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Roca i - - . = .
Resulta paradégico que nmientras el 78% de la

al ]-:' 5 e = =1+ re - = ISRk : .
mostera terrestre estd constituida por dinitrégeno, la
S e A S

demanda de nitrdégeno fijado por

la biosfera excede su

disponibilidad. Estc es debido a que s6lo un nimero muy

limitado de organismos, denominados "fijadores de N:z" o

"diazotrofos”, son capaces de reducir el dinitrégeno hasta
formas gque puedan ser utilizadas vy asimiladas por los

organismos vivos (Gallon y Chapiin, 1987).

El nitrégeno es esencial para los organismos
sivos, siendo el elemento mas apbundante en la materia viva
después del hidrégeno, carbono y oxigeno. Forma parte de
numerosas biomoléculas, é&cidos nucleicos, proteinas Yy
aminodcidos, asi como de compuesios cuantitativamente
menos significativos, como coenzimas, vitaminas Yy
pigmentos. Para que los organismos vivos puedan crecer,

Y sobrevivir necesitan una fuente de
fijado. En orden a satisfacer estas necesidades,
cantidad limitada de nitrégeno disponible es intercam-
biada entre los diversos componentes de 1la biosfera,
siendo continuamente incrementada per 1los organismos que
fijan nitzdgenc ¥ simultaneamente disminuida por los
procesos que transforman el nitrégeno reducido en dini-
trogeno. Asi, existe un ciclo continuo de nitrégeno desde
el atmosférico hasta el fijado en la biosfera, intercambio
entre los distintcs componentes de la biosfera y final-
mente, desde estas formas reducidas hasta dinitrégendo.
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un componente importante de este

] Y o 1
piraneta. !.-'-.!Li;',‘Il-l{! encontrarse en

forma L ibre o formando

arte de compuestes organicos i i
‘ ! OmMpuastos organicos e inorganicos. En la atmés-

S YA S ;\ = - - - - - 1 1 ~
tera se nalla en forma de dinitrégeno y representa alrede-

dor del 78% de ella, cantidad que equivale a 3.8 x 103
toneladas metricas (Mengel y Kirby, 1982). No obstante, la
mayor reservorio de nitrogeno
elementec existente en ella es
de la atmosfera (Subba Rao,
encontrarse en forma muy estable en
sedimentarias, tiene una baja partici-

.1

lo del nitrédgeno de la biosfera.

el suelo, este elemento es facilmente perdido
de nitrificacién, desnitrificacion ¥
diferencia de otros nutrientes de las

ser sustituido porrel nitroégeno de las

rticulas del suelo, y ha de ser repuesto por las

-antidades de nitrégeno presente en el agua de

]luvia, por los restos de materia viva, o bien artifieial-
mente a través del uso de fertilizantes nitrogenados. En
pobres en nitrogeno, como suelos volcanicos y
forestales deteriorados, la recolonizacién por
fijadeores de nitrogeno, podria restaureér gradualmente la
fertilidad. E1 desarrollo de especies de cultivo de altos
rendimientos y la utilizacién de fertilizantes disenados

para maximizar el rendimiento de los cultivos, han
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mpuesto demandas adicionales de

nitrogeno superiores en
las uUltimas décadas e =
1ltimas decadas, las cuales han sido suplidas amplia-

mente por el incremento en | : s
mente por el incremento en la produccién y utilizacién de

fartidis ~ Sl e i ) o~ - .
rtilizantes nitrogenados. Segin las estimaciones reali-

zadas, los requerimientos de fertilizantes nitrogenados
- 2y

que en el ano 1980 supusieron una utilizacidén global de 5-

0]

> et i Sy 3 :
millones de toneladas, aumentaran para el ano 2000 seguin

de 2.5 [Subbe Rad, 1980):

Aungque el gran aumento en la demanda de fuentes
por el incremento de la

dad de produccién de fertilizantes, al menos en los
rrollados, esta solucién exigiria un altc
econémico como ecoldgico pera la sociedad. A
diferencia de la fijacién biclégica de nitrégeno, la mayor
protincecion de £ rtilizantes conlleva un incremento en la
utilizacién de fuentes de energlia no recuperable, tales
comoc el carbén y el petréleoc. Ademas, su utilizacién lleva
consigo una serie de problemas debido al aumento de la
concentracién de nitratos téxicos en el agqua de bebida,

2si como eutrofizacién de lagos y rios (Cixon y Wheeler,

1986 ) .

Con la tecnologia utilizada en la actualidad
para la produccion de fertilizantes y 1los ineficientes
métodos empleados para su aplicacién, esta practica

presenta serias desventajas frente a la fijacién bioldgica
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ounto o b &
PUnLO de vista economico y ecold-

esperar que la productividad
dependiente de los procesos naturalzs de

1LLrogeno

que en el presente.

FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO.

La capacidad para reducir el N. atmosférico

a amonio reside en un amplio vy heterogéneo grupo de
roorgarismos, todos ellos procariotas, denominados
nitrégeno' o "diazotrofos”. Fn base a ana-

lisis del RNA ribosomal, los procariotas se han dividido
en dos grupos (Stackebrandt y Woese, 1981), las eubac-
terias r archaebacterias, existiendc en ambos grupos

fijadores de nitrégero representativos.

segun Postgate (1982), estos microorganismos se

54 génercs dentro de mas de 12 familias de

pracariotes. En una reciente revisién, Dixon y Wheeler
(1986) sefialan que han sido identificados alrededor de 87
especles agrupadas en 2 géneros de archaebacterias, 38
géneros de bacterias y 20 géneros de cyancbacterias, como

diazotrofos u organismos capaces de fijar el nitrdégeno

atmosférico.

Se pueden establecer dos grandes Jgrupos de
fijadores de nitrogeno: los fijadores en vida libre o

asimbiéticos y los fijadores simbiéticos. La mayoria son

26




capaces da fiiar nitrogenc eh vids 1ibyw ‘ '
[ Jar nitrogeno en vida libre, aunque la inves-

tigacion ha prestado mayor atencién a los fijadores

=i SN G S R AR 2 o -
simbidticos, entre los gque se pueden citar los microorga=-

nismos pertenecientes a los géneros Rhizobium,

Bradyrhizobium v Frankia.

Hasta hace poco tiempo se consideraba que sélo

lequminosas nodulaaas contribuian de forma significa-
fijacidn bioldgica de nitrégenc. Recientemente,
demostrado que las cyanobacterias, en forma libre o

en asociaciédn con una gran variedad de vegetales, juegan
un importante papel en la productividad agricola, espe-
cialmente en sistemas acudticos como los cultivos de
(Sprent, 1986). Los altos requerimientos energe-
proceso, constituyen la razén fundamental

de los sistemas simbiéticos y fotosinté-

iacién Rhizobium-leguminosa y 1las cyanokac-

Fijadores asimbioticos.

Los diazotrofos asimbioticos constituyen un
grupo muy hetercgéneo que incluye microorganismos anae-
robios estrictos, anaerobios facultativos, microaeréfilos,
aerobios estrictos, bacterias fotosintéticas y cyanobac-

terias.

Entre los anaerobios estrictos se puede citar
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yer b a4 firny R )
[ Lo LG LM 12 M1 ) e i oOr - Y E
LLLOLUM, asil COIn redquctoras de

sulfato como Desulfovibrio

Desulfotomaculum,

Siendo precisamente en una especie de este grupo, C
2 ¢ s

pasteurianum, en

a la que se demostré por primera vez acti=-
vidad fijadcra de nitrégeno en extractos libres de células

por Carnahan et al. (1960). En términos generales, la

contribucion de este grupo al nitrdogeno +total fijado

biol6gicamente es muy escasa, salve en Areas muy locali-
plo, Mishustin y Yemstev (1975) calcularon

pantanosas y cultivos de arroz, Clostridium.

r por encima de 33 Kg/Ha/ano al nitrégeno
Por otra parte, Watanabe y Roger /1984)

afirman que Clostridium contribuye muy poco a la provision

de nitrdgeno fijado en los cultivos de arroz.

én son anaerobios estrictos las especies

1

barkeri vy Methanococcus termolithotrophicus

al grupo de archaebacterias, en las que se

recientemente su capacidad para fijar

nitrégeno (Murray y Zinder, 1384; Belay et al., 1984). 8in
embargo, la contribucién de estos organismos a la economia
global de nitrogeno es desconocida, pero es probablemente

poco significativa.

Los fijadores anaerobios facultativos y microae-
r6filos agrupan microorganismos que Son tolerantes al

1 iy i j iciones anae-
oxigeno pero que fijan nitrégeno bajo condici
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¢

torma similar a Clostridium,

de nitrogeno en vida libre de este grupo
- r

probablemente tiene muy peco impacto en la economia global

de nitrdgeno, pero en algunos casos su importancia

aumenta, particularmente cuando se asocian a otros orga-

nismos. Por ejemplc, recientemente ha resurgido un interés

i oy , e
en las asociaciones entre Azospirillum spp y las raices de

algunas plantas herbéceas y cereales (Boddey y Dobereiner,

1004+ Okon 198 3 lae cualaes s ~oduc ]

1984; Okon, 1984), en las cuales se producen beneficios en
o ambos asociados pero en las que no se produce ningun
cambio anatémico ni fisiolégico importante. En diversos

-rabajos se ha senalado - ue la inoculacién de suelos con

Azospirillum puede incrementar de forma notable la contri-

bucién de nitrdgeno fijado en la fertilidad del suelo

(Salem et al., 1985; Bar s al.; 1985).

183, Okon et al. indicaron que el nitrégeno

fijado por Azospirillum no es utilizado por la planta

hospedadora que s0lo aprovecha un 5% y no de forma
directa. El paso de nitrégeno fijado hacia el vegetal no
se realiza por medio de un sistéma directo de transporte
bacteria-planta, sino que se produce como consecuencia de
la muerte gradual de la bacteria, que de esta forma libera
nitrégeno organico que posteriormente debe mineralizarse

para poder ser metabolizado por la planta.
Otrns experimentos indican que la inoculacién

29




ejorar

InCrementarsa la  capacicso o9

Absorcion de iones por la raiz. A pesar de no conocerse

exactamente como las plantas inoculadas con Azospirillum

aumentan su potencial de absorcidén de 1iones, se sugiere

gque esto podria deberse a un aumento de la superficie

radical gue se produciria por la multiplicacion de pelOs
como consecuencia de la
fitohormonas por 1la bacteria (Lin et al.;

sugiere que en Azospirillum ¥

de sustancias de crecimiento
erias puede tener la misma importancia que la
nitrégeno en el efecto beneficioso gque se

ba i pocirlacion

forma similar a Azospirillum, Azotobacter,

rida libre, aerobio estricto, e& Capas de

ciaciones no simbiéticas con las raices de

asocia de forma especifica con

tropical, Paspalum notatum

(DBbbereiner

1.2. Fijadores simbidticos.

Segun la clasificacién de Dixon y Wheeler
(1986), los sistemas fijadores de nitrégeno en asociacidn
simbiética se pueden clasificar en cuatro grupos:

a) Asociaciones entre raices de leguminosas ¥y

30




los generos Rhizobium y Bradyrhizobium.

b) Asociaciones entre plantas no leguminosas

pertenecientes al género Parasponia y bacterias del género
Rhizobium.

c) Asociaciones entre plantas no leguminosas
angicspermas y el actinomiceto Frankia spp.

d) Asociaciones de cyanobacterias o algas verde

azuladas con angiospermas, gimnospermas, pteridofitas,

bricfitas y liguenes.

Hasta 1973, el género Rhizobium se definia como

aquellas bacterias que eran capaces de formar nédulos

radicales con plantas pertenecientes a la familia

Lequminosae, vy asi permanecié hasta que Trinick (1973)
comprobé que plantas arboreas, ahora conocidas como el

género Parasponia de la familia Ulmaceae, eran capaces de

er noduladas por Rhizobium. Esta asociacion es intere-
ante ya que los nodulos fijadores de nitrégeno comparten
algunas caracteristicas con los nbédulos de leguminosas Y
con los mnodulos de actinorrizas. Aungue poco se conoce
acerca de los procesos de infeccion y nodulacién, parece
ser que la invasiodn de las bacterias en el sistema radical
de la planta huésped, ocurre a través de los pelos radi-
cales, como éen legquminosas, Yy Se€ forman filamentos de
infeccién (Gresshoff et al., 1984). Sin embargo, reciente-
mente Ditta (1985) ha sugerido que la infeccién puede

ocurrir mediante una "entrada por rotura" mas que a traves
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En un principio se pensaba que  los nédulos de

Parasponia carecian de leghemoglobina, pero Appleby (188B3)

demostroc su presencia en noédulos de P. andersonii. Los

nodulos de Parasponia no tienen el color rojizo tipico de

los nédulos de leguminosas. y se ha sugerido que la leghe-
moglobine esta confinada dentro de los filamentos de

frlacion thancellie v Sorcee. THES: Prite 8- a1 S EaRl .

Aunque en la mayoria de los casos Rhizobium
forma nédulos en el sistema radical de las leguminosas y

Parasponia, ciertas especies de leguminosas desarrollan

nédulos en sus tallos en asocicién con Rhizobium. En los
trabajos de Subba Rao y Yatazawa (1984) se ha puesto de
manifiesto que estos nédulos son capaces de presentar

elevadas tasas de reduccién de acetileno.

Durante muchos afios se ha pensado que Rhizobium
s6lo era capaz de fijar nitrégeno en asociacidn simbidética
con plantas leguminosas y dque no era posible que este
proceso ocurriera en vida 1libre de las bacterias. Sin
embargo, aunque la fijacién de K= pOr Rhizobium en estado
de vida libre en el suelo no es probable que ocurra, en el

laboratorio, cultivos de Bradyrhizobium japonicum y otros

rizobios de lento crecimiento (Child; 1980) ¥ de R.
meliloti (Bedmar y Olivares, 1979) pueden fijer nitrégeno
bajc condiciones de microaerofilia, siendo la mayor parte
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retado como amoniacr
airidanocil ac F S T . :
videnciado gque Rhizobium contiene la dotacién genética
e - - UL O e T 0T ek

NecesaAria para. 1a ot acion,

interviniendo la planta en el

sentido de «crear las condiciones qgue permitan su ex-

presion.

Desde hace aproximadamente una centuria, se
conoce que muchas plantas arbdoreas y arbustivas no legu-
minosas, forman nodulos radicales fijadores de nitrogeno
en asociacion con actinomicetos. Alrededor de 200 especies
lefiosas, dicotiledtoneas  arbbreas y arbustivas, distri-
buidas en climas templados vy tropicales, son capaces de

desarrollar nddulos radicales (Torrey, 1985). Los microor-

ganismos localizados en dichas estructuras especializadas

pertenecen al género Frankia del orden de los

aActinomicetales. A dichas asoriaciones simbidticas se les

actinorrizas por semejanza con micorrizas.

A pesar de que los estudios scbre actinorrizas
quedaron rezagados en <} pasada . en comparacién con la
investigacioén acerca de la asociacion Rhizobium-
lequminosa, en la Gltima década ha resurgido su intereés
debido principalmente a dos razones. Primero, el éxito en
el aislamiento y cultivo de Frankia por Callaham et al.
(1878}, lo gue hizo posible estudiar al microsimbionte
fuera de la planta huésped. Un gran avance fue la subsi-

guiente demostracién de que Frarkia, en cultivo puro,
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GDEKen 3 11
prKema cegunao,

onciencia ae la potencial impor-

de estas asociaciones en los sistemas forestales.

il

licignal tendencis & incrementar la superficie

agricola y obtencién masiva de madera, continfia causando

una rapida deforestacion de gran parte de la superficie

mundo. Debido a que las actinorrizas son buenos

coionizadores, pueden utilizadas para regenerar los
En relacion con esto, Dommergues et al.
ie manifiesto que las tasas de fijacidn
alcanzar valores de 260 Kg/Ha/ano para

1folia. No obstante, los resultados

indculos de Frankia para nodular las plantas
contradictorios a tenor de la bibliografia
(Rodriguez-Barrueco y Subramanian, 1988). En un
Cervantes et al. (1988) han observado
nacesarios algunos compuestos, presentes en
de extractos nodulares, para la infeccidn de

nor razas de Frankia aisladas de otros hospe-

nadores.
2. ASOCIACION RHIZOBIUM-LEGUMINOSA.

La fijacién simbidtica de nitroégeno alcanza su
culminacién en eficiencia y magnitud en los nédulos radi-
cales de las leguminosas, que han sido objeto amplio de

estudio, tantc a nivel fisiolégico como bioquimicCo.




+ s ST e el R .
La familia Leguminosae comprende alrededor de

/50 generos vy 20.000 especies. Sin embargo,

no todas las
@species o generos se asocian con Rhizobium y forman
néduios radicales, mientras que la mayoria de las
bacterias del género Rhizobium muestran un alto grado de
selectividad hacia su planta huésped (Gallon y Chaplin,

1987)

Las leguminosas son importantes en la agricul-
por el hecho ce que scn capaces de fijar
ioeis con Rhizobium, sino también porijue
semillas tienen un elevado contenido en

comillas de leguminosas grano juegan un

importante papel en la nutricidn humana, y las leguminosas
forrajeras también aportan un elevado contenido proteico a
ganado. Asimismo, las leguminosas tienen un

ico puesto que aportan nitrogenc a J.08

naturales tales como los bosgues tropicales

{Dixon y Wheeler, 1986) .

Taxonomia ae Rhizobium.

Las primeras descripciones aceirca de nédulos en
leguminosas son realizadas en 1587 por Dalechamps, cuando

hace mencidén a la presencia de numerosos a6duios en raices

de Ornithopodium (actuaimente Ornithonus). Sin embargo,

naria falta mas de tres csiglos para poder asociar estos
nédulos con la fijacién de nitrégeno y con lOS microorga-
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nismos que la inducen.

v 1 Q o0 [P e TR DR, 5 =4 ¥ .
En 1888, Beijerinck, siguiendo ios postulados de
capaz de confirmar gque los nidulos de Jdiferentes

leguminosas son producidos por una bacteria. Dos afnos

antes Hellriegel y Wiliforth (1886, 1888) habian demos-
trado gue las leguminnsas podian fijar nitrégeno atmosfé-

j i 2 o

L 5 Manual de Berjey (Buchanan y Gibbons,

1974) se describe la familia Rhizobiaceae con dos géneros:

Agrobacterium, cuyas especies con excepcién de A.

radiobacter, estimulan la formacidn de hipertrofias

plantas; Rhizobium, cuyas especies forman
nodulos e las raices de plantas pertenecientes a la

familia Leguminosce. Las bacterias pertenecientes a la

familia Rhizobiaceae son bacilos Gram negativos, aerobios,

no esporulados y moéviles por flagelos.

Clasicamente, las bacteirias del género Rhizobium
se han clasificado en dos grupos, de ~recimiento rapido y
de crecimiento lento, basandose en la velocidad de creci-
miento (tiempo de generacidn) en medio de manitol-extracto
de levadura. Aparte de su tasa de crecimiento, estos dos
grupos difieren en la utilizacién de varios compuestos
carbonados. Asi, mientras las especies de répido creci-
miento pueden utilizar una amplia gama de carbohidratos Yy
acidos organicos para su crecimiento, los de lento
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recimiento pueden utilizar u numero mas restringido ce

gsustratos para crecer (Graham, 1964).

sistema de clasificacién de Rhiznbium en

especies se ha basado en la especificidad de infeccion gue

presenta. De esta forma, tradicionalmente se han recono-
cido y distinguido, por pruekas biogquimicas y de infecti-
vidad seis especies diferentes (Graham, 1976). Esta clasi-

ficacion asume que cada especie de Rhizobium nodula sélo

de su grupo de inoculacién cruzada y dentro de

hizobium que se aisle de &l sera capaz de

nodular cualquier planta del mismo.

Dado gque hay una gran cantidad de bacterias
aisladas de nddulos de distintas especies vegetales gque no
es posible clasificarlas bajo este marco patrén, se cred
un séptimo grupo al que se le ha dado el nombre de

Rhizobium del grupo cowpea O Rhizobium cowpea debido a la

nodulacién de estas leguminosas (Migna sppj por una amplia
gama de razas de Rhizobium. Actualmente se considera al
grupo cowpea ¢ miscelaneo como una gran coleccidn de
especies de leguminosas tropicales ¥ subtropicalies que Sson
infectadas y noduladas pcr bacterias de lento crecimiento

que pueden actuar inespecificamente (Allen y Allen, 1981).

A pesar de la incorporacién del dltimo grupo a
la clasificacién de Rhizobium, existen suficientes antece-
dentes gque hacen que ésta pierda credibilidad, especial-
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mente por las simbiosis Dromisc
1 par las simbiosis promiscuas, por nodulaciones no

reciprocas v nor presencs . i 7 i
procas y POX presencia de Rhizobium gue no cubre la

Dresentae - clas icacid Trinick :
I £ € lasificacién (Trinmick, 1980). Recientemente,

Herrera (1984) estudiando diversas asociaciones simbié-

ticas entre Rhizobium y leguminosas lenosas, observd gue

existia una marcada inespecificidad que se manifestaba a

dos niveles. Por una parte, las plantas pueden ser nodu-
ladas por distintas razas de Rhizobium de otros hospeda-
dores y, por otra, las razas de Rhizobium éisladas de los
nédulos de sus raices pueden nodular diversas leguminosas
herbaceas de los grupos de inoculacién cruzada tradicio-
nales, pudiendo incrementarse el hivel de infeccién al

crecimiento de la planta polisaca-

bacteria homdloga.

ientemente, Jordan (1984) propone en la
novena edicién del Manual de Bergey reunir las especies de

rapido ‘recimientc R. leguminosirum, R. phaseoli y R.

t¥ifolii) en una sola especie, R. lequminosarum la que

presentaria tres biovariedades: biovar. yicieae Qgue
_infecta a las leguminosas de los géneros Pisum, Vicia y
Lens; biovar. phaseoli que infecta a Phaseclus y biovar.
trifolii que infecta a especies de Trifolium. R. meliloti
permanece como especie independiente én el género
Rhizobium, que infecta a las especies del género
Melilotus, Medicagc entre otras. Este mismo autor acepta
lo sugerido por Jsarvis et al. (1982) quienes proponen la
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de Rhizopium, R. loti, gueé
igruparia a los microorganismos de rapido crecimiento gue

son capaces de nodular un amplio rango de hospedadores

entre los que encuentran Lotus, Leucaena, Cicer,

Onobrychis, Robinia pseudoacacia etc.

Por Gltimo hay un

altimo grupo, Rhizobium sp que infecta a Macroptilum y

otras leguminosas.

de agrupar R. leguminosarum, R.

trifolii en una sola especie, la de mantener
especie aparte y la creacién de la nueva
especie R. loti ha estado basada en resultados de

analisis taxonémicos numéricos (Graham, 1964; Moffet y

Colwell, 1968), homologia ue ADN (Jarvis t al., 1980),

relaciones serolédgicas (Vincent, 1977) ¥y electroforesis de

proteinas sclubles (Roberts et al., 1980).

a las especies de lento crecimiento, R.
saponicum y R. lupini, la novena edicién del Manual de
Bergey (Jordan, 13984) esta de acuerdo con lo propuesto por
Jordan (1982), guien agrupa a estas especies en un nuevo

(Jénero, Bradyrhizobium, <on la especie B. japonicum que

infecta a Glvcine y Bradyrhizobium sp que infecta a Vigna,

Lupinus y otras leguminosas.

2.2. Proceso de nodulacidn.

El resultante final de la simbiosis Rhizobium-
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Leguminosa ie ni
] nosa de nitrogeno atmosfeéerico; sin

FAY har T AT A { 163 O o 3 =
mpargo, para Jque esto ocurra se deben cumplir

i

ufia sacie
tapas deade la invasion de la riposfera de las

la inosas nor 1: s ‘
ieguminosas por la bacteria especifica o no, hasta la

actuacion de la nitrogenasa reduciendo el N2 a amonio.

Estos pasos 0 etapas pueden resumirse en las tres cléasicas

taracteristicas simbidticas de esta asociacion:
especificidad, infectividad vy efectividad,; gue se refisren

al reconocimiento de wun hospedador determinado y a la

fijar nitrogeno, respectivamente.

rizosfera v especificidad.

el procesc de infeccidn ocurra es
rizobios del suelo alcancen la zona
préxima a la raiz en desarrollo o rizosfera de la planta

huésped, que se extiende aproximadamente 2 mm desde la

superficie de la raiz. a . que la transmisién de

suelo sta la rizosfera ocurre con
facilidad y no e particularmente especifica para
Rhizobium (Moawad et al., 1984). De esta forma, Rhizobium
muchas veces se encuentra asociado a la rizosfera de
leguminosas nNoO homélogas e incluso en la rizosfera de
plantas no leguminosas. Como consecuencia, la rizosfera de
yna leguminosa eéen particular puede ser colonizada por una

mezcla de razas, algunas de las cuales son capaces de

invadir el sistema radical de la planta y formar nédulos ¥y
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DEras no (Gallon y Chaplin, 1987},

segqun.  la  relacion 'R/5  (fFigosfera/suelo) gue

representa el numero de microorganismos en la rizosfera en

comparacion con el resto del suelo no rizosférico, los
valores normales para los organismos del suelo, en
general, estdn entre 5 a 10 (Rovira y Davey, 1971). En
Rhizobium, el efectc de la rizosfera es positivo Yy
facilmente perceptible alcanzéndose valores de R/S que
varian de 10 & 200. Bajo condiciones excepcionales, las

noblaciones rizosféricas de Rhizobium pueden incluso

10.000 veces superiores a las del suelo

Moawad et al., 1984).

cabe duda.que la rizosfera de las plantas
proporciona un ambiente mas favorable gque el suelo para
soportar el crecimiento bacteriano, debido probablemente a
gque las raices en desarrollo excretan una gran variedad de
compuestos facilmente utilizables para el crecimiento de
microorganismos heterotréficos. Se trata de una zona rica
en nutrientes, particularmente carbohidratos, aminoacidos
y vitaminas (van Egeraat, 1975) por los cuales compiten
las poblacicnes de microorganismos, incluyendo rizobios.
Moawad et al. [(19B4) estudiaron el efecto competitivo
entre tres serogrupos de B. japonicum para nodular a la
planta huésped, en la rizosfera y suelo no rizosférico.

Observaron gue la poblacién de cada serogrupo incrementaba
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inente  desde 109 A 08 wivshise
d 4 3 1UD rizobios/g de suelo en la

[t Ad1ira ¥ 1 VYN T T S -
'1d, durante la primera semana después de la siembra

Glycine max,

que =1 numero de rizobios en el

Suelo no rizosférico permanecia en 104 rizobios/g de

suelo. Asimismo, evidenciaron que no habia predominio
entre serogrupos en la colonizacién de la rizosfera. Sin
embargo, el serogrupo 123, presentaba una clara ventaja en
la nodulacién, formando el 60-100% de 1los nédulos. Estos

autcres concluyeron que el éxito en la nodulacién del

2ra debido a una cclonizacidén superior de

Bushby (19B4) ccmpardé la colonizacién de .a

1

la subsiguiente ncdulacion de Vigna por dos

Bradyrhizcbium. Observaron que las poblaciones de

rizobios aumentaban en la rizosfera pero la distribucién
de las razas en ella nc se reflejaba en la nodulacién.
Aungue el efecto positivo de la rizosfera es mayor para
unas razas que para otras, no se puede hablar de especi-
ficidad en esta etapa inicial de c¢olonizacion de 2a

rizosfera (Pueppke, 1986).

Otros autores han mostrado que la proporcién de
nédulos formados por una raza podria estar correlacionada
con su representacién relativa en la superficie radical
del huésped (Franco y Vincent, 1976). Trinick et al.
(1983) concluyeron gque resulta muy dificil predecir el
éxito de la nodulacién a partir d= la informacién obtenida

i i A = | =
en estudios de colonizacién de la rizosiera y .ia represen
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ias razas de Rhizobium en ella.

Quimiotaxis vy movilidad.

Quispel et al. (1984) sugieren colocar como un

avent p ' i w e imi i
© previo & la  infeccién 1a -—quimictaxis de rdagas

moéviles. Puesto que la mayoria de los rizobios poseen
flagelos y pueden moverse hacia sustancias atrayentes
(azucares) o alejarse de irritantes (antibidticos, bacte-

riocinas), la movilidad se ha investigado como un posible

factor en el proceso de nodulaciodn.

o

En muchos trabaqu se ha intentado estudiar qué
sustancias son mejores agéntes atrayentes para Rhizobium.

exhibe una guimiotaxis mayor hacia aminoacidos
que hacia azucares, con exéepcién del gluconato (Burg et
g1., " 19823, R, wmeliloti ¥y &, lupini fueron atraidos
optimamente por diferentes aminoacidos, no obstante, R.
lupini exhibidé mayor quimiotaxis hacia carbohidratos

tonetz ot al:, 1982). R, lequminosarum es atraido por un

gran namero de azucares, pero no por la sacarosa (Bowra y
Dilworth, 1981). Ademas, se ha observado que la movilidad
también depende del pH, siendo favorecida por la presencia
de iones calcio y disminuida por los iones de cobre.
Gaworzewska Y Carlile (1982) observaron gue R.

lequminosarum presentaba quimiotaxis hacia exudados

radicales de Pisum sativum. La caracterizacién de estos

exudados mostré que un gdran namero de fracciones eran
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itrayentes, incluyendo las e baio molecular, sin

embargo, hote efecto era especifico para B,

leguminosarum pudiendo ser

er ampliado a otras bacterias como

Escherichia coli. Ademas, también 1la

presentaban exudados

radicales de otras leguminosas asi como de plantas no

leguminosas. Sin embargo, la quimiotaxis, a pesar de no

ser especifica ni esencial en condiciones axénicas,
representa una ventaja para agu~llas razas moviles frente

a las no moviles (Bowra y Dilworth, 1981: Gaworzewska y

Carlile, 1982,

Madsen y Alexander (1982) detectaron movimientos
de Rhizobium en el suelo debidos solamente a la percola-

cién de agua a través de los canales creados por gusanos

v raices de plantas.

2.2.3. Adhesién a la superficie radicular.

LLas bacterias del género Rhizobium pueden ser
rapidamente adsorbidas sobre muchos sustratos, incluyendo
otros microorganismos, particulas del suelo y raices de
plantas (Pueppke, 1984a). La adhesién de Rhizobium a la
superficie radical de la planta huésped ha recibido una
narticular atencién en los nltimos anos debido a su
posible participaci6n en la especificidad de la simbiosis
e iniciacién del nédulo (Dazzo, 1980; Pueppke, 1984a;

Matthysse, 1985).




DIVersos mecanismos funcionan en la uniér. de

L e .
Rhizobium a la superiicie radical de su huésped (Pueppke
’ !

an \ ~ P g i ey es Al s
1986 ). Durante muchos anos se ha sugerido gue las lectinas
pueden estar involucradas en la interaccién especifica

entre la bacteria y la planta. Las lectinas son proteinas,

o glicoproteinas, localizadas en la superficie radical de
la planta, gque son capaces de reconocer especificamente y
unirse de forma reversible a los carbohidratos
complementarios de la superficie celular de Rhizobium
compatibles y como resultado de aquello se produce la

unién de la bacteria a la raiz. Pueden ser producidas por

una amplia variedad de especies de plantas que representan

casi todas las clases taxonomicas (Etzlér, 1985). De
acuerdo con Dazzo et al. (1984; 1985), la adhesién de R.

legquminosarum biovar. trifolii a los pelos radicales de

Trifolium es bifasica. La adhesién bacteriana inicial es
reversible vy en ella interaccionan el polisacarido
capsular que rodea las células de Rhizobium y las lectinas
(trifoliin A), localizadas en 1la superficie de pelos
radicales, mientras que e€en la segunda fase, la interaccién

es irreversible.

—_—

F] modelo de adhesién descrito por Dazzo 2t al.
(1984: 19835) Bo excluye la posibilidad de que existan
otros mecanismos de interaccién entre la pacteria y el
huésped. Asi, en oOtros casos, la adhesién parece Ser inde-
pendiente de los polisacaridos capsulares de Rhizobium y
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1984a; 1984b; Matthysse,

Brilil 1982) sugieren que la funcidén de las

puede ir encaminada a incrementar la afinidad en

el proceso de reconocimiento pero que no 3on imprescin-
dibles. Esto se basa en el hecho de que Liy lectinas
especificas para sus bacterias compatibles pero no son
esenciales para la infeccién. Lo anterior se demuestra
facilmente en los casos en que a pesar de no haber
lectinas en las raices, hay nodulacién y por el contrario,

casos que aun habiendo aglutinacién por lectinas no

se ha sugerido la posible participacion

crecimiento liberadas por Rhizobium que
su influencia sobre las raices de la
respecto, los trabajos de Bauer et al.

que inoculantes de Bradyrhizobium

inducir la divisién celular en el coértex

incluso antes de 1la adhesién de la

bacteria a le¢ -aices. Estos autores indican que las
sustancias que inducen la divisién celular podrian ser

citoguininas liberadas por la bacteria.

Pueppke (1986) concluye que el Pproceso de
adhesién inicial de Rhizobium a la superficie del pelo
radical no es especifico. Trabajando con mutantes de

Rhizobium que han perdido la capacidad de nodular, se ha
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ldenciado que pueden adherirse a la superfic.e radicular

Trifolium repens, Pisum sativum, Glycing max y Vigna, e

‘TE-',T\

, €N aigunos casos la capacidad de adhesidn de

2Stos mputanties ue superior a la de las razas coa capa-

gidad de nodular. Asumir que  la  especificidad de 13

simbiosis esta Jdada sdélc por la adhesién de la bacteria a

la raiz del hospedador es s6lo simplificar este proceso

(Btacey v Brill; 1982).

Recientemente se ha senalado (Olivares et al.,
,1isacaridos extracelulares prcducidos por

Rhizobium pueden onstituir un posible puente entre ia
bacteria y las celulas radicales de las leguminosas. Estos
mismos autores resaltan la especificidad e importancia que

rendrfan los polisacaridos extracelulares en el proceso de

inteccion .

Competitividad en la adhesién e iniciacién del

La gran diversidad existente en las caracte-
risticas intrinsecas de Rhizobium sugieren un enorme
potencial de competicién para la adhesién e iniciacidn del
addulo, algunas  ragas pueden  Lenet receptores de mayor
afiinidad gue otres, poOT ejemplo para las lectinas, O mayor
"competencia vara la adhesién y/o iniciacidn del nédulo
(Dowling y Broujhton, 1986). Los genes involucrados en la
especificidad para la planta huesped también pueden estar

47




entre ragzas e R, trifolii

m = N - - o - 1
lambieén se ha sugerido que

SN L _ S
razas de Rhizobium que pueden iniciar la infec-

nodulacic ~apid: sfici 5
nodulacion rapida y eficientemente, tendr&n una

ventaja competitiva sobre aquellas que lo hacen de fo- 1a

mas lenta {Dowling y Broughton, 1986).

Se ha comprobado que la capacidad competitiva

de una rarz. de Rhizobium puede ser modificada si previas

mente e  inocula con otras razas de Rhizobium, aungue
competitivas para la formacidén de nodulos,

culan conjuntamente. Asi, Kosslak et al.

que la formacién de nddulos por razas

era mayor si primero se incculaba con

con razas mas competitivas. Por

Diatloff vy Brockwell (1.976) encontraron gue

Bradyrhizobium japonicum que nodulaba

escasamente un cultivar de Glycine max podia inhibir la

nodtlazcidén por otras razas, cuando eran utilizadas en
inéculos mixtos. La supresion de la nodulacién también se

ha observado en cultivares de guisante (RBisum sativum cv.

Afganista.. inoculados con razas de R. lequminosarum. La

raza blogueante de la nodulacién no era capaz de formar
nédulos en dicho cultivar, sin embargo, _odia inducir el
"curling"” del pelo radical y formar el filamento de in-

feccién. Por otra parte, dicha raza de R. lequminosarum

puede nodular efectivamente Otros cultivares de E.
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Dy ~y 3y ve o 1 &
Primeros eventos de la nodulacidn y desarrollo de

los nodulos.

Aunque se c¢onoce muy bien la secuencia de

eventos que ocurren tras la penetracidn de la bacteria en

el sistema radical de la planta, el eslab6n que une =stos

procesos con la adhesién de la bacteria a la superficie
radical, constituye en muchos casos un misterio. Presumi-
blemente, la unién especifica de la bacteria al pele
ada o nc por lectinas, genera una senal que

infeccion. Sin embargo, la naturaleza de

ser dilucidada (Gallon y Chaglin, 1987).

secuencia de procesos que ocurren en el
establecimiento de la simbiosis, se producen diversas
interacciones especificas en las que siempre Se f.acuentra
presente algin elemento de reconocimiento. Si este recono-

t al.,

cimiento no se produce el proceso aborta (Quispel

1984).

La primera senal visible del proceso ce
infeccién es la deformacién o ‘"curling’ del pelo radical
(Bauer, 1981). Dicha deformacién puede adoptar tres formas
diferentes, ramificacion, "curling" moderado Yy marcado
weurling”  del pelo radical. Aunque es posible que

Pnizobium infecte pelos radicales relativamente erguidos,
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la mayor parte de las inftecciones

riginan cuando la

hactari - y B ey - '
bacteria queda atrapada por un marcado curvamiento del

velo radice i At :
pe.c radical (Callaham y Torrey, 198l1; Turgeon y Bauer,

19851,

No se conoce con seguridad si el proceso de

curvamiento del pelo radical es un requisitc necesario

para la iniciacién del filamento de infeccién o si sélo
ocurre como consecuencia de una infeccidén localizada de
Rhizobium en el sitio de crecimiento del pelo radical.
Dowr.ie et al. (1984) trabajando con nwutantes de Rhizobium
gque han perdido la capacidad de nodular, observaron que
pueder. inducir el ‘rcurling® sin aparente formacién del
filamento de infecciébn. Estos autores sugieren que el
'curling” puede preceder o no el proceso de infeccién. Por
otra parte, en algunos casos se ha demostrado la formacién
de filamentos de infeccién .sin previo curvamiento del
pelo radical (Callaham y Torrey, 1981), aungque en estos
casos es posible que la in”=2ccidn se ‘ocalice en el punto

de contacto entre dos pelos radicales.

En la mayoria de las leguminosas importantes

agronémicamente, iacluyendo alfalfa (Medicago sativa),

trébol (Trifolium spp), soja (Glycine max), guisante

(Pisum sativum) y Jjudia (Phaseolus vulgaris), Se ha

observado que la infeccidn ocurre a través de los pelos

radicales (Robertson et al,, 19€5). En todos los casos
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istudiados, los filamentos de infecci6én se iniciaron en un

punto proximo al extremo en crecimiento del pelo radical

{ i Y" = - - - \ g - g
(Turgeon y Bauer, 1985), siendo los pelos radicales méas

jovenes los mas susceptibles para el proceso de infeccion

(Bhuvaneswari et al., 198l). Este proceso ha sido revisado

por Bhuvaneswari (1984) guien sugiere que es posible que

los oligosacaridos liberados cuando se degradan los

polisacaridos capsulares provoquen la ramificacién del

pelo radical.

La forma de penetracién de Rhizobium en los
pelos radicales ha sido, desde hace mucho tiempo, motivo
de estudio. Asi, se han formulado varias hipotesis para
explicar dicho proceso. Nutman (1956) propuso dque la
infeccién ocurre por medio de un proceso de invaginacién.
De acuerdo con este planteamiento, en el pelo radical se
produce una inversién en la direccién de crecimiento
provocando el englobamiento de la bacteria con el

nosterior inicio del canal de infeccidn.

s

La segunda hipotesis es mas reciente e implica
la penetracién directa de la pared celular del pelo
radical por Rhizobium (Callaham y Torrey, 1981; Turgeon Y
Bauer, 1985), debido a la degradacién de la pared celular

en el sitio de penetracion.

Una vez dque la pacteria ha penetrado en el
interior del pelo radical, se divide en el interior
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rmandose e] lenominad filamentc

progresivamente hacia la base del pelo radical.

:\Uﬂt{tl(? estd estructura a |

caliza e el interior de la

1
como esta rodeado por

la pared celular de la planta,

las bacterias en esta etapa son extracelulares.

No todas las leguminosas son infectadas a través

de los pelons

radicales. ‘Asi, se ha descrito que en Arachis

hypcgea y diversas especiec de Stylosanthes, ambas de

origen tropical y pertenecientes a la tribu

la bacteria produce ‘euriing’ vy remifis
radicales, sin embargo, la penetracién
axilas formadas por el pelo radical y
epidérmicas y corticales (Chandler, 1978;
1., 1982). Por otra parte, se ha evidenciado

de los géneros Aeschenomene y Sesbania,

formar nodulos en zonas aéreas de sus tallos,
.stos nédulos particularmente abundantes cuando las
~recen bajo condiciones de encharcamiento (Dreyfus

y Dommergues, 1981).

Como los rizobios de origen tropical se consi-

deran mas primitivos que 1los de clima templado (Norris,
y las leguminosas trcpicales mas antiguas, en la

escala evolutiva, es posible que la infeccién a través del
pelo radical sea un evento relativamente reciente en la

evolucién (Sprent, 1984).




Se han descrito basicamente dos tipos de nédulos

atendiendo al tipo de crecimiento: nédulos de crecimiento

determinado y

nodulos de crecimiento indeterminado, cuyas

caracteristicas morfolégicas y estructurales han sido

ampliamente estudiadas (Newcomb, 1976; Newcomb et al.,

1979) utilizando Glycine max Y Pisum sativum

respectivamente, exponiéndose en el siguiente esquema

(Sprent, 1S584):

INFECCION VIA PELC RADICAL.

e N

Determinado. Indeterminado.

Mitosis en la Mitosis en la
zona externa zona interna
del cértex. del coértex.

Infeccién aleatoria de Infeccién de células

algunas células reciente- recientemente formadas

mente formadas. ' préximas a la estela,
iniciando un meristemc
nodular.

\
Divisién de células Division del meristemo Yy
infectadas y bacterias. subsiguiente infeccién de
Limitadce crecimiento las nuevas células
celular. mediante ramificacién del
filamento de infeccidn

original. l

Aumento de tamano de las Aumento de tamano de las
células, divisién bacte- célula- ya infectadas, las
riana y liberacidén en los bacterias aumentan de
sacos envoliventes. tamafo y pueden hacerse
Induccién de la nitrouge- pleomérficas. Induc§ién de
nasa Y sintesis de la nitrogenasa ¥y sintesis
leghemoglobina. de leghemoglobina.

Generalmente se ha asumido que en la iniciacién
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lesarrollo del nodulo estan involucradas sustancias de

‘recimiento y hormonas producidas por amboz simbiontes. La
compleja interaccidon que se establece entre la bacteria y
la plante, cuyo resultado es 1la formacidon de nédulos
fijadores de nitrégeno, exige una gran coordinacion
metabélica entre los dos simbiontes. Los nédulos radicales
de las leguminosas son estructuras altamente organizadas y
metabdlicamente muy activas. Parece, por tanto, razonable
gque los reguladores del crecimiento vegetal, las fitohor-
monas, tengan un papel critico en .2l establecimiento de
estas estructuras (Ligero y Lluch, 1986). Un hecho gque
fundamenta dicho control hormonal, es 1= observacién de

livisién celular en el cértex de la raiz puede

{Aiciarse incluso antes de qgue 56 haya formado el

filamento de infeccit6n (Calvert t al., 1984; Bauer gt

#l., 1985). D= esta forma, B8e han implicado auxinas,
giberelinas, citoguininas, etileno y dcido abcisico, junto
con otros "factores" no identificados (Sprent, 1984). No
obstante, la situacibn parece ser pastante confusa, y la
relacién exacta puede variar entre especies lo que explica
la amplia variacion existente en la forma de los nédulos
{Corby, 1981} y el hecho de que en algunas plantas, tales
como la soja, la actividad meristematica cesa éen una etapa
temprana del desarrollo del nédulo, mientras que en otras,
tales como el guisante, la actividad meristeméatica

persiste incluso después de que haya comenzado la
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actividad fijadora de nitrogenc. Por otra parte, la forma

1 n e % & b 1 ~TY 1 ¥ 1
final del nodulo y la forma activa de Rhizobium en la

£ g : nA e > }
f1jacion de - nitrdgeno, denominado bacteroide, estan

s o e L 5 : e : B i
ontrolados, al menos parcialmente, por el genotipo de la

planta huésped. Por ejemplo, Kidby vy Goodchild (1966)

inocularon plantas de Lupinus luteus y Qrnithopus sativus

con la_ misma raza de R. lupini, sin embargo, la forma de

los nédulos fue diferente en ambas plantas. Cuando la raza
32HI es inoculada en plantas de Arachis hypogea, los bac-
teroides son casi esféricos, sin embargo, la misma raza
de Rhizobium produce bactercides alargados en Vigna

(Sen y Weaver, 1980). De forma similar, la
raza de Rhizobium puede modificar la morfologia de la
planta como se evidencia por las diferencias existentes en
la longitud de entrenudos en Phaseolus lunatus cuando se
inoculan con razas de Rhizobium cuyos bacteroides producen
diferentes cantidades de giberelinas (Evensen y Blevins,

1581 ).

Truchet et al. (1980) estudiaron las interac-

ciphes  fisiolégicas entre la planta hospedadora y el

endosimbionte en la simbiosis Medicado sativa-Rhizobium

meliloti v concluyeron: a; gdue la bacteria puede inducir
la formacién del meristemo produciendo élgunos agentes que
pueden atravesar la pared celular y el plasmalema y b) que
la diferenciacién de las células activas fijadoras de
nitrégeno depende de otro agente que no puede pasar de una
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celula a otra vy requiere que la bacteria sea primero

liberada del filamento de infeccién.

El tamano final de los nédulos puede depender de
1 1ivialé Bl o i R | | 2 A
ta division celular y del aumento de tamafic de la célula.

o IAae 2 Wi b : : X
En los ndédulos determinados del tipo de la soja, el numero

de ceélulas parece ser que estd determinado en una etapa

temprana del desarrollo del nédulo (Bergersen, 1982). Por
otra parte, existen una serie de evidencias que indican
que el tamano de las células es controlado
independientemente, de tal forma que la adaptacién a los
cambios ambientales puede ocurrir a través del aumento del
tamano celular (Sprent, 1984). En los nédulos
indeterminados, el tamano final estd gobernado por la
longevidad del meristemo asi como por el tamafio de las

células individuales.

rungue se conoce desde hace muchos anos que
nédulos tienen un periodo de vida limitado, que puede
prolongado para mejorar la fijacién de nitrégeno, se
realizado pocos estudics para conocer el proceso de
senescencia nodular. El cambio de color desde rojo a pardo
verdoso es el primer signo visible de senescencia en el
nédulo (Sutton, 1983). En los nédulos determinados del
tipo de la soja, esto ocurre primero en la zona central y
se extiende réapidamente a través de toda la regidn

infectada. Bajo algunas circunstancias puede ser




‘sible (Spre 198 Eh le l
ible (Sprent, L9 ) . En los nodulos indeterminadcs,

la senescencla comienza en la base del ndodulo v oal avanzar

la edad del nodulo se va incrementando la proporcién de

tejido senescente en direccidén al é&pice, aungue los
nodulcs pueden permanecer siendo activos durante semanas,

meses, & incluso anos.
3. ECOLOGIA DE RHIZOBIUM EN EL SUELO.

La incapacidad para predecir por gué las

leguminosas se desarrollan pobremente y fijan pogo

nitrogeno en suelos fértiles que contienen razas efectivas
de Rhizobiun frecuentemente deriva de la carencia de
conocimientos acerca de la ecologia de las bacterias
formadoras de noédulos radicales. Si en un suelo fértil
estén presentes una planta huésped apropiada y razas de
Rhizobium efectivas, deberia producirse una activa
fijacién de nitrégeno. Sin embargo, con frecuencia no
llega a establecerse una asociacién simbiética o bien la
fijaci6n es insuficiente para satisfacer la demanda del
cultivo para este nutriente. Ello puede ser debido a
factores genéticos de los simbiontes, pero a veces Se€ debe
a la incapacidad de las bacterias para sobrevivir, crecer

an &l suelo, colonizar las raices o formar nédulos

(Alexander, 1984).




para estudios de ecol«

:j.].rl.l “A [ .‘:“ 1 { i i
astudi )gla de Rhizobium ¥y

= &

Bradyrhizobium en el suelo

se requlre que las razas puedan

reconecldas

identificadas. En las investigaciones

realizadas acerca de la competitividad entre rigzobios, es

necesario disponer de téecnicas adecuadas que permitan la

identificacién de las razas inoculadas, asi como

determinar la proporcién de nédulos ocupados por las

bacterias indigenas del suelo.

El método mads antiguo utilizado para determinar
las poblaciones de rizobios en el suelo, fue la técnica
del nimero mas probable, en el cual se empleaban muestras
diluidas de suelo para inocular plantas (Wilson, 1926).
Aunque el métndo se ha modificado repetidas veces, esta

gia es poco utilizada en la actualidad debido a la

de trabajo que requiere y la necesidad de

un gran numero de plantas.

El aspecto externo de los nédulos puede ser
indicativo de la ocupacién del nodulo, pudiendo ser
utilizada esta caracteristica para distinguir distintos
tipos de razas: las razas inefectivas, con frecuencia
forman nédulos mas pequenos, de color blanco o verdoso Yy

algunas razas de Bradyrhizobium originan nédulos de color

poco usual debido a la sintesis de un pigmento adicional
(Eaglesham et al., 1982; Faglesham, 1985). El aspecto de
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las colonias recidas
é olonias crecidas medico con  agar, es otra

caracteristice ' (Stowers v Ragleshe ¢
aracteristica util (Stowers y FRaglesham, 1984). El grado

de b s« 1 ) A ) 1
le absorcidén del colorante rojo-congo incorporado en un

medio de agar puede variar entre razas (Kneen vy LaRue
\ t

1983 v se ha utilizado como un marcador sencillo

(Bromfield y Jones, 1979).

Recientemente, los avances tecnolégicos en la
identificacién y diferenciacidén de razas bacterianas han
contribuido a incrementar el interés en el estudio de la
ecologia de los rizobios en el suelo. Especial importancia
presenta la utilizacidn de marcadores resistentes a
antibidticos y las técnicas de inmunofluorescencia

(Schmidt y Robpert,

primero de ellos ha sido ampliamente
utilizado (Schwinghamer y Dudman, 1980} e implica la
obtencién de mutantes resistentes a uno o varios
antibidticos, presentes en un medio de agar, a
concentraciones tales que inhiben el crecimiento de otras
bacterias y nongos. La raza marcada, una vez introducida
en el suelo, puede ser facilmente reconocida incluso
cuando la poblacién es inferior a 30 células/g de suelo.
De forma similar, se han obtenido mutantes auxotréficos
(JohnSton y Beringer, 1975). No obstante, estas técnicas
presentan ciertas limitaciones Y sb6lo pueden ser

utilizadas para estudios ecolégicos de bacterias que Se€
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inoculan en

astudiar la
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silvestre,
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Sinclair, 1
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pudiendo ser plice .95 para
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peblaciones naturales de microorganismos. Por

25 necesario - conmprobay as diferencias que

stir entre mut € 2518 i
tre mutante resistente y el tipo

en teérminos de efectividad y/o competitividad

y Jonesg,

EFT YN

técricas serolégicas prcobablemente son las

das para la identificacién, clasificacidn Y

cién de 1los rizobios, y después de la técnica

resis en gel, las que presentan mayor poder de

ién (Dughri vy Bottomley, 1984; Kamicker Yy

y. Durante muchos anos se ha utilizado el test

cién  en el estudio antigénice de los rizobios,

inmunodifusidn en

o

gel e inmunofluores-

sido extensivamente aplicadas a estudios de

Rhizobium. Kishinevsky y Bar-Joseph (1978)

adaptacién del ensayo ELISA para la identi-

Se ha

Bhizobiym en culfivo ¥y en nodulos.

jue presenta grandes ventajas por lo que en la

es muy utilizada en este tipo de investiga-

tas ventajas son rapidez, sensibilidad (e

nos antigeno y antisuero), €8S relativamente

no reguiere un gran equipamiento (Eaglesham Yy

988) .




G st e s B i
Factores ecologicos gque afectan a Rhizobium.

Las especies

Rhizobium s£on microorganismos

suelo qu s comportan come saprofitos facultativos,
que pueden persistir asociados especialmente a desechos
Jfganicos  de sus

hospedadores muertos. Se han realizado

numercsas investigaciones para conocer estas poblacicnes

bacterianas bajo condiciones de campo. Los datos dispo-

nibles indican que el nidmerc de rizobios por gremo de

o puede ser inferior pero a veces excede a 10° (Moawad

1984 ,

Desde hace muchc tiemg se sabe que las pobla-

erianas de Rhizobium son generalmente mas

elos con cultivos rotac snales en los que

leguminosa homéloga gque en aquellos en los

de esta leguminosa esta ausente. También se

conocia que la adicién de restos vegetales y estiércol
favorece el desarrollo de Rhizobium en el suelo (Alexander
1984). Por otra parte, el crecimiento bacteriano puede ser
notablemente estimulado por la adicién al suelo de
compuestos 0Organicos sencillos, facilmente utilizables
como el manitol. No obstante, mediante la adicion de
grandes cantidades de azucar al suelo, se consiguen
pequenos incrementos en la tasa de crecimiento de
Rhizobium, debido a la competicidén con bacterias de répido

crecimiento del mismo habitat (Pena-Cabriales y Alexander,
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ambi~ntales pueden

la planta asi como sobre

plantas pueden desarro.lar una

para el crecimiento de los rizobios,

v¥

turas morfolégicamente especializadas,

noédulos, que albergan al microsimbiontz, se puede asumir

jue cualquier factor que incida negativamente sobre el
erecimiento ¢ ta planta, también afectara indirectamente
nodulacién de Rhizobium (Dowling ¥

los fact.res ambientales que

lad y capacidad de nodulacidn

en el suelo, se

humedad, temperatur.,

factores bioldagiccs, pesticidas y herbicidas.

) Tipo de uelo: E1l suelo es un reservorio de

Rhizobium y las cararteristicas intrinsecas de
esLe icicnaran las poblac_.ones nativas de rizobios
presentes e &1. Bowen vy Rovira ({1976) mostraron que la
tesa de crecimiento de Rhizobium en un suelo carente de
plantas es pequefa, con un tiempo de generacion de 200

horas mientras que en la rizosfera de leguminosas es de i2

horas.

Los niveles de fosfato en el suelo con

i 3 ~ . 5 3 S ’ 1 5
frecuencia, son limitantes para el crecimiento de la




plantas e suelos oOpica 3 Aci Bec)
pidntas en suelos tropicales acidos. Beck y Munns (1984)

han pueste e manifiesto que el crecimiento de Rhizobium

or o s 5 g 9 C G ¥ : 1 ! L s
n cultivo puro puede verse limitado por Fajos niveles de

Lostato, existiendo diferencias notables entre distintas
azas. En experimentos de caapo, los resultados ohtenidcs

por Almendras y Bottomley (1985) sujisren que la

limitacion de fésforo en el suelo 5 exacerbada por el pH

bajo y que la combinacién de ambos fac.>res puede tener

una fuerte influencia sobre la competicidn entre razas

para la nodulacion.

Numerosog estudios han puesto de
bilidad existente entre las razas de
la tclerancia del pH del Becp
Ayanaba et al., 1983; Whelan y Alexander,

no sobreviven a pH 5, otras toleran pH 4.5

iertas razas de lento crecimiento sobreviven a

pH irnferior a 4. Vincent (1970) senala como dptimo el
marger. de pH entre 6 y 7 para el crecimiento en medio de

cultivo;

1,4 acidez del suelo, asi como diversos factores
asociados a la aciilez, afectan negativamente é&-
cracimiento de la leguminosa huvésped y la capacidad de
iodulacién de Rhizobium (Franco Y Munns, 1982), sin
embargo, ejerce poco efecto sobre la supervivencia de los

rizobio en el muelou - (Hartel ¥ Alexander, 1983). La




suelos

Fa

) rapido

azucares cuando crecen en un

Pan v Breughton; L1981, Norris (1956)

gue la supervivencia de rizobios en suelos acigos

versamente relacionada cc la  cantidad de acido

Sin embargo, la produccién de acido depende de

incluso entre razas de .ento

normalmente elevan el pH del medio

puede ser incrementado mediante

de esta forma la nodulacién y fijacion

leguminosas (Bromfield y Jones, 1980).

siempre se consiguen resultados

mediante la manipulacién del pH. Russell y

Jones (1975) spservaron que cuando modificaban el pH de
4cido a neutro-alcalino mediante la adiciodn de carbonato
formacién de nédulos por razas

poco. efectivas, mientras que las razas de gran

efectividad, adaptadas & las condiciones naturales del

suelo, presentaban una nodulacién éptima a pH acido.

c) Temperatura: La temperatura del suclo se ha

considerado el factor mas importante en la capacidad de
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LZOD1lUm para persis compet iz suelo
suelo,

stiendo iiferencias distintas razas en

y nodulacion, segun

temperaturas (Hartel vy Alexander, 1984).

mixtas, wuna raza ailslada de Vigna fue mas

competitiva a elevadas temperaturas (362C) gue una raza de

Bradyrhizobium japonicum, la cual compite mejor a

temperaturas mas bajas (24-30<C) (Roughley et al., 1980).

9

Bri. experimentos realizados con plantas de trébol

inoculadas con distintas razas de R. leguminosarum biovar.

trifolii, Hardarson y Jones (1979) observaron que una raza
formaba me nodulos 12°C mientras gue otra era mas

compaetitiva

la temperatura también influye sobre
ia tas: yptim: le fijacién de nitrdégeno en los nAdulos
radicales, iependiendo de la estirpe de Rhizobium
responsable de la nodulacidén. De esta forma, plantas de
Lotus noduladas por rizobios de rapido crecimiento
alcanzaban su tasa Optima de fijacién de nitrogeno a
temperaturas inferiores (12eC) gue 1id&s plantas de Lotus
noduladas por bacterias ae lento crecimiento (Pankhurst y
Layzell, 1984). Este factor puede incidir en diferentes
etapas de la simbiosis, como por ejemplo en la precocidad
de la infeccién e intensidad de la misma. También la acti-

vidad fijadora de nitrogeno pucde verse afectada por este

2 : 1 169 1 G 8 i g74\
parametro (Gibson, 1271; 1§76 Lie, 197&).




Aungus

‘i lmente cond |
Wil ]

ionadas ara
capacidad de competir bajo las

CGErd parte, los - rizobios B

netabolism adaptado @ ¢ una

temperatura determinada,
en competir mejor con

los microorganismos nativos del

cemperatura.

Humedad del suelo: Osa-Afiana y Alexander

bajos niveles de humedad del suelo,

ftrecuents

mente ysociados con el "stress" de salinidad,
ie mayor importancia en la

en el suelo.  Utilizando Iin

-obable, se observo que el numero

descendia considerablemente cuando
grado y extensién de esta

-jaba segin el tipo de suelo y de bacteria

-avzas de Bradyrhizobium aisladas de zonas

dridas, re:ultaron ser mas tolerantes a la desecaciébn Yy
sltas temperaturas que las aisladas en regiones templadas

himedas (Hartel y Alexander, 1984). En un estudio
realizado con rizobios aislados de nodulos radicales de

Vigna y Arachis, se evidencid que la capacidad de supervi-

vencia era minima cuando se combinaban altas temperaturas
con valores extremos, maximos O minimos, de humedad

(Bocnkerd y Weaver, 1987




Bushby y Marshall (1977a; 1977b) comprobaron que
i ey : ; e : ;
ta viabilidad de ciertas razas de Rhizobium era favorecida

81 se adicionaban al suelo montmorillonita o ciertos mate-

riales organicos que actuaban como protectores de la dese-

cacion. Propusieron que las diferencias existentes entre
razas en la susceptibilidad a la desecacidn, se relacio-
naba con la cantidad de agua retenida por las células
durante el proceso de desecacién del suelo. Por cotra
parte, Chao y Alexander (1982) obearvaron que el pHY
contenido de materia érganica del suelo, influyen en la
capacidad de supervivencia de los rizobios durante el
desecacién, existiendo una relacién directa

de células que permanecen viables vy el

de materia organica del suelo.

déficit hidrico produce una fuerte dismi-
nucién en la actividad nitrogenasa. Sin embargo, si esta
condicién de baja humedad nodular no es permanente, la
actividad fijadcra de nitrégenc puede volver a alcanzar
sus valores normales una vez hidratados los nédulos
(Albrecht et al., 1584). Aparicio-Tejo Yy Sanchez Diaz
(1982) senalan que condiciones de baja humedad inducen,
ademas, en la fijacidn simbidtica de nitrégeno, una mayor
sensibilidad a la presencia de nitratos, lo que reduce su
actividad. Excesos de agua éen el suelo también reducen la
fijacién de nitrogeno debido a las limitaciones en la
disponibilidad de oxigeno de los nédulos (Sprent, 1976).
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2) bDalinidad: La salinidad incide en el pProceso
ge infeccion de las | i

1 1on  de Las  leguminosas por Rnizobium y en su

persistencialen’ o sue ] .
per encia en el sueln, Flevados  niveles de clorure

sodico alter i1 e .
s0dico alteran el metabolismo celular bacteriano, contri-

buvende i 1 g Ch y : i
uyendo a incrementar los niveles intracelulares de gluta-

maro, posiblemente para mantener el balance iénico entre

5 A TR i ris :
la celula y ol medio (Yap vy Lim, 1983). En consccuencia,

el "stress' de salinidad altera la fijacién de nitrégenoc y

sintesis de glutamina.,

(1983) trabajando <con razas de Rhizobium

de nodulos radicales de Lens y Pisum encontraron

‘onsiderables diferencias entre distintas

lerancia a la salinidad: Singleton et ai.

in que muchas razas de Rhizobium pueden multi-

plicarse y sobrevivir a concentraciones salinas tales, que
son inhibitorias para la mayoria de las leguminosas de
cultive. Sin embargo, Steinborn y Roughley (1273) senalan
este factor como una de las causas de la baja persistencia
de Rhizobium en los indéculos comerciales. Doura et al.
t1984) aislaron una raza de R. meliloti tolerante a una
concentracidn 2% de <cloruro soédico, que era capaz de
ncdular a Medicago sativa Y fijar nitrégeno bajo condi-

ciones de ‘“stress" de salinidad. Sin embargo, como se ha
detectado que concentraciones muy bajas de sal pueden
inhibir la iniciacién del nédulo en raices aisladas de

soja (Singleton, 1983), parece ger - due las leguminosas

b&




SON Mas s ' rizobios a las condiciones de

salinidad del suelo.

¥4

) Herbicidas v pesticidas: Los herbicidas y

F R R A R il 2 S i Z > ¢
pesticicas se usan con frecuencia en la practica agricola,

en determinadas condiciones pueden afectar el resultado

de la inoculacion. Por ejemplo, los herbicidas retrasaron

la nodulacién en Pisum sativum (Magu y Bhowmik, 1984), no

obstante, fue restaurada durante las posteriores fases de

crecimiento de la planta. Kao y Wang (1981) estudiaron el
cuatro herbicidas sobre la simbiosis Rhizobium-

leguminosa y observaron que no inhibian la infeccion,
nedulacion era retrasada debido al dano producido

idas en la planta. Estcs autores concluyeron

bicidas ejercen su efecto directamente sobre la

influyendo de forma directa sobre la capacidad

rivencia de los rizobios en el suelo.

fn  diversas investigaciones se ha puesto de

manifiesto que Rhizobium es sensible a bajas concentra-
ciones de fungicidas, y el tratamiento de semillas con
estas sustancias, con frecuencia provoca una escasa

nodulacién (Curley y Burton, 1975; Graham et ail., 1980).

3e han observado diferentes grados de resis-
tencia a fungicidas entre razas de Rhizobium, y algunos

autores (Faizah et al., 1980) sugieren que esto podria ser




aprovechado para seleccionar razas resistentes a fungi=

idas v ser utilizadas como inoculantes, Ruiz-5ainz et

seleccionaron mutantes de R. legquminosarum

que eran resistentes al fungicida
aptarol. L btencidén de razas mutantes de Rhizobium

foslstentas a orros

fungicidas, de aplicacidon a semillas o
plantulas, para la preparacion de inoculantes, presenta
ventajas competitivas de los mutantes frente a las

poblaciones nativas de Rhizobium sensibles del suelo.

Efecto de 1a desnitrificacion rigzcbiana en la

euyricultura.

ceso de desnitrificacién, también denomi=-
desasimilacién del nitrato, consiste en

levada a cabo por bacterias aerobias facul-

las formas oxidadas de nitrégeno (nitrato y

hasta 6xidos gaseosos, Oxido nitrico (NO) ¥y oxido

(N-0), o bien hasta dinitrégeno (Nz2) (O'Hara y
Daniel, 1985). Desde el punto de vista ecolégico, este
proceso presenta gran interés por diversas razones: a) €S
el mecanismo mas importante de pérdida de los fertili-
zantes nitrogenados, lo que disminuye la eficacia de su
empleo en los sistemas agricolas; b) contribuye de forma
sustancial al aporte de Oxidos de nitrégeno a la atmés-

fera, con efectos perjudiales sobre el ambiente ya Qque el




1go  nitrico ontribuye de forma significativa a &

Lluvia acida; c) constituye una etapa muy importante en el

riclo del nitrogeno (Knowles,

Los primeros eventos gque atribuyeron a Rhizobium
la capacidad de desnitrificacién consistieron en la obser-
vacion de que dichas bacterias podian reducir el nigratc
Sin incorporar nitrogeno en la célula, con la consiguiente

liberacién de oxidos de nitrégeno y dinitrégeno

(Rajagopalan, 1938; Ishizawa, 1939; Wilson, 1947).

o

El proceso de desnitrificacién en Rhizobium

tiene potencialmente dos funciones. Es un procesoléapaz de
producir energic generandose ATP  mediante la translo-
cacién de protones durante la reduccion del nitrato a
HItrito; facilitando de esta forma el crecimiento en

anaerobiosis (Daniel y Appleby, 1972; Danie! £ alq;

osiblemente aumenta la capacidad de supervi-
vencia de las bacterias bajo condiciones anaer6bicas. La
desnitrificacién también puede jugar un papel de detoxi-

ficacién del nitrito (O Hara y Daniel, 1383).

%n los sistemas agricolas donde es frecuente el
cultivo de lequminosas, la colonizacién y persistencia de
poblaciones efectivas de rizobios es esencial para
asegurar una adecuada nodulacién en las plantas. Alter-

nativamente, existen otras situaciones en las cuales
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Rhizobium poco persistentes en el suelo, por ejemplo, en
- ejemplo, e
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il poga v todas ellas forman asociaciones efectivas

On e bagteria antrodudida . (Parker gt &l . 181 ol

ambos casos es esencial

conecer si la capacidad de
desnitrificacion contribuye a la supervivencia de los

rizobiros.

El principal factor limitante para el crecie
miento bacteriano en el suelo, es la escasez de fuentes de
energia disponible y se ha postulado que la mayoria de los
microorganismos del suelo permanecen en estado latente con
la capacidad respiratoria muy disminuida (Clark; 1967) 88

stencia temporal' puede ser importante, ya

rganismos que poseen esta propiedad podrian

.r las condiciones de economia del suelo. Los

rizobios de lento crecimiento son mejores coleonizadores de
suelos infértiles gue los de crecimiento rapido (Chatel et
al., 1968}, lo cual puede ser atribuido a la capacidad de
desnitrificacién asi como al crecimiento lento, metabo-
lismo lento vy capacidad para parmanecér en estado latente
(Danial et al., 1382) ¥ esta capacidad puede jugar un

importante papel en la persistencia de estos rizobios en

el suelo (Crozat et al., 1982).




Aungue se hi - 116 i
Jue se. ha nsiderado gque numéericamente los
rizobios no son

importantes desnitrificadores del suelo

Navne e E o T oy
(Payne, L1981, posible gque debido 4 su amplia

distribucion, tanto en =2onas agricolas como virgenes,

contribuyan de forma significativa a 1las pérdidas de

nitrégeno fijado. Recientemente, O'Hara et al. (1984), han

sugerido que. la desnitrificacidén rizobiana puede eliminar
el nitrégeno fijado del suelo en una proporcion similar a
la contribucion del nitrdégeno del suelo debida a la
fijacién simbidtica. FEste nuevo hallazgc supone graves
consecuencias: para la agricultura. Esta claro gue ia
desnitrificacion rizobiana ocurre en los sistemas
agricolas y que puede llegar a ser tan importante como la

fijacién de nitrégeno (O Hara y Daniel, 1985).

sistemas enzimdticos responsables de 1ia
desnitrificacién estan presentes en los bacteroides de los
nédulos radicales, tanto en ausencia de nitroégeno combi~-
nado en el medio externo (0O'Hara et al., 1983), como
cuando esta presente (Zablotowicz Yy Focht, 1979). En el
nédulo el proceso de desnitrificacién puede estar contro-
lado por la velocidad de entrada del nitrato a su
interior, y debido a su superficie pequena, parece ser que

dicho proceso no es muy significativo.




g T el
LAS LEGUMINQSAS.

tos bioguimicos.

Las leguminosas, asociadas simbidticamente con

Rhizobium, pueden utilizar tanto el nitrégenc atmosférico

comc el nitrdgeno inorganico presente en la solucién

nutritiva del suelc, para su crecimiento y desarrollo, ya

que poseen los sistemas enzimAticos necesarios para la

utilizacion de ambas fuentes nitrogenadas.

La reduccién del nitrégeno atmésferico a amonio
catalizada por un complejo enzimatico denominado
sintetizada y localizada en los bacteroides

radicales. Estd constituida por dos compo-

o molibdoferroproteina y II o ferroproteina y su

varia poco entre los distintos organismos

nitrégeno. La fijacién de nitrégeno y todas

otras reacciones que cataliza la nitrogenasa requieren

de la presencia de los componentes I y II, de poder reduc-
tor, VMgATP, protones y de ambiente anaerobio (Burgess,
1984). En la secuencia de eventos en la fijacidn de
nitrégenc, la Fe-proteina es primero reducida, uniéndose
luego al MgATP con el que forma el complejo Fe-proteina
MgATP. Este complejo es capaz de reducir la MoFe-proteina
que, por ultimo, dona electronec al sustrato al gue se ha
unido, guedando en condiciones de ser reducida nuevamente

(Dixon y Wheeler, 1983




nitrogenase también
cual ha ayudado a dilucidar el
16 ] nzima. El  mas ampliamente cono-

icetileno, gque constituye la base de la

S Ca a6

reduccion de .cetileno para la determinacidn de

la actividad nitrogenasa. Cuando el acetileno es usado

sustrato por el enzima, todos los electrones dispo-
nibles son utilizados para la reduccién de acetileno a
etilenc, sin en'argo, concomitante con la reduccidn de
nitroégeno, hay siempre reduccién de protones liberandose
naturales, Se reduce un minimo de dos

‘ada  moléc de nitrégeno (Eisbrenner ¥y

i siones de este tema han sido realizadas

Appleby (1985), Burgess (1985); Jensen

roeduccion del nitrato a amonlo ocurre en dos
~atalizauas por dos enzimas diferentes: nitrato

v nitrito reductasa.

mplejo enzimatico de la nitrato reductasa,
gque se encuentra ¢n lorma soluble en el citoplasma ¢ aso-
ciado a la membrana del cloroplasto, lleva a cabo la
reduccion del nitrato a nitrito. Esto implica la transfe-
rencia a través del enzima de dos electrones, desde un
donador especifico NADH © NADPH, segun los Casos, hasta el

- - 3 - + 1
egstrato. . ae trata de una flavomolibdoprotelna que




ma 1nduc

Xperimenets

nzima puede ser dividido en tres
(Guerrero ., 198l) segin sea especif co

presente en la mayoria de las plantas superiores

NADH y/0 NADPH indistintamente con la misma actividad, que

encuentra en algas verdes vy por ultimo la
‘eductasa especifica del NADPH. Se ha demostrado
diferentes enzimas reduc-

x] NADH y del NADPH, tantec en hol

mo en plantulas de arroz (Shen

‘to reductasa media la reduccidn de
mediante la transferencia de seis elec-
adicién de nitratos y nitritnos.

d= la nitrogenesa que s6lo se
nearidticos, se leocalican en las

ie la mayoria de las plantas,

asimilacidén de nicratos como la fija-
de nitrégeno son fuertemente dependientes del
ivar de planta, la raza bacteriana, la ontogenia Y de
factores ambientales, como Ppor ejemplo la concen-

le nitratos del st=2lo, disponibilidad de carbono
ae 1 LEIadlls = A = =

-
0
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Mientras la asimilacion del amonio, primer

producto estable resultante de la fij« ién de nitrégeno
o " r

OCUurre = BamDrG e ¥ :
uz siempr en raiz, la del nitrato. puede variar

dependiendo de la especie de leguminosa y de la concen-

tracién de este ic P : : : :
é ie xste ion en el medio (Andrews, 1986). Las

leguminosas de origen templado (Pisum, Vicia, Trifolium,

etc.), asimilan la mavoria del nitrato en la raiz y @&
medida que la concentracién del mismo aumenta, su asi-
R L O v 5 = - : “ s

milaciodn en la parte aérea incrementa de forma progresiva.

»rigen tropical (Phaseolus, Glycine,

/or parte del nitrato incorporado es

aérea vy la relacién entre el nitrato

la parte aérea y en la raiz permanece cons-=

,umentar la concentracién de nitrato en el medio
Recientemente, los trabajos de Andrews et

han puesto de manifiesto que el tallo puede

de forma sustancial a la reducciodn de nitratos

en la planta. Una alta proporcién de la actividad nitrato
reductasa total de la planta esta localizada en el tallo,
en un gran nuimero de legquminosas grano, tanto de origen

tropical como de origen templado.

Aunque la asimilacién de nitrato ocurre funda-
mentalmente en las hojas, tallo y raices (Andrews, 1986),

parte del nitrato puede ser reducido en los nédulos. La

17




al de la

en plantas de alfalfa

na sugerido ademéds, que la

por los. nodulos puede ser

ante en plantas de soja durante la Gltima fase del

neriodo reproductiv {Randal : ; |
periodc reproductivo (Randal et 1978), cuando la

actividad nitrato reductasa foliar ha decaido (Thibodeau y

Jaworski, 1975):

nitrogeno combinado en la simbiosis

‘orna predominante de nitrégeno

asimilado por las plantas culti-

en condiciones normales de campo. En

‘colamente fértiles, la cantidad de nitrato

puede alcanz la concentracién de 20 mM (280 ppm)
(Russell, 1 ). Aunque los fertilizantes amoniacales son
también muy usados, e amoniaco es oxidado a nitrato por
los microorganismos del suelo. Ademas, la acumulacidn de
amonio en el interior de la planta es perjudicial para la
misma, ya que estos compuestos desacoplan los sistemas
transportadores de electror?s, promueven la oxidacién de
los nucleétidos de piridina e inhiben ciertos enzimas. En
contraste, el nitrato es relativamente inocuo, Ssu asimi-

lacién estad regulada por la oxidacién de carbohidratos
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asociada oduccion acidos organicos y puede

acumularse hasta vadas oncentraciones sin detrimento

la planta (Beevers y Hageman, 1983).
Cuando se suministran elevados niveles de nitro-
geno combinado a las leguminosas, la infeccién de las

raices por Rhizobium, medida como nimerc de noédulos por

planta, el crecimiento de los nédulos y la fijacién de

nitrogeno pueden ser inhibidos. Sin embargo, pequenos
niveles pueden inhibir, estimular o no presentar efecto
alguno en este proceso. Este tema ya fue estudiado en 1940
scde entonces se ha profundizado para
smo metabélico del efecto de los nitratos

Rhizobium-leguminosa.

nitrato puede actuar en distintas etapas del
procesc de nodulacion: a)disminuyendo la sintesis de
lectinas y como consecuencia bloguea el proceso de recono-
cimiento y adhesién de la bacteria a los pelos radicales
ibazzo v Brill, 1978); bj interfiriendo en el proceso de
infeccién impidiendo el "cuvrling” del pelo radical y la
formacién del filamento de infeccidn (Munns, 1968); c)
actuando sobre la liberacién de las bacterias desde el
filamento de infeccién hasta el citoplasma de la célula
huésped y sobre .a conversién de la forma vegetativa de la
bacteria en bacteroide (Truchet y Dazzo, 1982); d) inhi-

piendo la actividad nitrogenasa en el nédulo (Wong, 1977;

19




1e leghemo-

bina (Chen ‘ i
{ Che atectando la descarga

iminocacidos Hreidos & i i G
Amll idc ureldos en el xilema (Streeter,

1985)
El nitrogeno combinado del suelo puede consi-
lerarse como el factor limitarte del ambiente mas impor-

tante de 1la fijacién de nitrdégeno (Sprent, 1986). Aungue

las razones por las que fendmeno ocurre no se conocen
tocdavia con exactitud, c posible que, en términos gene-
rales, sea debido a gque la fijacién de nitrégeno requiere
mas energ; que la asimilacién de nitrato (Sprent ¥
Raven, P oEERE ma ¢ le : consumo energético que
supcne la fijacién de nitrégeno, existe un CONSuUMO
la formacién y mantenimiento del

nodular. Sin embargo, en la asimilacién de
combinado, se ha cuestionado si existen o no

cambios morfolégicos ascciados con este proceso (Sprent,
1984). Existen algunas evidencias que sugieren que el
nitrato estimula la formacidén de raices laterales, lo cual
podria aumentar el area de absorcion del ion. Por otra
parte, plantas noduladas de trébol presentan una relacioén

raiz/parte aérea mayor dque plantas gue crecen en medio con

nitrato (Ryle et al., 1981).

Se han formulado varias hipotesis con objeto de

explicar el efecto negativo del nitrato sobre la actividad
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nitrogenasa. IT ha sido denominada hipétesis de la

Lvacion de fotosintato, que atribuye la disminucién de

la actividad f1ijadora de nitrogeno a vna disminucién en el
suministro de fotosintato a los nédulos, como consecuencia
de la reduccidn de nitratos en hojas, tallos v raices

(Small y Leonard, 1969; Oghoghorie y Pate, 1971).

Una segunda hipétesis implica un efecto mas
directo de los nitratos, atribuyéndose la inhibicidn a los
nitritos formados en el bacteroide por la nitrato
reductasa (Gibson, 1976). El nitrato por si mismo no
afecta a la actividad nitrogenasa, pero el nitrito inhibe

suspensiones de bacteroides de B.
japonicum Rigaud et al., 1973; Pagan &8t al.; 1913
Trinchant y Rigaud, 1980) y en preparaciones de
nitrogenasa purificada (Kennedy et al., 1975). Trinchant y
Rigaud (1981) han indicado gue este efecto se ejerce
disminuyendo la capacidad respiratoria de los bacteroides.
Ademas, los nitratos pueden formar compuestos nitricos con
la leghemoglobina (Virtanen, 1950) y asi evita la unién de

la leghemoglobina con el oxigeno, lo cual interfiere con

el proceso de fijacidn de nitrégeno.

Fl nitrito es un potente inhibidor de la

nitrogenasa in Vitro (Trinchant ¥ Rigaud, 1980). Los

nitritos se acumuian eéen nédulos de cowpea, altramuz

(Manhart y Wong, 1980) y soja (Stephens y Neyra, 1983)

8l




razas que expresan

embargo, cuando los

Rhizobium deficientes en esta

enicontraron . mitriteos v la actividad

tileno en estos nodulos todavia fue

inhibida, probablemente por los nitratos (Manhart y Wong,
1980; Stephens y Neyra, 1983).

Finalmente, otra hipétesis indica que la pre-

sencia de nitrato aumerta la resistencia a la difusidn de

oxigeno hacia los bacterci : disminuyéndose de esta

orma la energia necesaria para llevarse a cabo el proceso

churst v Sprent;, 1975; Ralston € Imsade,

. lizando un sistema de flujo continuo que
permite la medida simultanea de la actividad nitrogenasa Yy
del consumc de oxigeno, e ha podido demostrar en

Trifolium repens en presencia de 20 mM de nitrato que la

Aiesminucién de la actividad nitrogenasa fue acompanada de
a1, incremento en la resistencia a la difusién de oxigeno
hacia el interior del noduloc (Minchin et al., 1986},
Ademéds, el incremento en la presién parcial de oxigeno
puede eliminar la inhibicién de la nitrogenasa por el
nitrato (Witty et al., 1984; carrol et al., 1986). Incre-

mentos similares en la resistencia a la difusién de oxi-

geno se observaron cuando 'los nodulos se exponen @ la
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tas plantas se someten a condi-

pueden causar una disminucién en

intato [Wit-y et al., 1984: HMinchin

1986). Estos requerimientos han conducido al

soncepto de que los nédulo€ puveden controlar y ajustar la
difusion de oxigeno en respuesta a las variaciones en las
condiciones ambientales. For el momento se desconoce la
ubicacién fisica de la barrera a la difusidén de oxigeno,
aungue Se n  indicado gue podria estar formada por
conductos de longitud variable 1llenos de agua (Tjepkema,

1984; Sheehy et al., 1985}).

-tudio sobre la distr-ibucidén de nitrato y

reductasa en nédulo de soja, cowpea Yy

demostrado que el nitrato no tiene acceso a la

nfectada de los néculos, guedando su localizacidn
estringida a los tejidos corticales de los mismos (Sprent
.. 1987}, Bn soja se ha indicado que los bacteroides

ados de nodulos de plantas crecidas en presencia y en
ausencia de nitrato presentan valores similares de acti-
vidad nitrato reductasa (Giannakis et al., 1988). Estos
autores han obtenido evidencias experimentales due

sugieren que se puede inducir la actividad nitrato reduc-

tasa en bacteroides de B. Jjaponicum cultivados en un

medio con nitrato (Giannakis £ al., 1988]. Considerando

e | —

en ronjunto estos resultados se puede argumentar que el

efecto inhibidor del nitrato sobre la actividad nitroge-
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: 0s nodulos, proba-
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blemente daonde po aliza e | -
pC calizarse la hipotética barrera de

v 1 (TE Y ro \ > 1 NG 1
.geno, y que se debe a un incremento en la

ta ditusion de este elemento hacia la zona

encuentran los bacteroides

S' ‘.'.k" aloavad ' PO , i - . <
1 bien, elevadas ccncentraciones de nitrégeno

combinado pueden afectar negativamente la fijacidén biold-

gica de nitrégenc, en repetidas ocasiones se han descrito
efectos positivos obtenidos con pequenas dosis de nitr6-
mbinado. Aungue la capacidad de las leguminosas
simbiosis efectivas con bacterias de los

Bradyrhizebium reducen sus requeri-

mientos por el nitrogeno del suelo, el maximo desarrollo y
rendimiento de las mismas no puede alcanzarse en ausencia
de nitrdgeno combinado (Hageman, 1979). De hecho, se ha
tanto en soja (Thibodeau y Jaworski, 1975),

judia (Franco et al., 1979) y en guisante (Dedong

et al., 1982) que estas plantas pueden beneficiarse del
efecto complementario de los procesos de fijacidn de
nitrégeno y reduccion de nitrato. Tras la germinaci6n de
las semillas, transcurridos unos pocos dias, las plantulas
pueden absorber el nitrégeno combinado del medio, sin
embargo, la formacién de nédulos efectivos requiere varias
semanas. Esto es de especial importancia en los casos en
que la cantidad de proteina almacenada en la semilla es
pequena (Beusichem y Langelaan, 1984). Asi, en las plantas
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que solamente ope n de ] £ i
1 : t lependen de la fijacion de nitrdgeno como

fuente ni genad: > §
\ € nitrogenada, generalmente la productividad de los

“1_1‘;" 1 TOS Qoo ( s a AT = o " 1
1LVOS €s menor que en las plantas crecidas en medio con

nitratos La & icacion de N i
nitratos. La aplicacion de pequenas cantidades de nitré-

aeno  combinado i ia] :
Jen combinadc artes del establecimiento de nodédulos

efectivos, puede ser beneficiosa para el crecimiento de
los cultivos puesto que supliria la deficiencia de

nitrégeno en los primeros estadlos de crecimiento

(Beusichem, 1982; Sprent et al., 1983).

’

1,08 efectos del nitrégeno combinado sobre la

simbiotica de nitrégeno depende de diversos

s que se incluyen el cultivar de planta

yza Rhizobium wutilizados, la etapa de desa-

es aplicado el fertilizante nitrogenado,

de nitrégeno suministrado, la tempera-

tipo de suelo y si la legumincsa es

cultivada en monocultivo o en ascciacién con plantas no

leguminosas (Abdel-Ghaffar, 1988). En general, al estudiar

el efecto de los fertilizantes nitrogenados en la fijacién

de nitrogeno, se le ha prestado poca atencién al nitrogeno

disponible presente en el suelo, sin embargo, dicho nitro-

geno puede influenciar el efecto global obtenido. EStO

puede explicar los resultados tan contradictorios dque Se

han obtenido al estudiar el efecto del nitroégeno combinado

sobre la nodulacidn y fijacibn de nitrégeno en condiciones
de campo (Abdel-Ghaffar, 1988) .
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plucion nutritiva,
grano puede estar limitado por
especialmente en las primeras
gste caso, el aporte de bajos
combinado podria mejorar la produc-

nitrogeno, como observd Jessop et al.

orne et al. (1985),

ieficiencia de nitrégeno en las etapas
esarrollo de la planta, durante la 3Ri-
nodulacién, pueden provocar una grave

1

-imiento de las  plantas gue no puede

nitrégeno fijadc simbidticamente
planta; La adicion de pequenas

itrégeno combinado durante la siembra o
iniciales del crecimiento,

previene l: oficienci i nitrogéno. De «=sta forma, la

nodulacidén puede ' retardada, pero a largo plazo se

obtienen beneficios de la adicién de nitrégeno mineral
debide a gue se jesarrolila mejor el sistema radical,

proporcionando mayor superficie para la formacién de

nodulos {Abdﬁ“mGnaffar, 988B).

Por otra parte, también se ha cbservado que en
las leguminosas grano, la adicién de fertilizante nitroge-

nado durante la floracion puede mejorar notablemente el
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rimentos inocul :
mentos lnocular, Streeter (1978) observo

N \" e ni (O A 3 - t ¢ e
na talta de nitrdogeno durante la formacién de la

no afectc al numero de vainas y semillas por

s6lo al peso seco de semilla y a su contenido en

ygeno, mientras gque una falta de nitrégeno en flo-

ién o durante ta formacién de la vaina, provoca una

reduccién en el numero de semillas, peso seco de semilla y

contenido en nitrégeno de semillas y ©Organos vegetativos.
Durante la formacién y llenado de la wvaina,
convierte en un sumidero muy activo hacia el

totalidad de los fotoasimilados proce-=

Como resultado, dejan de llegar

sus nodulos cesando répida—

de nitrégeno, al tiempo que empieza la

mismos. También se detiene el creci-

por eso, la aplicacién de nitréogeno

¥ fructificaesin permite a la planta

continuar creciendo y mantener una adecuada tasa de

asimilacién.

Segin Vasilas et al. (1980), en leguminosas
grano, el momento mas adecuado para la aplicacién del
nitrégeno es durante la implantacién del fruto. Mientras
gue en leguminosas forrajeras, el nitrégeno se debe
aplicar al inicio, cuando la planta no posee aun nédulos,

con objeto de provocar un me jor establecimiento de la
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metabolismo del nitrogene y el carbono estan

ligados. Tanto a fijacidon simbittica del

sferico como la asimilacién de nitrogeno

estan estrechamente relacionadas con la
‘a que ésta constituye la fuente de energia
eductor y esqueletos carbonados necesarios

n de nitrégeno por la planta (Deroche,

sistema radical 'y 1OB
sumidero de fotoasimilados
habiéndose estimado que aproximadamente
del fotosintato neto es desviado hacia el
11, via floema, donde es usado como fuente de
eletos carbonados para: a) crecimiento y
mantenimiento de los tejidos nodulares; b) suministro de
la energia necesaria para 1a reduccién de nitrégeno en el
endofito y la asimilacion del amonio producido en el
citosol, y ¢) sintesis de compuestos organicos nitroge-
nados que sOn exportados desde el nédulo al sistema

radical, via xilema (Schubert, 1986) .
Se han realizado una serie de ensayos con objeto
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torma, Incrementands ‘ intensidac

Lhdcqid
alvay y concentraci

arbono alrededor de los éapices (Hardy Yy Havelka,

el aera foliar (Streeter, 1974}, la fijacidn de
ogenc y el peso seco de tos nddulos aumentd, Por Gtra
>, disminuyendo la fotosintesis a través de la defo-
n o sombreado (Bethlenfalvay y Phillips, 1978) o
la aplicacién de inhibiaores (Bethlenfalvay et al.

et r

1979} se producen bajos niveles en las tasas de reduccidn

Resultados andlogos han encontrado Bedmar y

gquienes, utilizando inhibidores gquimicos
cién, que reducen las pérdidas energée-
proceso, han observado aumentos en la

de nitrdgeno.

reducciones en fotosintato producidas
por a=foliacio por eliminacién de fuente Juminosa
pueden 1 cir la senescencia prematura de los nédulos
(Sutton, 1983). fBsta situacidn en la naturaleza se produce
en el periodo en el que la planta llega a la floracidn y
comienza la fructificacion. En este momento el fotosintato
es desviado al llenado el fruto, por lo gue comienza la
senescencia del nédulo como consecuencia de la falta de
sustrato carbonado, cesanco la fijacibn de nitrégeno e

iniciadndose su degeneracion.




ratos
aspectos

nitratos y por

relaciona con el

1lato (Champigny y Talouizte,

La compart 1on del nitrato en la vacucla estéa
luenciada por el stress! de carbohidratos. En contras-
(Fritsch % Jung; 19843, ia glucolisis

el flujo de carbono y transporte de

(Lambers et al., 1981) estan condicio-

nitrato esta presente

uno metabdlico,

de almacenamiento, la

Los carbchidratos pueden
~ompartimentos; de hecho, lea adicién de

"pool” metabélico de nitratos (Aslam y

Incluso bajo ciertas condiciones, el nitrato

ser reemplazado por aszucares (Lambers et

al.

jlucosa tiene diversos efectos en el
metabolismo de la raiz ¥y uno de ellos es una profunda
influencia en e metabolismo de los nitratos. Saglio y
Ppradet (1980) observaron due cuando decae el nivel de

azucares solubles, también decae el proceso de

90




on. Cuando ! I
C nive.d ae a ].Li(:(,‘&?a, 28

] fac 1 T 1O - 1 . 2 *
la respiracion } 18  sensibilidad & 108
o gue indicaria gue la ‘glucosa es un factor
imitante para el sistema de transporte de electrones en

la mitocondria.

Esto esta apoyado por las investigaciones

(1982), que estudia la wvia resistente al

Lambers

cianuro ¢ via sensible al SHAM (Acido salicil hidroxamico)

en rajces. Las raices que fijan nitrbgenc atmosférico
tienen un bajo nivel de SHAM, mientras que las que crecen
con amonio como fuente de nitrégeno, tienen una alta
actividad del flujo de electrones resistentes al cianuro
y- que cuando crecen con nitrégeno en forma

al., 1980). Eilos postulan que la

mecanismo que permite el flujo de

.onsumo de glucosa en sistemas donde hay

5in embargo, la glucosa parece tener

icos a nivel de los "pools' de nitrato,

nitrato sea mas accesible para la

induccién de nitrato reductasa y su actividad.

La reduccién de nitratos es mas sensible a los
niveles de azicares solubles que su absorcién (Aslam y
Huffaker, 1984) o transporte a larga distancia (Deane-
Drummon et al., 1980). Se puede considerar Qque€ la
induccién de la nitrato reductasa por los azucares es algo
especifica y no un fenémeno general. La induccibébn de oOtros
enzimas, comc la glutamato deshidrcgenasa ¢ la asparragina
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giucosa (Daks,

asta elacionada con la

anvia & i ' -
ern hoja (Evans, 19B3). los

nitriaontaos T a5 . - z 5 P
uft It totosintesis v la wurilizacion

de asimilados

Jung, 1984). El reparto de los
fotocasimilados ent la asimilacion de carbono y nitrégeno
parece estar bien regulada. El amonio exégeno incrementa
el carbono en el ciclo de Acidos tricarboxi-
estimulacién de la piruvato kinasa

19783 y de 1la fosiospol pirovate
favorecen el flujo de cetoglutarato del
glutamina (Paul et al., 1978). El
fotorrespiracién produce unos
jantes, ) lo gque Lawyer et al. {1881}

la adicion exogena de amonio durante la

permite llevar a cabo una regulacidn normal.

Aslam y Huffaker {1984) examinaron la relacién
entre los niveles de carbohidratos endégenos y la
capacidad de la hoja de reducir nitratos. Determinaron que
cuando el nivel de carbohidratos es elevado por accioén de
ia luz o la adicion de glucosa al medio, la nitrato
reductasa y la reduccidn de nitratos es también
relativamente alta. Algo similar ocurre en el tejido

radical (Talouise gt al., 1984). Cuando el tallo se
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@llimina, hay una perdida rapida de carbohidratos solubles

la

raiz y la correspondiente reduccién en la capacidad

la raiz de reducir el nitrdégeno exégerno.

PRODUCCION Y CONTROL DE CALIDAD DE INOCULANTES.

En determinados habitats, el establecimiento de
leguminosas noduladas de forma efectiva requiere la
adicidén de rizobios especificos y efectivos mediante un
proceso conocido como inoculacién de leguminosas. Para
establecer efectivamente la nodulacién de una leguminosa,
el inoculante debe tener una elevada poblacién de celulas
viables de Rhizobium. Los inoculantes de alta calidad son

suelos carentes de rizobios especificos
para una leguminosa huésped, asi como en suelos que tienen
una poblacidén indigena poco efectiva. En el primer caso,
se requiere una elevada poblacién para alcanzar una
nodulacién satisfactoria, y en el segundo, se requieren
poblaciones mayores para poder competir con los rizobios

indigenas del suelo (Smith, 1987).;

l.a producciton de inoculantes de alta calidad
implica la seleccién de razas efectivas en la £fijacion de
nitrégeno, asi como la seleccién y preparacion de soportes
6ptimos para su elaboracién, produccién de cultivos,
mezclado de inoculante, maduracién y empaguetamiento. Asi
mismo, se requieren controles de calidad para garantizar
la produccién de inoculantes de alta calidad.
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de Rhizobium.

Como apuntaba Dye (1979), el conocimiento de la

familia Rhizobiaceae v -la asociacion

Rhizobium con las leguminosas, ha dependido
lisponibilidad de colecciones de razas bien
La ,importancid biotecnoldgica de 1as

puede ser explotada si se

informacion necesaria acerca de sus
caracteristicas y son facilmente accesibles (Keyser, 1987)
~tunadamente, con frecuencia resulta dificil hallar

Los  criterios sugeridos para la

‘olecciones de razas seleccionadas son muy

los que se incluyen razas autdctonas

razas con caracteristicas

la agricultura (Jones et al,, 137873

cropiedades poco usuales, como resistencia a pH

Jate y ' Halliday, 1379); =xrazZas paltd especies de
plantas huésped poco frecuentes (Trinick, 1973; Dreyfus y
Dommergues, 1981); especies raras (Keyser et al., 1982;
Dowdle y Bohlcol, 1985); razas tipo (Jordan, 1984); razas

que infectan a diferentes especies de planta huésped

(Keyser y Cregan, 1984).

cuando se introduce por primera vez una especie
de leguminosa, puede ocurrir que ésta no se€a nodulada por

las razas de Rhizobium nativas del suelo o bien por las
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razas utilizadas @ en inoculantes. Estos problemas

podrian ser solventados utilizando en el inoculante razas

1 Yhizabin e i :
de Rhizobium genéticamente y geograficamente adaptadas con

1 - " - } T [ + .
la planta huesped (Date vy Halliday, 1387). Existen dos

vias principales para la obtencién de nuevas razas de

Rhizobium: a) razas aisladas a partir de nédulos obtenidos

en la regidén de procedencia de la leguminosa, y b)

colecciones de Rhizobium.

En diversas publicaciones (Vincent, 1977; Norris

v Date, 1976; Brockwell, 1980; Brockwell et al., 19868:
Thompson, 1988) se han descrito exhaustivamente los
criterios y metodologia para condiciones ambientales
controladas, invernadero y condiciones de campo, que deben
considerarse en un programa de seleccion de razas de
éxito del método con frecuencia depende de

operaciones. La seleccion previa de razas en

experimentos bajo condiciones ambientales controladas,
facilita el ensayo final de campo, ya que puede reducirse

considerablemente el numero de razas ensayadas.

Los criterios utilizados para la evaluacién de
razas puede variar de acuerdo con el programa especifico
de seleccién. Entre 1os criterios utilizados se pueden
citar (Date y Halliday, 1987 )1

1.-Efectivide” en la fijacién de nitrégeno.

2.-Competitividad o] capacidad para formar
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Lanta pnres i
presencia de otros
FlzZobios: capacidad
I rizosfera vy
sobrevivir en

suelo.

) .-Caracteristicas especiales, por ejemplao,

o E \.\4:..', - N H - &
capacidad para nodular un leguminosa especifica en suelos

tolerancias a Tungicic ic '
erancia a fungicidas aplicados a las semillas,

Capacldad para fijar nitrégeno a altas (>30°C) o bajas

e e rature 1 3 ] ] 5 ~ 1 F 13
mperaturas del suelo y capacidad para fijar

nitrogend en presencia de altos niveles de nitrodégeno

combineado en el suelo.

4.<Caracteristicas relacionadas COn o kS

" e

de inoculantes: supervivencia en la semilla, en

Nobpe <y Hiltner (Fred et al., 1932)

Inglaterra Y Estados Unidos la

comercializacion de cultivos puros de Rhizobium, bajo el
nombre de "Nitragin". Los primeros inoculantes comerciales
consistian en un cultivo puro de la estirpe de Rhizobium
deseada, crecida en frascos de vidrio sobre un soporte
sélido a base de sacarosa, asparigina, gelatina y un
extracto acuoso de la leguminosa para la cual iba

destinado el cultivo.

gn la actunalidad, ia mayoria de las empresas
productoras de inoculantes ponen a la venta inoculantes a
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base de ur o¥e i ¥ i :
@ una sola estirpe bacteriana. No obstante, Nitragin

Lo comerciallze Est i
omerciallza en Estados Unidos un Lnoculante con

i |y g .o ¥
gstirpes de R mElidotn. ¢ R, leguminosarum biovar

-1 £ i i i ¥ i
trifolii y otro producto comercial destinado a varias

leguminosas pertenecientes al grupo

de inoculacién de R.

leguminosarum.

Actualmente, los inoculantes para leguminosas se
emplean con dos objetivos. En primer lugar, la inoculacidn
es requerida para el establecimiento de cultivos de legu-
minosas en nuevos habitats donde no existen poblaciones de
rizobios especificos. En estos casos, el incremento en los
rendimientos del cultivo es muy importante si se logra una
buena nodulacién y el contenido de nitroégeno del suelo es

et al. (1974) obtuvieroh incrementos del 92%
con . controles e€in inocular, en la

produccion i= cacahuete (Arachis hypogea L.) cuando se

inoculé el Rhizobium especifico en suelos donde nunca.se
habia cultivado este leguminosa. Otros estudios con soja
[Okon et al., 1979} ¥ cacahuete (Reddy y Tanner, 1980)
confirman la necesidad de inocular cuando no existe en el

suelo el microsimbionte especifico.

Un segundo objetivo de la inoculacidn es
desplazar una poblacién de rizobios inefectiva por otra de
mayor eficiencia simbidética. En este caso, el éxito de la

inoculacion depende de un conocimiento previo de las
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terminos de

compet i ividad et 3 et A
mpetitividad, efectividac y tamano (Robert y Schmidt,
1983). Por eien ) 1 un estudi
ESH3Y . Pog jemplo, en un estudio sobre nodulacién en soia
2 -

~ue necesarlo emplear una dosis de inoculacién 1000 veces

superior al tamano de la poblacidén indigena para conseguir

el establecimiento del indculo (Weaber y Frederick, 1974).

Sin embargqo, Meade et al. (1985) trabajando con R.

leguminosarum no

lograron introducir la estirpe deseada en
un suelo que contenia aproximadamente 3 x 10* rizobios por
gramo de suelo;, e inclus, empleando dosis de 1 x 10°
semilla, s6lo se logré un 33% de ocupacién

Los rizobios del suelo, aun siendo poco

ueden ser altamente competitivos en la

formacién de nédulos, precisamente por estar mejor adap-
tados a las condicicnes ambientales y edédficas locales

{Dowlir

circunstancias, la efectividad

ca de la poblacidén natural puede ser muy variable

inoculacién de las semillas puede contribuir a esta-

bilizar las tasas de fijacién de nitrogeno e incramentar
los rendimientos dael  cultivo. No obstante, existen
numerosos informes que senalan la ausencia de una
respuesta significativa a la inoculacién con estirpes
mejoradas de Rhizobium (Dunigan et al., 1980). Para
afrontar estas situaciones se realizan estudios de
competitividad durante el proceso de seleccién de estirpes
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1isenan distintas estrategias de inoculacién y manejo

los (Brockwell, 1981)

ki o J .

Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados para la prepa-

racion de inoculantes, deben cubrir todos los requeri-

mientos nutricicnales de Rhizobium, y los nutrientes deben
ser suministrados de forma facilmente disponible para una

rapida multiplicacién celular (Smith, 1987).

I\

A pesar de la gran variabilidad er. las necesi-
dades nutricionales y requerimientos energéticos de las
estirpes de Rhizobium (Elkan, 1984), en general, para la
multiplicacién industrial se emplea un medio base de
sales minerales, extracto de levadura y una fuente de
carbono. I mayoria de las bacterias de crecimiento
rdpido pueden utilizar disacaridos como sustratos, siendo
la sacarosa la fuente de carpono mas habitual, mientras
que los de crecimiento lento, no crecen bien con estos
sustratos. E1l manitol es la fuente de carbono y energia
tradicionalmente empleada, y puede ser uiilizada por todos
los rizobios, aunque algunos de crecimiento lento
prefieren una pentosa, por ejemplo la arabinosa. Se ha
descrito (Arias Y Martinez-Drets, 1976) que el glicerol

puede ser utilizado por Bradyrhizobium japonicum, consti-

tuyendo una fuente de carbono barata Y adecuada para la
produccién de inoculantes a gran escala. Asimismo, se ha
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11162 i 3 o0l B -~
jue L oextract le malta vy las melazas (Smith,

1en pueden ser empleadas ccmo fuente de carbono

1ciente y barata para la produccidn industrial.

sacarosa  y e manitol . constituyen las
mas utilizadas a escala industrial: El
que pueda obtenerse utilizando una
fica para cada especie, no compensa los

ondmices a nivel industrial (Rcdriguez Navarro,

™
i

El extracto de levadura es casi universalmente
utilizado como fuente de nitrégeno organico y factores de
~oncentracion de extracto de levadura debe
concentraciones superiores al 0.35% pueden

ormaciones celulares (Skinner et al., 1977),
de células y perdida de la efectividad
v Halliday, 1387j. Un adecuado suministro
de levadura es necesario para el aporte de

-crecimiento tales como biotina, piridoxina,

riboflavina y tiamina.

Ademas de las sales inorganicas suministradas
por el extracto de levadura, la mayoria de los medios de
cultivo para Rhizobium incluyen tampon fosfato, sulfato de

magnesic, cloruro sédico y compuestos de calcio.




2. Soportes para inoculantes.

Uno de los problemas para la elaboracién de ino-

culantes, es la escasa disponibilidad de materiales aptos

para ser usados como soportes para rizobios (Mora de

Gonzalez et al., 1986). En determinadas circunstancias, se

emplean inoculantes liquidos consistentes en suspensiones
acuosas de inoculantes a base de turba o cultivos liquidos
de Rhizobium (Brockwell et al., 1980). También se han
preparado, con buenos resultados, inoculantes a base de
suspensiones oleosas de cultivos liofilizados (Kremer y
Peterson, 1982a:‘1983). Sin embargo, el método mas gene-
ralizado de preparar inoculantes para leguminosas consiste
en la adsorcién de cultivos liquidos de Rhizobium sobre
soportes s6lidos de naturaleza organica o inorganica. Dado
gue estas bacterias no presentan formas de resistencia, el
empleo de un soporte garantiza una mejor supervivencia del
inéculo hasta el momento de su aplicacidén. Por otra parte,
el sopbrte constituye la mayor fraccién del inoculante
facilitando de esta forma el empaquetamiento Yy uso final

del producto. El soporte puede absorber y retener humedad,

que es esencial para la supervivencia de los rizobios y

proporciona una superficie para el crecimiento de las

bacterias.

Entre las caracteristicas que debe reunir un

soporte adecuado, se pueden citar: alta capacidad de
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retencion de 25 8 i
gsterilivacion, yhiformidad

gquimica Yy

toxico, biodegradable y no

contaminante, que tenga un pH préximo a la neutralidad o

facilme L - i
taclilmente neutralizable, que permita el crecimiento de

los rizobios v su rapid: i e

los rizobios y su rapida liberacion en el suelo, de facil
en las opr raciones de mezcla, curacién ¥

empaguetamiento, utilizable para todos 1los rizobios, bajo

gosty eto. fomith ;. 1989y

material mas recomendado y utilizado como
soporte ha sido la turba, sin embargo, en muchos paises,
especialmente en los trépicos, no se dispone de turberas

adecuadas y ademas no todas ellas brindan turbas de buena

calidad (Mora de Gonzalez et al, 1986). Por esta razén, se

hace necesario buscar otros materiales que puedan servir
como soportes para inoculantes. Muchos son los materiales
s6lidos que se han evaluado como posibles soportes,
pudiendo ser agrupados en distintas categorias: a) turba y
carbén mineral con y sin aditivos (Crawford y Berryhill,
1983) y suelos inorgénicos; b) restos de cosecha y otros
tipos de material vegetal tales como el bagazo de cana,
subproducto de la industria azucarera (Munevar y Graham,
1977), cascarilla de arroz, algodén y ajonjoli (Mora de
Gonzalez et al, 1986), estiércol de plantas, restos de
cereales, estiércol de granja, harina de soja, fibra de
CoCco y celulosa (Tilak y Subba Rao, 1978; Sparrow y Ham,
1983y ¥ ©) materiales inertes tales como vermiculita
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Ham,
carcin

A
Algunos de estos soportes 4
] stos soportes resultan dificiles de

& jar ya gue reguieren un proces "evi
Y Jue: requleren un proceso previo de adecuacidn;

falte > homogenei Gl b
a  de homogeneidad fisicoguimica de muchos de

nirado { - ] r 3y ! -
puede dar lugar a inoculantes de dudosa calidad.

Inicamente en & Sl nAjees . ¢
Imente aquellos paises donde no se pueda disponer

calidad, se Jjustifica el empleo de
materiales alternativos (Strijdom, 1981). No obstante, los
suspensiones oleosas de cultivos

en ocasiones, mejores resultados

base de turba (Kremer y Peterson,

en cuanto al porcentaje de ocupacidén de los

gn términos de rendimiento de cosecha y
temperaturas. Dommergues et al,

inoculantes a base de geles de

perﬁiaen una mayor supervivencia de

pES de B. Japonicum fof ¥ 30°C cue 165

correspondientes a base de turba.

5.2.3. Inoculantes a base de turba.

Resulta dificil estabiecer la idoneidad de una

como soporte para la fabricacién de inoculantes,

puesto que se trata de un sustrato orgéanico de naturaleza
compleja, gue puede afectar a la multiplicacién de
Rhizobium y a su viabilidad. El dnico modo de seleccién de
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reallizar ensavos previos
) I eV 10;

/el a emplear, sigquiendo la evolucion

microbiana bajo distintas condiciones de

ae T i ) ; 1 ma - 1
sterilidad y almacenamiento, durante el tiempo que se

estime que pueda estar en vigor ol uso del producto

Cuandec se extrae de las turberas; 1la turba
presenta un alto contenido de agua (70-90%). La primera
manipulacién consiste en desecarla. En ocasiones, tambien

s necesario eliminar restos vegetales groseros o

disgregar grumos. La temperatura de desecacidén no debe

exceder los 90°C, ya que se puede producir una degradacion

de turba ¢ liberacién de sustancias téxicas que

podrian afec 2 crecimiento y supervivencia de

Rhizobium.

mayoria de los depdsitos de turba son de
naturaleza acilaGe g lo cual es necesario hacer una
neutralizacion. ' carbonato calcico es el agente
neutralizante mas apropiado y se anade en proporcidn
variable segun la acidez de la turba, hasta obtener un pH
de 6.5-7.0. Otros productos como el NH.OH, COsK= y COaNa=z
limitan el crecimiento Y la posterior supervivencia de
Rhizobium. El neutralizante se adiciona normalmente a la
turba antes de molerla hasta un tamano de particula

inferior a 80 nm (200 mesh).

Un problema adicional que pueden presentar
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algunas turbas el Lt @ idc -
un alto contenido en ClNa, que puede

vocar 1 didas ; U ~1 1 1e ~ 1
car peérdidas de viabilidad de 1oa rizobios La

itidad de sal puede variar de un afic a otro v 2 lo largo

ano, dependiendo del regimen de lluvias. En otros

508, el lavado de la turba con aguva de bajo contenido en
es, puede reducir el contenido de cloruro sédico a

>les satisfactorios.

1

inoculantes obtenidos con turbas previamente
sterilizadas garantizan una mayor poblacién de rizobics
va que Rhizobium sobrevive mas satisfactoriamente en turba
No obstante, el uso de soportes

también presenta una serie de desventajas

se puede citar el mayor costc en la

‘Espﬂner de unidades de esterilizacidn de

.jente para cubrir las necesidades,

. cas durante la manipulacién y mezcla con

tivo etc. Estos problemas pueden ser

la produccitn & pequena escala, sin

embargo, en la industria incrementan considerablemente el

coste (Somasegaran y Halliday, 1982).

Los inoculantes a base de turba estéril
generalmente se almacenan durante un periocdo de 4-5
semana.; después de la Ainoculacion a 20e-27=C, para

permitir un aumento de la poblacidn de rizobios

(maduracioén o curacién del inoculante) (Burton, 1976;
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:l‘“." uin '141 i Lot =5 . i
seqg irton (1976), este proceso permite la

1cion de Rhizobium al soporte.

Se han empleado diversos métcdos para la
esterilizacion de soportes para inoculantes. La eleccién

del método depende del tipo de envase que se emplee para

distribuir el inoculante, del numero de cultivos que se

preparen y de la tecnologia disponible.

Cuando las condiciones lo permiten, la
esterilizacién con radiaciones gamma (5-7 mrad) es el
mejor meétodo de esterilizar, mas apropiado que el

autoclavado, obteniéndose un producto final de mayor

calidad v uniformidad (Strijdom y Van Rensburg, 1981). El

nivel de radiacidén empleado no asegura una esterilidad
total, perc el nimero de contaminantes que sobreviven es
muy bajo frente a elevadas concentraciones de Rhizobium

{superiores a 10° células por gramo) después de 12 meses.

{,a utilizacién del 6xido de etileno o bromuro de
metilo (Deschodt vy Strijdom, 1973) como agentes
esterilizantes proporciona peores resultados que el
autoclavado en la supervivencia de Rhizobjum en el
inoculante, aunque el efecto perjudicial no se debe a
residuos de gas. LoS resultados obtenidos con este método
son muy variables, debido a dificultades de penetracién y
posterior eliminacién del gas, 1lo que resulta dificil de
lograr si el soporte esta embolsado o se trata de grandes
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olumenes.

La irradiacion con microondas constituye un

metodo muy efectivo para reducir las poblaciones de

miore g e e M S i o
microorganismos patogenos en suelos minerales (Ferriss
!

1984), sin embargo, no se ha investigado suficientemente

en suelos organicos (turba).

El autoclavado proporciona una esterilidad
absoluta del soporte, pero tiene un inconveniente derivado
del tipo de material que debe emplearse en el envasado:
vidrio o bolsas autoclavables. En el primer caso, los
costes de produccién aumentan; en el segundo, las bolsas
de propileno o polietileno de alta densidad pueden limitar

1a difusién de oxigeno al inoculante.

calidad.

14 calidad de un inoculante estd determinada por
la concentracién de rizobios y su efectividad en la
fijacién de nitrodgenc en el cultivo al que va destinado.
No obstante, las diferentes situaciones ambientales
condicionan el comportamiento de un inoculante o la
respuesta a la inoculacién, de modo que seria irreal

establecer "a priori" unos parametros rigidos de calidad.

La experiencia en diferentes paises en la practica de la

inoculacién sugiere gue, cuando no existe una poblacién

natural de Rhizobium éen el suelo, 100 bacterias por
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emllla constituyen un indéculo satisfactorio. Pero cuando

las condiciones del  suslo

son desfavorables para la

supervivencia del inéculo o existe un gran numero de

rizobios inefectivos, son necesarios niveles superiores a
106 células por semilla (Meade et al., 1985). En este
sentido, pueden hacerse algunas modificaciones en la
inocuiac;én, como la humectacién de las semillas vy el

empleo de sustancias adhesivas (goma = arabiga,

carboximetilcelulosa, sacarosa etc.). En suelos acidos, la
adicién de yesc, carbonato o fosfato de calcio, realizando
una pildoracién de la semilla, favorece el establecimiento

y persistencia de la estirpe que se pretenda introducir.

£ . 2.4 .1, Control del caldeo ge cnltivo.

Antes de utilizar el caldo en la impregnacién de
la turba, hay que comprobar que la pureza Y concentracidn
del caldo alcanzan unos niveles minimos. Normalmente, es
suficiente la observacién en fresco al microscopio de

contraste de fase y la tincion de Gram.

Una primera aproximacion de la concentracién del
caldo se obtiene por turbidimetria y recuento total de

células al microscopio. La concentracion real del caldo se

mide por recuento de viables en placa.

Para la impregnacidn de la turba deben

utilizarse caldos con 5 x 10® - 100 x 10® o mas células
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viables por ml, sobre todo cuando se emplea turba sin

esterilizar, pues el numero de bacterias en el momento de

la aplicacidén del inoculante va a depender exclusivamente

de la supervivencia de Rhizobium en la turba.

.4.2. Control del inoculante.

Los controles cuantitativos, previos a la
distribucidn, habran de determinar las poblaciones
rizobianas de los inoculantes de modo que superen unos
niveles establecidos. Estos niveles dependen de varios
factores, comc son las cepas utilizadas, la esterilidad

del soporte, la temperatura de almacenamiento y, en

general, de las condiciones de empleo del inoculante.

Se suelen dar dos concentraciones minimas de la
poblacién rizobiana del inoculante: una para el momento de
la fabricacion otra después de distribuirlo y antes de
Wsarlo. En Espafia, los criterios de calidad exigen 10°
rizobios por gramo de inoculante en la fecha de
fabricacién y 108 en el momento de su wutilizacién. El
nivel de contaminacién no debe superar el 0.1% de la
poblacién microbiana. En la mayoria de los paises, el

control de calidad de los inoculantes lo realizan agencias

gubernamentales, sin embargo, en USA, al no existir una

normativa federal que regule la calidad de 1los

inoculantes, cada industria regula Y contrcla sus




broductos scile ntr . i i
[ Y oscilan entre 10 108  rizobios/qg,  En

Australia, donde el soporte utilizado es turba estéril
o = ]

] 5 e d g i ?
LOS criterios establecidos exigen 10° células/g, excepto

pata Lotononis gque es 5 x - 108

células/g. También se
requiere que el soporte esté libre de contaminantes para

una dilucidén de 10-¢ (Thompson, 1980). Similares criterios
se han establecido en Nueva Zelanda (Anon., 1979), Suda-
frica (Van Rensburg y S8trijdom, 1874) 'y Canada (Ancn,;

1980)

Para la determinacién del numero de rizobios

viables en el inoculante, se puede utilizar el método de

recuento de colonias en placa o bien por la estimacidn del
ndmero mas probable (NMP), mediante la inoculacidn en
plantas. E1 primero es atil para productos obtenidos con
soportes estériles. También se puede .tilizar para inocu-
lantes de alta calidad obtenidos con soportes no esté-
riles, pero s6lo sera aceptable si el inoculante posee una
elevada poblacién de rizobios viables y la poblacién de
contaminantes es muy pequena, de tal forma que no inter-
fiera con el crecimiento e identificacién de las colonias
de Rhizobium. Cuando el recuento de colonias en placa no
es posible utilizarlo, se recomienda el método de
estimacién del NMP (Smith, 1987). Este altimo requiere un
periodo mayor de ensayo, sin embargo, presenta la ventaja

de que se puede estudiar tanto la infectividad como la




capacidad de fijar nitrdégeno. Asimismo, permite realizar

ensayos serollOgicos para la identificacién de los rizobios

ensayacos .







El encarecimiento de los fertilizantes nitroge-

nados, la creciente demanda de alimentos para la humanidad
y los problemas ecolégicos derivados del uso masivo de
fertilizantes quimicos, han estimulado las investigaciones
encaminadas a potenciar la fijacidén biolégica del nitrége-
no atmosférico. Estas investigaciones tienen su expresiodn
mas significativa en los ensayos de campo, mediante la

inoculacién de leguminosas de interés agricola (Pisum,

Lens, Vicia, Phaseolus, Glycine etc.), con razas de

Rhizobium y Bradyrhizobium especificos, bien adaptados al

cultivar de planta huésped al que van destinados los ino-

culantes y a las condiciones ambientales locales.

l,os inoculantes para leguminosas son requeridos
para el astablecimiento de estos cultivos en nuevos
habitats donde no existen los rizobios especificos y/o
para desplazar una poblacién de rizobios inefectiva por
otra de mayor eficiencia simbidtica. En este caso, el
éxito de la inoculacion depende de un conocimiento previo
de las caracteristicas de la poblacidn natural en términos
de competitividad, efectividad y tamano. La efectividad
simbiética de la poblacién natural puede ser muy variable

¥ la inoculacién de las semillas puede contribuir a esta-

pilizar las tasas de fijacién de nitrégeno e incrementar
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los rendimientos del cultivo. No obstante, existen

. oo Gl ; : i
lntormes que senalan la ausencia de una respuesta signi-

ticativa a la inoculacién con razas mejoradas de

Rhizobium. Para afrontar estas situaciones se deben rea-

lizar estudios de competitividad durante el proceso de

seleccidon y se disenar distintas estrategias de inocu-

laciéon y manejo de suelos.

La credibilidad de un inoculante es un aspecto
importante para potenciar su utilizaciodn, si el inoculante
no estd optimizado y no se obtienen incrementes de
cosecha, o no son buenos sustitutos de los fertilizantes,
no se puede aconsejar con fines practicos. Es por ello que
los estudios relacionados con la ecologia de Rhizobium son
interesantes, habiéndose encontrado una amplia variabi-

lidad de los resultados.

l,as bacterias del género Rhizobium, aungue son
capaces de permanecer en el suelo durante largos periodos
de tiempo, normalmente se encuentran asociados a la rizos-
fera de plantas. Sin embargo, cuando los inoculantes
pacterianos se aplican a 1las semillas, se intioducen
formas vegetativas en un ambiente nco rizosférico que
deberan sobrevivir en condiciones atipicas hasta el esta-
blecimiento de las plantulas. Debido a esto, los rizobios
autéctonos del suelo, generalmente adaptados a sobrevivir

en ausencia de su planta huésped, tendrén una ventaja
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mpetitiva frente a los inoculantes. Este hecho consti-

tuye un problema de competicién para la nodulacién de

leguminosas, y puesto que en €l estdn involucrados la

planta, la bacteria y el ambiente, resulta bastante
dificil su regqgulacion. No ' obstante, existen razones para

el optimismo, debido a la posibilidad de seleccicnar razas

de Rhizobium, autdctonas y competitivas, resistentes a

condiciones ambientales adversas y poco usuales, tales

como, elevados niveles de nitrégeno combinado, suelos
acidos etc. Por otra parte, también seria posible obtener
ascciaciones Rhizobium-leguminosa altamente especificas
mediante ensayos diversos o a través de la manipulacién
genética de ambos simbiontes, la planta huésped vy
bacteria, con objeto de reducir asi la probabilidad de
infecciones por rizobios poco efectivos en la fijacién de
nitrégeno y con capacidad para formar un gran nameroc de
nédulos. Sin embargo, es de gran interés en este tipo de
estudios, realizar ensayos previos, bajo condiciones
controladas en el laboratorio, para la seleccién de razas

en base a las caracteristicas simbidticas infectividad,

efectividad y competitividad.

La nutricién nitrogenada es un aspecto clave,
controvertido y complejo en las investigaciones sobre
cultivos de leguminosas. La capacidad de estas plantas
para establecer simbiosis fijadoras de nitrégeno con las
pacterias de los géneros Rhizobium Yy Bradyrhizobium les
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nutricion. Tambien pueden utilizar el nitrdégeno inorganico

presente en la solucién del suelo. Sin embargo, es cono-

cida la conflictiva interaccién que presentan 2mbos tipos
de nutricidn nitrogenada, condicionada por lcs requeri-
mientos energéticos, por las diferentes vias de asimi-

lacién y por otros factores. No obstante, el maximo desa-
rrollo y rendimiento de los cultivos de leguminosas no
puede alcanzarse en ausencia de nitrégeno combinado,
siendo este Gltimo la forma de nitroégeno

abundante en el suelo. Se considera clave

e estudios encontrar el equilibrio que

permita el maximo aprovechamiento de ambas fuentes de

nitrégeno para la planta.

por ello los objetivos de este trabajo han sido

principaimente:

L

4

seleccidn de razas de Rhizobium leguminosarum

con una gran infectividad (capacidad para formar nédulos),
efectividad (capacidad de fijar nitrégeno) y competiti-
vidad (capacidad de formar n qulos ventajosamente frente

al resto de microorganismos del suelo).

5. Estudiar la tolerancia de la simbicsis al
nitrégeno combinado y determinar el nivel de fertilizacidn
nitrogenada que puede interaccionar positivamente con la

simbiosis mejorando la nodulacién, productividad y rendi-
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propuesto para cumplir los
pbijetivos serlia:i
1. Obtener una coleccion de razas de Rhizobium

procedentes de 5 suelos de la provincia de Granada. La

eleccion se baso en trabajos previos donde se muestrearon

hasta 12 localidades, desestiméndose aquellas que se

consideraron aptas para cultivos de leguminosas.

Seleccién de las razas de R. leguminosarum

coleccién de trabajo, con vista a 18

produccién de inoculantes.

Ensayar estas razas frente a diferentes dosis
de nitrégeno combinado y detectar la tolerancia de la

simbiosis a este nutriente.

fstudiar el comportamiento de diversos para-
metros bioguimicos y fisioldégicos de P. sativum frente a
diversas razas seleccionadas y dosis de nitrogeno combi-

nado.

5. Experimentacidn de inoculantes en condiciones

de campo.
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MATERIAL BIOLOGICO.

vegeval .

presente trabajo se han utilizado dos

0: Pisum sativum cv. Linceln y Vicia Tabs

Alameda, variedades comerciales ampliamente
izadas en la alimentacién humana y animal, con buena
aclimatacion y expectativas de cultivo en numerosas zonas

agricolas de nuestro pails.

AL
il

Microorganismos.

utilizado comc microorganismo testigo la

nhizobium legquminosarum biovar. vicieae

que es una raza silvestre Hup~

efectiva aislada de Pisum sativum. Los

‘roorganismos utilizados han sido bacterias
sisladas de nodulos radicales de plantas de haba, Vicia

faba mincr cv. Alameda, crecidas en diversos suelos de 1la

provincia de Granada.

2. SUELOS.

Recogida de suelos.

En los experimentos que lo han requeridc, se han

empleado suelos procedentes de distintas zonas agricolas

i 7
de la provincia de Granada. Para la recogida del sue.o, S€
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csolercinnare narcelac - i
seleccionaron parcelas donde previamente se habian

-y 1 = — 1 S - At *
cultivado leguminosas y se tomaron muestras de la capa

arable, un pertil de aproximadamente 30 cm de profundidad.

Una vez homogeneizadas las muestras de suelo, se pusieron

secar a temperatura ambiente hasta humedad uniforme,

tamizandose a continuacidén por una crika de 2 mm de luz de

malla. En la tabla 1 se exponen los distintos suelos
empleados, asi como el tipo de suelo segin la clasifi-
cacion de la FAQ-UNESCO (Aguilar, J. comunicacién

personal).

uelos de provincia de Granada empleados en
' estudio.

agricola Tipo de suelo

Atarfe Luvisol calcéareo
Iznalloz Luvisol calcareo
Aihama de Granada Cambisol calcéareo
Loja Cambisol calcéareo
La Malé Regosol calcareo
Purchil Fluvisol calcareo

Analisis de suelos.

De cada suelo se tomdé una muestra representativa
que fue analizada en el laboratorio de suelos de la
Estacién Experimental del gaidin (C.5.I.C.), determinan-
dose las caracteristicas fisicogquimicas y granulométricas

de los mismos, Cuyos resultados se exponen en las tablas 2
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respectivamente.

Tabla 2.Resultados correspondientes al andlisis granulo-
métrico de los suelos utilizados, expresados en %

Suelos Arena

34.58
51.99

5.02
16.95
32.70
40.60

mabla 3.Resultados correspondientes al andlisis quimico
de los suelos empleados.

SUELOS

3

pH (pasta
saturada

Mat:. org.

N total
%

P:‘!OF)
ppm

K20
mg/100g 27.

C0OasCa
equivalente% he .

CO-:Ca
activo % 18.




a. MEDIGOS DE CH

LTIVO.

Medios de cultivo para Rhizobium.

El medio de cultivo base para el aislamientc y

conservacion de las razas de Rhizobium utilizadas ha sido

=1 /9 de &ller (18587},

cuya composicién se detalla a

continuacion:

PBOaBR s v s ivs

Bo ajusta el pi @& 7.0-7.2 y se esteriliza en

autoclave a 1152C durante 30 minutos.

*El medio original no incluye ClzCa. La cantidad
agregada de este producto sustituye a 2 g de COsCa, que
se suele afiadir cuando se prepara medio para conservar las

pbacterias y no se requiere una total transparencia.

para la obtencién de los caldos de cultivo en la
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preparacion &  inoc 1tes 5 ’ i
pare de inoculantes, se ha utilizado un medio

liguido gque contiene an.
juid jue contiene manitol como fuente de carbono
-G L '

¢

seleccionado en un tre jO . previ lan
\ trabajo previo (Muhoz, 1987) pars la

preparacicén de inoculantes destinados a semillas de Vicia

y cuya composicion se detalla a continuacidn:

.0.8g

e 2g
e ld o2
sl el B
«<0ilg

SHBIERIEE e w100

Extracto levadura. Pl oo

Manitol . .0 CE .« .10.0¢9

Agua. .- S ; 1000ml

Se ajusta el pHa 1.0-7.2 y s@ esteriliza en

o durante 30 minutos.

Los antibiéticos utilizados en los medios -selec-
tivos se disuelven en agua y Se esterilizan por filtracion

(0,45 u de tamano de poro). Las concentraziones finales de

antibiéticos han sido:

Estfeptomicina, sulfato (CEPA)......375mq/ml

Rifampicina (SIGMA)..................20mg/ml.




Solneidn nutriLive:

[0S experi 3 : i
Los experimentos de cultivos hidropénicos se

llevaron a cabo en jarras Leonard y como fertilizacién

complementaria en los cultivos con suelo, se ha utiligado
la solucid nutritiv Libre d '
solucién nutritivae ibre de nitrogeno descrita por

Rigaud y Puppo (1975) ie 23
J ¥y Puppo (1975) tiene la siguiente composicioni

..200mg
.. 200mg
..200mg

..120mg

BuaHa . osismsas ; , .. 18mg

Agua destilada... viasses100UBLE

Antes de esterilizar a 115=C durante 30 minutos,

se ajusta e! pH a 7,0 con KOH.
4. ESTERILIZACION Y GERMINACION DE LAS SEMILLAS.

En los distintos experimentos realizados en este

estudio, antes de proceder a la siembra de las semillas,

éstas han sido esterilizadas en superficie con alcohol del
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rara ello se sumergen en alcchol durante dos minutos

medio, lavando después varias veces con agua estéril
-~ n " r

objeto de eliminar los restos de alcohol.

iIn¢ Va5 ol e ammi ] x> -~ 3 - L i
una veZ ut as semillas han sido P-‘St.‘:‘rlllzaﬂas,

se deijan en

noimpibicitn en’ agua  egteril do A58 8 trec
horas. Posteriormente se prepararon semilleros en bateas
de polietileno con vermiculita estéril y convenientemente
lavada, como sustrato. La preparacion de semilleros se
llevé a cabo en céamara de flujo laminar (Telstar-S.A.)
para evitar las posibles contaminaciones. Las bateas se
bolsas de plastico y se llevaron a estufa a

horas, reponiendo el agua cuando era

Transcurrido este periodo, la semillas

presentan una radicula de cm aproximadamente, tamano

adecuado para transplantarlas a las macetas.
AMBIENTALES.

experimentos se llevaron a cabo en
cimara de cultivo con las condiciones de luz, humedad y
temperatura que se exponen a ~ontinuacidn:
-Fotoperiodo: 16 horas luz/8 horas oscuridad.
-Humedad relativa: dia 65 ¢ 2%
noche 80 *+ 2%
-Temperatura: dia 23 2 R0
noche 16 t 1=C.
-Fuente lumincsa: Fluorescentes Sylvania Cool
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white life line.
Lamparas incandescentes
del total de watios).

La intensidad luminosa en la superficie

macetas era de 450 puE.m2.5* (400=700 nm)

EXPERIMENTOS REALIZADOS.

Aislamiento de razas de Rhizobium.

En estudios previos a este trabajo (Hervas,
1985), se estudié la productividad y rendimiento de
cultivos de varias leguminosas grano en nueve suelcs
procedentes de diversas zonas agricolas de la provincia de
Granada. De los nueve suelos ensayados, se seleccionaron
aquellos en los cuales el rendimiento era mas bajo (suelos
expuestos en la tabla 1), ya que es en este tipo de suelos

donde la inoculacidén bacteriana puede tener mayor intereés.

El objetivo de este experimento ha sido la
obtencién de un stock de razas silvestres de Rhizobium
autéctonas de los suelos mencionados, efectivas y compe-
titivas con el fin de preparar inoculantes bacterianos
capaces de incrementar el rendimiento de las leguminosas

en estas zonas agricolas.

£.1.1 COultive gé plantas en macetas con suelo.

Para la obtencién de razas autéctonas de
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rhizobium, se ha llevado

@ cabo un experimento con plantas

de Vieid o, IR > s 2 gy T
1a faba minor cv., Alameda en macetas con suelo, bajo

condiciones ambientales controladas en camara de cultivo

Se emplearon cinco lotes de macetas de polietileno con

yrificio de drenaje en la parte inferior. Se llenaron con

de una mezcla de suelo y arena de cuarzo en la
proporcion 3tl (v/v). La arena de cuarzo previamente habia
lavada on dcido clorhidrico y  agua abundante para

iminar totalmente los restos de &acido.

En cada maceta, convenientemente rotulada segun
el suelo empleado y repeticiones (cuatro macetas por suelo
ensayado), se sembraron tres semillas de haba previamente
esterilizadas en superficie y pregerminadas, como se ha
indicado en el apartado 4 de Material y Métodos. Una vez

aci las macetas, se colocaron en su lugar en la

cultivo, bajo condiciones ambientales contro-

Los cultivos se llevaron hasta floracién ¥ en
este momento se procedio al aislamiento de razas de

Rhizobium a partir de los nédulos radicales.

£.1.2. Aislamienco de Rhizobium a partir de ndédulos

radicales.

Para el aislamiento de los nédulos del sistema

radical, se realiza previamente un lavado exhaustivo con
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agua de grifo, ' ) ta o i
‘ la planta correspondiente,

para separar el suelo adherido. Posteriormente se separan

los neédulos de la ralz y se depositan en un tubo de tapén

le rosca de 16 x 180 mm, donde nuevamente se procede a su

| axr a7 5 il . . 5
lavado con el fin de eliminar todos los restos que queden

de suvelo y se esterilizan en superficie con cloruro

mercurico. sumergen en una solucidén de ClzHg

[_‘n

minutos, después de este tiempo,

con. agua estéril para eliminar los

Cuando se ha finalizado el lavado, se colocan
los nédulos en una placa Petri estéril y se machacan con
una barilla flameada y fria. Con esta misma barilla , se
disemina sobre medio 79 de Allen (1957) una muestra del
jugo resultante del nédulo machacado. Al medio de cultivo,
contenido en placas Petri, se le adiciona cristal violeta
a1l 180,00 para -fapilitar la identificacién de las
colonias de Rhizobium que aparecen a las 48 horas e

nhibir el desarrollo de contaminantes Gram positivos.

Se emplearon 60 nodulos de cada suelo Qque se
numeraron del 1 al 60. A partir de colonias perfectamente
aisladas, se sembraron 300 tubos de ensayo (60 de cada
suelo) que contenian medio de cultivo de Allen s6lido. Se

llevaron a incubacién en estufa a 28<C durante 72 horas.

Las bacterias aisladas se compararon, segun
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i farar o
ilrerentes cCcriteriLos N3 T ey |

para seleccionar 12 razas por suelo
- -t

ensayado y posteriormente se llevaron a camara fria - 5
2 = a ()

para su conservacion.

A ; . s fn ;
6.2. Ensavo de infectividad v efectividad

Se ha utilizado el sistema de cultivo hidro-

pénico en jarras Leonard (Leonard, 1943), que permite

mantener © unas condiciones adecuadas de esterilidad
r

siguiendo la técnica de Vincent (1970)

jarras Leonard.

yicho sistema estd formado por 2 partes; la
inferior que contiene la solucidn nutritiva (solucién
libre de nitrogeno de Rigaud y Puppo, 1975). La parte
superior consiste en una botella invertida a la que se le
ha rortado la base, que porta el sustrato, gque es hume-
decidc ntinuamente por una "mecha" de material absor-
bente que se mantiene permanentemente en contacto con la

solucién mineral.

¢e ha wutilizado la vermiculita como sustrato
inerte, la cual tiene una elevada porosidad permitiendo
que el desarrollo radical sea satisfactorio. Como material

de "mecha" se han empleado tiras de papel de celulosa.

Una vez preparadas las jarras Leonard se tapa Ssu

superficie con papel de aluminio y se esterilizan en auto-
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°C durante 2 horas.

Preparacion de los inbéculos.

Las bacterias empleadas para la inoculacién de

las plantas de guisante, han sido las razas de Rhizobium

aisladas segun el apartado anterior (12 de cada suelo) y

una raza testigo, la raza 300 de Rhizobium lequminosarum.

Para la obtencién de cultivos bacterianos
frescos, se sembraron cinco tubos de ensayo con medio
Allen s6lido para cada microorganismo ensayado. Tras
incubar en estufa a 28<C durante 72 horas, se adicioné a
cada tubo un volumen determinado de agua estéril. Se agi-
taron convenientemente para obtener una suspensién bacte-
riana homogénea que contenia aproximadamente 109

células/ml.

Siembra e inoculacién ce las semillas.

Una vez preparadas las jarras Leonard y esteri-
lizadas, se sembraron dos semillas de guisante por jarra,
previamente esterilizadas en superficie y germinadas, ino-
culandose posteriormente con 1 ml/semilla de la suspensién
bacteriana correspondiente. S5e emplearon tres jarras (seis

plantas) por cada raza de Rhizobium ensayada.

En este experimento se incluyeron tres tipos de

controles, usualmente utilizados segiin la bibliografia
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Kremer

-Plantas inoculadas 3 A i ]
é Wweculadas con una ragza testido; la

le Rhizobium leguminosarum.

-Control N: plantas no inoculadas a las que se

les suministro nitrégeno combinado en forma de nitrato

potasico 8 mM, que se le adiciondé a la solucién nutritiva,

previamente a su esterilizaciodn.
le esterilidad: plantas no inoculadas ¥y
régeno combinado. La ausencia de nodulos

estas plantas, es un indice del

mantenido durante el periodo de

Las jarras asi dispuestas, Se llevaron a la

bajo condiciones ambientales contro-

-ibuyeron a. azar, cambiandolas de lugar

cada ' cinco dias, se cambiaba la parte

jarra por otra con solucién nutritiva

estéril. De esta forma se mantuvieron las plantas durante

siete semanas. Transcurrido dicho tiempo, las plantas

habian alcanzado el periodo de floracion.

sl Recogida de las plantas Vv determinaciones

realizadas.

En el periodo de floracién de los cultivos se
procedié a la recogida de las plantas, separando la parte
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os determinados han sido los
Medida de la actividad nitrogenasa especifica
mediante la técnica de reduccidon de acetilenc a etilenc
Hardy et al., 1968}%.
2. Pardmetros ds crecimiento.
Una vez determinada la actividad n..rogenasa, se
a separar los ndédulos de la raiz. Posteriormente
los siguientes parametros de crecimiento:
fresco de parte aérea hcjas y tallos)
fresco de raiz

de nédulos por planta

fresco de los nédulos.

Cada uno de los ¢rganos citados, se colocd en

papel convenient_-mente rotuladas y se llevaron a

(orzada de aire a4 60=C durante 24

este tiempo, se sacan de la estufa y

enfriar en &l desecador para estabilizar el peso

seco, determinandose este en cada uno de los 6rganos vege-

tativeos citados.

Obtenido el peso seco de dichos &6rgancrs, se€
nrocedié a moler la parte aérea y la raiz, separadamente,

con un molinillo Moulinex de acero inoxidable, ob iéndose

gni polve fino Yy homogéneo que se guardé en bolsas de pléas-

tico convenientemente etiquetadas para el posterior ana-=
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.

ineys uimico e - dich

efecto

cho material, determinadndose el

Yy 7:' NI y Yoo e ar o 1
n nitrogeno reducido de parte aérea y raiz.

i, Ensavo de competitividad.

En este tipo de experimento se ha ensayado el

> competitivo gque puede existir entre las poblaciones

nativas de Rhizobium del suelo respecto a las razas estu-
diadas este trabajo, inoculadas en plantas de guisante

on suelo. lLas razas de Rhizobium ensa-

As que han mostrado una mayor efectividad

Pisum sativum.

de las inoculos.

bjeto de asegurar la identificacién de las

culadas, las razaes ensayadas fueron marcadas

antibiéticos (estreptomicina y rifampi-

P
a

.icnando mutantes espontaneos aparecidos en

Allen 79 sélido que contenia estos

~on medio
it icas . han obtenido tres tipos de mutantes

antibi

resistentes:
Razas resistentes a estreptemicina: GRC20,

GRI7, GRI24, GRL2Z, GRL8B y GRA19.
2. Razas resistentes a rifampicina:

GRL19, GRLM25, GRC37, GRI3 Yy 300 (raza testigo).
estreptomicina

resistentes a

B Razas
GRC17, GRL11, GRC38, GRLM40 y GRL10O.

rifampicina: GRI32,

GRL16,

: 4




Payr i 1 5 i e 5
rara ia obtencion de mutantes resistentes, se

utilizaron cultivos frescos de

Rhizobium a partir de los

I R & e e - - 4 - . 1 1
-uales Se prepararon s-'spensiones bacterianas de 102

celulas/ml, diseminando 1 ml por placa cecn el antibidtico
regpectivo. Las placas sembradas se llevaron a incubar en
estufa a 28<C durante 72 horas. A partir de una colonia
resistente se vuelve a sembrar en placa que contiene el
antibidtico para tener la seguridad gque las bacterias son
resistentes. Finalmente, de una colonia perfectamente ais-
lada, se siembra en tubo de ensayo con medio sdélido que

contiene el antibidticc ¥ tras incubar en estufa  sSe lleya

sU Conservacion.

Pira llevar a cabo el ensayo de competitividad,
marcadas se distribuyeron en seis grupos,

los cuales estaba compuesto por una raza
estreptomicina, otra resistente a rifampicina

-tente a los dos antibiodticos:

e g

trep® Rif” Strep*Rif~"

GRCZ0 GRL16 GRI32
GRI7 GRL19 GRC17
GRIZ24 300 GRL11
GRL22 GRLM&S GRC38
GRLS GRC37 GRLM40
GRA19 GRI3 GRL19

Y U B Lo B

Se prepararon seis in6culos diferentes, cada uno
de los cuales estaba compuesto por la mezcla de las tres
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razas correspondientes cad Uno ;
pondi @5 a cada uno de los grupos expuestos.

i iEe : - L
Dichos inoculos se ensayaron en dos suelos (procedentes de

lznalloz y Alhama de Granada), separadamente, utilizando

‘ultivos de guisante y haba como plantas huésped

6.3.2. Cultivos de plantas en macetas.

Cada uno de los suelos, convenientemente prepa=-

rados como se indica en el apartado 2 de Material y
Métcdos, se distribuyo en macetas de polietileno de 3 Kg
de capacidad, en cada una de las cuales se sembraron ocho
emillas, siendo posteriormente lnoculadas con el inéculo

correspondientes. Se emplearon dos macetas por cada ind-
culc ensayado. Una semana después de la emergencia, las
plantas se entresacaron dejando cuatro plantas uniformes

por mace Ea

Después de 40 dias de cultivo, las plantas
fueron examinadas analizandose la aparicién de nédulos
formados por las razas de Rhizobium obieto de estudio.
Los noédulos de las ocho plantas de cada grupo de
inoculacién fueron convenientemente esterilizados de
acuerdo con 21 apartado 6.1 de Material y Métodos,
tomandose 100 nddulos, escogidos al azar, para la

determinacién del grado de competitividad.

.33 Determinacién del gqrado de competitividad.

I,os nédulos se colocan en una placa Petri esté-
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8 machacan con una barilla de vidrio flameada. 71

iugo resultante de cada noédulo se siembra en cuatro placas

Patri e -3 : ~aa -
PETtrl que contienen respectivamente estreptomicina, rifam-

picina, ambas estreptomicina y rifampicina y medio sin
antibiotico. En todos los casos, al medio de cultivo se le

adiciona cristal violeta al 1:80.000 para facilitar la

identificacion de las colonias de Rhizobium.

Una vez sembradas .8~ piacas, se llevan a estuts
ifncubar a J8eC durante 73 horas, Posteriormence se
procede a la identificacién de las razas resistentes a los
antibioticos respectivos para la determinacidén del grado
de competitividad, definido como el % de nddulos crecidos

en presencia del antibiético respectivo.

6.4. Ensavo de tolerancia al nitrégeno combinado de la

simbiocsis Rhizobium lequminosarum-Pisum sativum.

Se han realizado una serie de experimentos cuyo
objetivo hi sido estudiar la respuesta de la simbiosis R.

lequminosarum-P. sativum al nitrégeno combinado, utili-

zando cuairo razas seleccionadas en los apartados anterio-
res (GRL19, GRC37, GRA19 y GRL22) frente a cuatro niveles

de nitrégeno combinado en forma de nitrato potasico.

g4, 1, Cult1vo hidropdnico de plantas.

para el cultivo de las plantas se han utilizado
jarras Leonard gque contenian vermiculita comc soporte
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FUppo Las

‘uabro grupos recibiendo cada uno

le nitrato potasico que se adi-

iond a la solucidn nutritiva previamente

4 su esterili=

zaclion en autoclave a 115<C durante 2 horas.

En cada jarra se sembraron dos semillas de
guisante pregerminadas y se inocularon con 1 ml/semilla de
la suspensién bacteriana correspondiente, obtenidas a

frescos {72 horas de incubacion) dz 1las

ensayadas. Se han incluido plantas

y fertilizadas con las distintas

doeis de nitrato studiadas. En total se disponia de
cuatro controles ung . por cada nivel de nitrogeno
combinado ensayado. De cada tratamiento (combinacién raza-

dosis de nitrato) se pusieron nueve repeticiones, asi

4e nitrato sin inoculacidn.

realizaron tres recogidas d= plantas coinci-

con tres estadlios de crecimiento bien diferencia-

dos: etapa Jjuvenil (35 dias a partir de la germinacion de
las semillas), floracién (30 dias}) y maduracién (70 dias).
pn  cada una de ellas se utilizaron seis plantas por

L

tratamiento.

Determinaciones realizadas.

-Analisis de crecimiento, determinado por el
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Ordganas qe ia Giantsa.
2

-Parametros de nodulacidn: numero v peso

por pianta.

-Actividades enzimaticas: actividad nitrogenasa

gifica e el sistema radical de plantas noduladas y

ividad nitrato reductasa en los distintos érganos vege-
ivos de la planta.

-Otras determinaciones: bioquimicas y anali-

proteina soluble en hoja.

azucares totales solubles en hoja

nitratos en hoja, tallo y raiz.
tenido en macronutrientes (N, P, K, Ca y Mg)

v rale.
_campo.

aracion de inoculantes a base de turba.

para la preparacion de inocu.antes a base de
turba se ha seguido la metodologia descrita por Rodriguez-

Navarro (1986) y Muncz (19873 .

En este estudio se han ensayado dos t1poOs de
inoculantes, uno que coentenia la raza GRALS (Rl1) y otro

: - . i zobium, GRLS
compuesto por la mezcla de tres razas de Rhizobium, ’

crRI7 w GRL22 (RZ), narcadas con resistencia a antibib-
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obtencior i ]
ciodn e cultivo, lLas
multiplicaron en medio liguido, descrito en

apartado 3 durante 72 horas ‘ 1 G
_ yodurante 721 horag en agitacion a 2BeC.

£l soportiz solido utilizado ha side  turba
(]

pro-

cedente de E P (G i
ite ie El Padul (Granade), neutra, finamente molida

malla 200 mesh) y seca.

El inoculante se preparo mezclando turba y el
acteriano en la proporcidn 40-60% (p/p) respecti-
masa jeand vigorosamente hasta que la impreg-

turba @s homogénea. Una vez terminado, el

yImacené en camara fria a 4°C, dispuesto en
ietileno hasta el momento de su utilizacion.

momento de su aplicacién se realizd un recuento del

4lulas viables en placa, estimdndcse su concen-

10° células viables/g de inoculante.

ingculante.

La aplicacién del inoculante a las semillas de
haba se llevé a cabo mediante el sistema descrito por
Cubero y Moreno {1983) para iegquminosas con semillas de

tamano grande.

La planta utilizada ha sido Vicia faba minor cv.

Alameda. Para 100 Kg de semillas de habas, se adicionaban
0.5 Kg de inoculante disuelto en 1 litro de una solucién
acuosa de sacarosa al 10% que sirve como adherente y COmo
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arponc para Rhizobium. Una vez mezcladas las

mas uniformemente posible, se dejan imbibir
lurante as antes de efectuar la siembra.

£ o 3
Beed v,

'l ensayo de campo se ha llevado a cabo en la

finca experimental del Centro de Investigacién y Desa-
rrollo Agrario (CIDA), situada en la Vega de Granada a 4
Km de la ciudad, en el término municipal de Purchil. Las
caracteristicas granulométricas y fisicoquimicas de dicho

suelo se oxponen en las tablas 2 y 3 del apartado 2.

6.5.4. Diseno experimental.

La dispesicién del experimento fue la de "blo-
azar', con 4 repeticiones (4 parcelas/
parcelas fueron de 50 m? con separa-
blogues v 1 m entre las parcelas de

‘ada parcela tenia 12 surcos separados entre

l,os tratamientos consistieron en dos tipos de
{noculantes (Rl y R2) ¥ ﬁn testigo sin inocular. En combi-~
nacién con esto, se han ensayado dos niveles de fertili-
sacién nitrogenada, en forma de urea amoniacal al 46%, NO
(0 Kg de N/Ha) Y Hi (30 Rg de N/Ha), aplicados en el
inicio de la floracion, 6 qgue corresponderia a un

factorial de 2 x 3




La densidad de siembra fue le )0 plantas/m?
omc abonado de tondo se aplicaron 90 Kg/Ha de P20s y 135
larg lel cultivo se realizaron las

1 17 ~ T o b s | - . i
turales normales recomendadas por el CIDA.

Recoleccion_y determinaciones realizadas.

La recoleccién de las plantas se llevé a cabo en
el mes de Jjulic para la determinacién de la cosecha.
Exceptuando las plantas que formaban el borde de las
parcelas, la recogi¢ se realizd al azar. De cada parcela

stras de cinco plantas cada una.

ysecha se ha determinado el peso

YLOGIA UTILIZADA.

ividad nitrogenasa especifica. Test de reduccién

Para la medida de la actividad nitrogena se ha

seguido, salvo ligeras modificaciones para adaptar el

método a nuestros requerimientos, la técnica descrita por

¥och v Bvars (1966) ¥y Hardy et al., (1968), usando

cromatografia gaseosa (Burris, 1972}

Determinacién de la actividad nitrogenasa especifica.

Las raices noduladas de las plantas, se ponen en

unn bote de 126 <cc de capacidad con tapon de rosca perfc-
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ma  que permite el

hermetico v la extr

jeringa de muestras,

tmostera interna.

preparados se les

la atmosfera interna con una jeringa y se

volumen igual de acetileno. A tiempos

determinados, 10, 20 y 30 minutos desde que se inyecta el

acetileno, se extraen muestras para inyectar en el croma-

tigrafo de gases y conocer el nivel de reduccifn, es

lecir,

ividad nitrogenasa especifica. Los picos de
no fueron identificados previamente por
tiempe. de retencion de los gorfess
ividad enzimatica se obtiene

patrén construida con los

los diferentes volumenes de

‘olumen inyectadoc de las muestras problema,
actividad nitrogenasa especifica ha

e < G- FR a0

Caracteristicas del cromatografo.

La reduccién de acetileno fue valorada utili-
zando un crematografo de gases Carlo Erba FTV-2350, equi-
pado con un detector de ionizacién de llama y una columna
de vidrio de 2 mm x 4 m rellena con Porapak tipo R de 80~
100 mesh. La temperatura del horno era de 74=C. El niteé=
genc fue utilizado como gas portador con un flujo de 75
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de hidrogeno y aire se mantuvo a 30 v

g mlo . respectivamente.

PFreparacion de acetileno.

El acetileno se obtiene directamente a partir de

carburo calcico y agua. En un frasco de vidrio de 1000 ml
ue capacidad y provisto de tapon de rosca perforado y con
un disce de siliccna, para cerrar herméticamente, se pone
la cantidad de agua ¥y carburo calcico adecuada para
ra saturada de acetileno. Cuando el gas

‘ierra herméticamente con lo que la

sera siempre de acetileno puro.

patron de etileno se prepara a partir de

etilen purc por dilucién hasta la concentracién ade-
cuada. Se utiliza un frasco de vidrio de 1, volumen
te para que no se altere la concentracién durante

tiempo que dura el experimento. El tapon del frasco va
horadado y provisto de un doble disco de silicona, la
uperficie interna del tapén y el borde externo de la boca
frasco de vidrio, ademas sobre los discos de silicona

se deposita una fina capa de mercurio, con todo esto se

asegura que no va a haber pérdida de etileno en el patrén.

El frasco asi preparado e invertido, se sujeta a

unt pie de hierrec ¥ BB mantiene siempre en las mismas
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temperatura gue las muestras a
las variaciones del patron son nulas,

siempre que seé mantengan rigurosamente las mismas condi=-
jiones del cromatograto.

L oa ; e ; _ B .
/.2 Determinacion de la actividad nitrato reductasa.

Actualmente se dispone de dos tipos de ensayos
para estudiar la actividad nitrato reductasa: el ensayo
2in vivo® vy el ensavo ‘in vitro'. Tras waloyar SO8
aspectons positi y negativos de ambos tipos de ensayo
(Ligero, 1984), se selecciono para investigar la actividad
nitrato reductasa en todos los 6rganos vegetativos (hoja,
tallo, raiz y nodulos) de las piantas, un ensayc "in vivo"
basado en los descritos por Heuer y Plaut (1378) y pezr
Crafrs-Brandner y Harper (1982), utilizaﬁdo la infil-
tracién al vacio, con modificaciones para adaptarlo a

nuestrc material y condiciones de trabajo (Caba, 1987).

Se han ensayado dos tipos de metodologia para la
valoracidn de la actividad nirato reductasa "in vivo": una
basada en la desaparicién de nitratos en el tejido durante
el tiempo de incubacién (Soares et al., 19 ) y otra
basada en la aparicion de nitritos. Tras comparar los
resultados obtenidos, se ha celeccionado ésta dltima por

Su mayor sensibilidad para detectar la actividad nitrato

reductasa en los tejidos ensayados, puesto que, en el

rango de niveles de actividad detectados, los actuales
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108 Darq valorar la des 1B i i
ira aiordr la lesaparicion de nitratos, no son

suticientemente sensibles.

Descripcion del ensayo "in vivo'.

El mnrdio de incubacién empleado para el ensayo

"in vivo" de la nitrato reductasa en los 6rganos aéreos

(hojas y *allos) fue el siguiente: tampén fosfato-K 0.1 M,

‘pH 7.5, gque contiene EDTA 1 WM, n-propanol 1% (v/v) y
tritén X-100 0.01% (v/v). El empleo del disolvente orga-
nico n-propanol y del 'surfactante  ¢tritdn X-100 a las
concentraciones indicadas, incrementa la pe: -zabilidad de
las membranas celulares facilitando la infiltracién de

los tejidos y la salida de nitritos.

El material vegetal fue fina y homogéneamente
tyoceado (3-4 mm). Se tomaron cinco muestras de hoja de
toda la planta, a razén de 0.25 g Y 0.5 g de muestra de
tallo procedente de la mited superior de la planta. El
material vegetal se dispuso en tupos de ensayo de 15 x 150

mm gue contenian 5 ml del medio de incubacidn.

Al utilizar como material vegetal a ensayar raiz
y nédulos, el medio de incubacién fue esencialmente el
mismo, excepto que el pH final fue de 7.0 y el n-propanol
«e adiciond en la proporcién 2% (v/v) (Crafts-Brandner y

Harper, 1982). .as muestras 1e raiz (1 g). procedentes de

la regién media del sistema radical y desprovistas de
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Jk 4 Y
oo 18

10 de incubacién,

nodulos, ge utilizaron

™1 o e e e o H
mulesEras ae

g de nodulos enteros bien desarrollados,

que se colocaron en los tubos de ensayo con 4 ml del meaio

de incubacion. Dado el tamano de los n6dulos radicales y

por tratarse de un tejido mas kliundo que los demas, no es

v
81

esario trocearlos.

las determinaciones rralizadas, se
prepararon cinco repeticiones y los ensayos se rep' “ieron

aos vetes.

Los tubos asi preparados, se introducen en un
recipiente de vidrio con cierre hermético. &e sometieron
io de 50 cm de mercurio durante 5 minutos. Tras
hruscamente el vacio, se agitan lirceramente y

la operacion.

Todas estas operaciones se realizan en camara
fria, sobre un bano de hielo picado y dentro de las dos
horas siguientes al corte de las plantas, con lo que se
evitan alteraciones del material vegetal y pérdidas de

actividad.

Tras la infiltracion, los tubos se llevaron a
incubacién en bano termostatizado a 30<C, en oscuridad,
durante 60 minutos. I . eleccidn del tiempo de incubacicn
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en los gue

itrato reductasa
40, 680 "

obtuvieron tomando

tamente antes de la incubacion.

Finalizada Iz incubacidén se trasladaron los
rapidamente a un banc maria hirviendo durante 5
narar la reaccién enzimatica

salida de todo el nitrito

frios, se agitaron

alicuotas para

valoracién de los nitritos se utilizo la
acién de Griess-Ylosway, segun el método

1949) y Hageman ¥y Hucklesby (1971).

}.5 ml del medio de incubacién,

1

completadas <cta 1 ml con el medio de incubacidn, se les
afade 1 ml de reactivo de sulfanilamida y 1 ml de reactivo
de N-l-naftil-etilendiamina diclorhidrato. La mezcla se
completa con agua destilada hasta un volumen de 5 mly
tras agitar vigorosamente, Se deja desarrollar el color

durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, S€

mide @ la absorbancia, debida al eolor, a 53l nm €I ¥R

151




na una urva patroén
cbtenidas a
tampon - fosfato §) .

reductasa se expresa en umol NCa-

Reactivo de sulfanilamida: se disuelven 5 g de sulfa-

i lamida, MercK calidad an&litica, en 100 ml de ClH

concentrado y se diluyen hasta 500 ml con agua destilada.

ftil-etilendiamina diclorhidrato

mg de NNEDA, Merck calidad

agua destilada, conservandose en

azicares totales en diferentes

vegetales de hojas ¥ tallos.

g de material vegetal fresco, a los
que se les adicioné 10 ml de tampén tris-ClH, pH 7.5 18
homogeneizacion de 4 muestra se 1levo a cabo en nn poter

procurandose gque l1a homogeneizacion fuera perfecta. Toda

esta operacién fue llevada a cabo con el homogeneizador

sumergido en hielo picado para evitar el calentamiento. El
homogeneizado se recogid6 en un tubo de centrifuga junto
con 2 ml de tampon utilizados para lavar el  peter ¥

P

e, 2




pueden guedar
una gasa de
minutos. La

refrigerada

Instruments) .

En el sobrenadante se procedié a precipitar las
protel

nas para determinar posteriormente azucares totales

iy 1R e
SOLUuDlLes .

e rals.

matodo de Bligh vy Dyer (19383
(comunicacion personal). Una

ona subapical de la raiz se coloca

poter y se le anaden 15 ml de metanol

icién de metanol como la homogeneizacién

etapas, adicionando 7.5 ml en cada una

nuacion se adicionan 15 ml de cloroformo

puro, homogeneizandose nuevamente. Finalmente se adicionan
7 ¢ @1 de doua selada al 0.88% (p/v) y se homogeneiza
nasta o©obtener  un homogeneizado perfecto. Todas estas
operaciones se hacen en camara fria con el poter sumergido

en bafno de hielo picado.

El dispositivo utilizado se lava con ml de

cloroformo que se recogen con el homogeneizado Y Sé€

centrifuga a 3000 x g durante 10 minutos. Las fracciones
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parte superior y

inferior. La traccidén meta-

ensayo y tomando un volumen

ieterminado, se reduce a la mitad en el
Eavapor, con bieto de eliminar lc. nesibles restos de

cloroformo  gue acempanar a esta fraccion. &

cofitinuacién, el wvolumen @ perdido en rotavapor se

restituye con agua destilada, se agita bien y se toman

alicuotas para la determinacién de azucares totales

ml de sobrenadante a un tubo de

agregan 5 ml de acido tricloroacético al

nfriado a 4°C. Se deja una hora a 0O0°C ¥ 88

centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutos. Del sobrena-
dante se toman alicuotas para determinar azlicares totales

clubie:
solubi

Valoracidn por ~olorimetria de azucares totales.

Se ha utilizado el método propuesto por
Trevellian y Harrison (19517, utilizando el reactivo de
antrona. De cada uno de los extractos preparados como Sé&

indicé en los apartados precedentes, se toman 4 alicuotas

A

de 1 ml y se colocan en tubos de ensayo de 16 x 180 mm. En

el caso de que la concentracién de azucares fuera muy
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curva patrdon se prepara a partir de una serie

raciones conocidas de glucosa y un blanco con 1
Todos los tubos, problemas y curva, se llevan

hieloc picado y se les adiciona, dejando

resbalar por las paredes, 5 ml de reactivo de antrona. A
tan vigorcsamente y se llevan a bano

iurante ( minutos exactamente,

se enfrian inmediatamente

de hielo picado. La coloracién

cspectrototémetro (Hitachi 100-80)

el momento de usar se disuelven

100 ml de una mezcla

Determinacioén de nroteinas solubles.

para la determinacion de proteinas solubles en

los 6rganos vegetales, se ha seguido el método descrito

por Bradford (1976) basado en la unién del azul brillante

de Coomassie G-250 a las proteinas.




vegetal fresco
un poter. Los homogeneizados
diluyeron pcsteriormente con volumenes
tampon tris-ClH debido a la alta concen-

21nas que presentaban.

Reactivo: Se disuelven { mg de azul brillante de
Coomassie G-250 en 50 ml de et 95% -. Posteriormente se
anaden 100 ml de dcido fosfoérico del B5% y se diluye con

volumen final de ! 1, guardandolo

ira ambiente.

licuotas de 0,1 ml de extracto, conteniendo
proteina (diluyendo si es necesario),
reactivo Bradford y, tras agitar los
absorbancia a 595 nm después de dos

una hora. Para construir la curva

patrén o estandar, se utilizd seroalbimina bovina (Sigma,

fraccién V) (20-3C0 ug de proteina).

Determinacidén de nitratos.

Para la determinacién de la concentracién de

nitratos en los tejidos vegetales, se llevaron a cabo una
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ilizando metodologias
icido salicilico de Cataldo et

prucina (Standar Methods,

) Analisis =spectofotometrico

ultravioleta (Cawse, 1967). Segin los resultados
obtenidos al comparar los tres métodos, se ha seleccionado
la metodologia descrita por Cawse (1967) por su elevada
sensibilidad ademds de su facilidad y rapidez en él

maneijo. Estad basada en la medida en el ultravioleta de la

absorbancia debid al nitrato, después de eliminar las

posibles interferencias por ¢ de otros iones (sobre
‘ratamiento de las muestras con acido

amidosultonico:

<traccién se llevo a cabo en tubos de ensayo

~m con 10 ml de agua destilada, donde se

g PF) de material vegetal de los

vegetativos de la planta y se llevaron

a bafo maria en. ebullicién durante 10 minutos. A conti-
nuacién, se dejaron enfriar a temperatura ambiente. De
esta forma se extrajo todo el nitrato presente en el

tejido (Soares &t al.; 19851}

para la elecciodn del tiempo de extraccién, se

realizaron una serie de ensayos previos en los Qque se

estudid la liberacidn de nitratos al medio en funcién del
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M1iNutos .
1

etectaron incrementos

FTatos .

Una vez frios los tubos, se agitaron vigoro-
samente para homogeneizar y evitar gradientes de copncen-
tracion, filtrando y centrifugandose posteriormente para
eliminar los restos vegetales. A partir del filtrado se
toman alicuotas, diluyendo si es necesario, para la

tratos, siguiendo la técnica de espectro-

TOe TN .

filtrado se anade 1 ml de

(p/v). Tras incubar dos minutos

ambiente v agitar luego vigorosamente, e
Acido perclérico al 6.65% (v/v). Transcu-

0 minutos a temperatura ambiente, se midid la
de la solucién a 210 nm. Para la cuantifi-

nitrato presente, se prepara de igual forma a

descrita, una curva patroén con concentraciones

conocidas de nitrato empleando como blanco, tanto para la

~urva de calibrado como parad los tubos problema, un tubo

con 1 ml de agua destilada.

7.6. Determinacién de macronutrientes N, P, K, Ca ¥ Mg .

Para ia determinacioén de macronutrientes en
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Determinacion de nitrdgeno.

Se valoré el nitrégeno por el método Kjeldahl,
izando el aparato de Bouat (Bouat vy Crouzet, 1965),
permite fectuar simultédneamente la destilacion y

amoniaco formadc, al reaccionar el mine-
arrastre del vapor de amonidco se

aire, lo que permite ademas

nido del matraz colector una vez finalizada

cada muestra; esto confiere una notable

analisis de numerosas muestras.

Determinacion de fosforo.

Se basa en la medida colorimétrica del azul de
molibdeno obtenido a partir de un complejo fosfomolibdico,
utilizando amidol v« sulfito sédico como reductores,

1

siguiendo 1la técnica descrita Ppor Capitan ¥ Martinez

(1954). Al matraz de reaccién se le anade una pegquena

cantidad de reactivo de Morgan, Qque contribuye a la

estabilidad del color (La chica et al., 1363).




fotometria le llama. La
se interpola en le¢ curva patron
~

turas lorrespondientes a  4anos

de concentracion de potasio conocida.

Determinacidn de calcio v magnesio.

ha empleado la técnica de espectrofotometria
atémica, utilizando la linea 4224 A (Ca) ¥y

s

llama oxidante aire-acetileno.

formar compuestos dificilmente

llama, pudiendo estar sujeta su deter-

minacién a errores por la formacion de compuestos refrac-
tarios. La adicién de lantano, usando una llama de aire-
acetileno, subsana este inconveniente y permite una

medida exacta del calcio (De Waele, 1970).

,a determinacién de magnesic por espectrofoto-
metria de absorcién atémica, no presenta los problemas de
interferencias que existen en el caso del calcio y puede

determinarse directamente en el mineralizado.

8. ELABORACION DE LOS DATOS Y ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS

RESULTADOS .

En el capitulo de resultados, los datos se

muestran en diagramas de barras, graticos ¥ tablas de
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0N resumenes de
se encuentran en el apéndice y en las gue se muestran
iatos

analisis estadistico. Dicho
210 ens
ia varlanza de una entrada, en
en los que sélo se consideré una variable,

raza de Rhizobium emplezada en la inoculacion.

=Andlisis ‘de la wvarianza de doble entrada

(ANOVAZ) ,; cuando se consideraron dos variables,

inoculacioén con Rhizobium y dosis de nitrato suministrado
aia =poincion nutrikbiva.

Duncan para comparar entre si trata-

de correlacidn simple entre




RESULTADOS Y DISCUSION




SELECCION DE RAZAS DE RHIZOBIUM. ENSAYQ DE INFECTIVIDAD

REERECTIVIDAD.

La seleccién de razas de Rhizobium se ha llevado

a cabo aislando

Rhizobium procedentes de nddulos radicales

- s ~ ; 1 i
formados por R. legumirosarum, en plantas

de guisante,

Pisum sativum cv. Lincoln, abordédndose el estudioc de la
infectividad, o capacidad de formar nédulos, asli como de
la efectividad, o capacidad de fijar nitrdégeno en aso-

ciacibn simbiottica.

LLos parametros determinados han sido la
dad nitrogenasa especifica (en umol CoHs « g PB « B2l
nimero y peso seco de ndédulos por planta, peso seco de
planta y contenido en nitrégeno organico total en planta,
cuyos resultados se exponen en la' tahla 4. Bn ella &8
hallan recopilados los datos correspondientes a cinco
taplas Jel apéndice, de la T a la Vv, ambas inclusive, en
las gque se exponen 10os datos primarios asi como el
analisis estadistico realizado. Asimismo, Se€ incluyen los
resultados correspondientes a los testigos usualmente
empleados en este tipo de ensayo: plantas inoculadas con

1a raza 300 de R. legquminosarum (T-300) y plantas no

inoculadas a las gque se les suministré nitrégeno combinado

(8 mM de NOsK) (T-N).

Los parametros determinados en este ensayo, se
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.1vidad nitrogenasa
namero vy peso seco de

peso seco de planta
_ geno « rganico (en mg)
Lnoculadas con distintas

PS PS
Noédulos Planta N total

~J

3.83
.50
132.67

a3 121.47
67 87.13
.67 142.49
.88 77.88
.24 §2.75
.88 19.04
43 178.74
.96 94 .40
97 163.98
5 134,34
.86 118.90
.87 121.41
.57 92.08
.16 140.13
16 134.93
.33 95.82
.55 109.77
.82 107.99
07 118.25
.28 126.68
.91 117.58
.27 132.34
.24 180.85
o 141.57
a1 112.01
i3 124,25
£ 181.20
&f 188.63
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mediante la leterminacidén de los

cion simple que se exponen en la

nfectividad =se ha determinado por

nodulos formados por planta. De logs 60
sriancs ensayados, 28 (expuestos en la Tabla
nédulos efectivos, fijadores de nitrégeno, en
nta huésped utilizada, mientras que con

la nodulacién fue préacticamente nula o
yrmados eran inefectivos, no fijadores
nédulos se caracterizan por ser de

inco verdosos y no rosados, caracteris-
segun Eaglesham et -al  (1982F ¥

no efectivos. Una elevada

aisladas del suelo de Atarfe

v Loja {73%) formaron nédulos

sativum. Sin embargo, de las bacterias

La Mala y Alhama de Granada,

16% vy B% respectivamente, fueron infectivas para

cultivar de guisante utilizado.

La raza de Rhizobium utilizada como testigo,
tipificada v caracterizada (Brewin et al., 1980),
presentd valores de nodulacién elevados. So6lo las razas

GRC38 y GRL2 formaron mayor numerc de nédulos por planta

que la raza testigo (T-300) con diferencias significativas
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10n simple entre

PS
Planta N total

ARA .00

N2 Noédulo 3172 oo

PS Nodulos ol 0. 458 1.000

s: '; ; ) i}f 0.069 0512 1.000
L 0003 0.442 0.971

la masa nodular, expresada en mg

1

las razas adas, fue en general inferior
trenida con la raza 300 de R. leguminosarum, Con
excepcion de las razas GRC38, GRL22 y GRALl9 gque mostraron

valores del 146, 139 y 126 % respectivamente respecto a la

raza testigo.

El nimero y peso seco de nédulos por planta
esté&n positivamente correlacionados (P=0.05) (Tabla 5).
por otra parte, al comparar los parametros de nodulacién
con el peso seco de planta vy contenido de nitrégeno orga-

nico, se observa gue la masa nodular se correlaciona con
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imbos parametros

no el numero de nodulos, tal

omo se senala en un amplio

estudic realizado por Kremer

Peterson (1982b) utilizand fantas . ¢ jud
) utilizando plantas de Jjudia lenteja
i ] 8 e

sahitat e
ANUete

3 1= ] y i i :
Para evaluar la efectividad de la simbiosis en

tacidn de nitréae se h: i
acién de nitrogeno, se han considerado basicamente
parametros: el peso seco de la planta v el contenido

gde nitrooono reducidc

Las leguminosas noduladas que crecen en un medio
sin aporte de nitrdgeno combinado, sélo pueden utilizar el
nitrogeno fijado en simbiosis con Rhizobium. Asi, el
nitrégenc organico acumulado en la planta, puede ser
considerado como el mejor criterio para evaluar la efec-
tividad de las razas de Rhizobium en la fijacién de nitro-
genc atmosferico (Halliday, 13d4}. Por otra parte,

restigadores (Vincent, 1970; Kremer Yy Peterscn,

Halliday, 1984; Bedmar et al., 1984}, han sugerido

peso seco de la planta constituye un parametro

adecuado para la medida de la efectividad de wuna raza de
Rhizobium, debido a la correlacién altamente significativa
de este parametro con el nitrégeno total acumulado en la
planta. Este hecho se observa en los resultados obtenidos
en este trabajo, ya que el indice de correlacién obtenido
entre estos dos parametros mostrdé un valor muy elevado

(Tabla 5), con una alta significacion estadistica
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gongideran g Lro para
ieran ue tro parametro
sUpertiecie foliar 2 > ]

£ Mas represens=

pacidad de fijar nitroégeno en la asociacidén

Rhizobil inc D3
Rhizobium legquminosarum-Pisum sativum (Sadykov

et al.,

1. qg N T - - -~ . (9] 1
983; De Jong et al., 1981). Resultados similares encon=

1581) en la simbiosis Rhizobium

vulgaris. El aumento de superficie

una mayor produccién de fotoasimilados
yortados, bien a los o©Organos de reserva,

scurre con los tratamientos con

resultados obtenidos ponen de manifiesto que
variabilidad en la efectividad de la

lequminosarum-P. sativum en funcion de la

lizada para la inoculacion. El peso seco de plianta
$aris desde 0.88 g . planta-* (plantas inoculadas con la
raza GRC16), hasta valores superiores a 4 g . planta-*,
obtenidos con la inoculacién de las razas GRC37, GRL22,
GRL19 y GRAlS, significativamente superiores a los obte-
nidos con la raza testigo ¥y similares a las plantas no
inoculadas y suministradas con nitrato potdsico 8 mM (T-
N). Asimismo, las plantas inoculadas con cada una de las

cuatro razas anteriormente mencionadas presentaron los
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acumulacion de nitrégeno reducido, con

altamente significativas (P=0.001) respecto a
gos considerados. Streeter v Hannaway (1988
resultados similares estudiando diversas aso-
“iaciones simbidticas Rhizobium-leguminosa. Estos autores
enccntraron que la efectividad simbiética en la fijacidn
de nitrégeno varia significativamente en funcién de la
especifica Rhizobium-leguminosa, y sugieren que

razas de Rhizobium gue se mostraron mas efectivas en
este tipo de ensayo en camara de cultivo, son buenos

candidatos para posteriores ensayos en condiciones de

campo.

los 1ltimos anos se ha generalizado el em?leo

.24 de reduccion de acetileno (ARA) como medida

idad fijadora de nitrégeno. Maier Y Brill

empleo de esta técnica Como criterio

.d en los ensayos de seleccidn de razas de

Rhizobium. Sin embargo, 0os resultados obtenidos en es“e
-rabajo, ponen de manifiesto que la actividad nitrogenasa,
medida mediante el test de reduccién de acetileno, no se
correlaciona con la efectividad de la simbiosis, deter-

minada por el contenido total de nitrogeno y peso Seco de

la planta (Tabla >5). [.as razas OGRC2B, GRI9 ¥ GRI28, que

presentaron elevados valores de ARA, S€ mostraron poco

~fectivas en la fijacién de nitrégeno. Inversamente, razas
muy efectivas COM la CRL22,; GRL19 ¥ GRA19, presentaron
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S R : e A ;
yBEY L ak. 1984 estudiando

simbidt bium phaseoli-

co0lus vulgaris obtuvieron

similares |y
luyeron que la evaluacion de la efectividad simbidtica
dzas de basada en la tecnica de reduccion
BCeE L enn, SOLG BErh

significativa en conjunto con la

rminacién del nitrogeno asimilado.

Viands et al (1981} y Bedmar et al. (1984)
existencia de una gran variabilidad en los
reduccion de acetileno entre cultivares,
~lones. Estos autores sugieren gque la medida
trogenasa s6lo podria ser util, Yy con

en casos de medida puntual de esta actividad
igaciones con bacterias fijadoras de nitrégeno
no siendo criterio valido en la

de Rhizobium. En € caso del creci-

(peso seco de planta), se mide un

1

largo del tiempo, mientras que la
técnica de reduccién de acetileno es puntual y se realiza
en un momento detsrminado del desarrollo de la asociacién
bacteria-planta. Incluso cuando los resultados obtenidos
con la técnica de reduccién de acetileno se correlacionen

con el peso de planta y acumulacién de nitrégeno organico,

es necesario estudiar estos dos altimos parametros para

obtener resultados concluyentes e€n el estudio de .la

efectividad de la simbios.s rRhizobium-leguminosa
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L9g8)

En trabajo, Smitl
trabajo, ‘Smith v Hume (1987

consideran que el factor de conversion CzHa/N2, gque se usa
n CaHa/Nz, §

para calcular la cantidad de nitrdgeno fijado a partir de
las medidas de reduccidon de acetileno a etileno, buede
verse modificado por diversos factores: a) produccidon de
H> concomitante con la fijacién de nitrdgeno (Postgate,
Burris, 1984Y; b) la incubacidn de las

en presencia de acetileno deprime la
rogenasa en algunas leguminosas (Minchin et
la extraccién de las raices del suelo Yy su
parte aérea, probablemente afecti de
funcionamiento del nédulo, contribuyendo

a una subestimacién de la actividad nitrogenasa (Smith y

Hume ,

[.a utilizacién de inoculantes bacterianos en la
practica agricola para mejorar la produccién de los cul-
tives de leguminosas, justifica 1la seleccién de razas de
Rhizobium bien adaptadas a cultivares especificos de
planta haesped y condiciones ambientales locales. El éxito
de un inoculante pacteriano en el suelo va a depender,
entre otros factores, de la capacidad competitiva del

incculante frente a la poblacién de Rhizobium en el suelo

(Smith, 1387}. Recientemente, Dowling et al. (1988) han
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Llndlicado gue la competi de Rhizobi
} de Rhizobium para

formar nodulos radicales L ec
‘ los radicales leguminosas puede conside-

omo el factor mas importa i
I factor mas importante que limita el éxito de

@ 13'."}. 1((1(4' n ‘1'\: i Nnoc Ul ! 3 3 i £ 2 c E) d t ca
; 3 LTI ances pacte l1ano : lé : !
4 * 3 t L
anii o l.&.l .

i o :
La finalidad de este tipo de ensayo ha sido

la capacidad competitiva para la formacion de

1he -~ ] A= - e T
los, le las razas de Rhizobium gue mostraron mayor

tividad en la fijacioén de nitrégeno (ensayo anterior),

te a las poblaciones autoctonas de Rhizobium presentes
ensayo se ha realizado utilizando como

Vicia faba minor c¢v. Alameda (Tabla 6) ¥y

Pisum sativum cv. Lincoln (Tabla 7}, cultivadas en dos
suelos diferentes, uno procedente de la zona agricola de

otro de Alhama de Granada.

51 disefio experimental de grupos de inoculacidn
utilizudu’;apartad@ 5.2.1 de Material y Métodos) permite
comparar, al menos parcialmente, la capacidad competitiva
antre las distintas ragas de Rhizobium ensayadas. LoOS
resultados se expresan mediante el coeficiente de competi-
tividad, definido como el % de nédulos formados por una

raza.

La capacidad competitiva de las razas de
Rhizobium ensayadas varié notablemente en funcién del
suelo y especie de leguminosa utilizada como planta
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Coeticiente de competitividad, expresado en % de
nodulos formados en plantas de haba (Vicia faba
minor cv. Alameda), para las razas dentro de cada
grupe de inoculacidn (GI, GIIl, GIII, GIV, &€¢ y GVI)
en los suelos correspondientes a las zonas
agricolas de Alhama de Granada e Iznalloz. El ensa-
yo de competitividad se llevo a cabo en condiciones
de invernadero.

SUELOS

GRUPOS ALHAMA IZNALLOZ

GRC20 ; 5.4
\’;R1116 . St
GRI32 (

al

oD
Wi
GRLI1
{ i

1
\

RE 17

GRIZ24
300
GRL11

GRL22
GRLM25
GRC38

GRLS
GRC37
GRLM40

GRA19
GRI3
GRL10




huesped. En los experimentos realizados con guisante

(Tabla 7), los rizobios autéctonos del suelo formaron la

mayoria o todos los nédulos en ambos suelos. De las 18

razas ensayadas, s6lo el 28% formaron nédulos en plantas

de guisante cuando se inocularon en el suelo de Alhama y

el 33% en el suelo de Iznalloz, oscilando los valores del

coeficiente de competitividad entre el 2-27% y 2-19%, en

los dos suelos respectivamente. Sin embargo, en haba, los
resultados obtenidos de competitividad son considerable-
mente superiores a los de guisante. El 72% de las razas
utilizadas formaron ndédulos en el suelo de Alhama de
Granada y el 67% en el suelo de 1Iznalloz, estando los
valores del coeficiente de competitividad comprendidos

entre 2-77% y 2-71% en los dos suelos respectivamente.

Las razas de Rhizobium que presentaron mayor
coeficiente de competitividad, cuando se inocularon en
plan & haba (Tabla 6), son 1a GRIJ (62.7%), GRIS8
(58.5%) GRA19 (77.5%) gque formaron mas del 50% de los
nédulos en el suelo de Alhama de Granada, mientras que en
el suelo de Iznalloz, s6lo las razas GRI7 y GRAl9 supe-
raron este porcentaje. Valores préximos se obtuvo con las

razas GRC20 (36.6%) y GRL22 (42.5%) en el suelo de Alhama

de Granada y GRL8 (35.7%) en el suelo de Iznalloz.

Un hecho a destacar, es que razas gue se mostra-

1 Ve ijacié i sno en simbiosis
ron muy efectivas en la fijacién de nitrégeno e
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Coeficiente de competitividacd, expresado en % de
nodulos formados en plantas de guisante (Pisum
sativum cv. Lincoln), para las razas de cada grupo
de inoculacion (GL, GII, GIILl; GIV, GN y G¥1] an
los suelos correspondientes a las zonas agricolas
de Alhama de Granada e Iznalloz. El ensayo de

competitividad se llevé a cabo en condiciones de
invernadero.

SUELOS

GRUPQS RAZAS IZNALLOZ

GRC20
GRIL16

GRI32

GRI7
GRL19
GRC17

GRI24
300
GRL11

GRL22
GRLM25
GRC38

GRLS
GRC37
GRLM40

GRA19
GRI3
GRL10




EON  muy poco competitivas

suelo,; tanto en plantas de haba

guisante. Aungue algunos autores (Marques Pinto et

1974; Labandera y Vincent, 1975) han indicado que las

mas efectivas pueden ser tambien las mas competi-

le forma gue la planta huésped puede ejercer un
preferencial para la infeccidn por razas mas efec-
embargo, también se ha descrito que en algunos

~fectivas eran mas competitivas gue razas

(Erence . ¥ Vificent, 1976; Johnston

Amarger (1981), en un estudio realizado

con mutantes de Rhizobium que habian perdido la capacidad
-6geno, concluyé que la propiedad simbidtica

es totalmente independiente de la efec-

puede permanecer inalterada tras la

perder la capacidad de fijar

actual clasificacion de Rhizobium

R. leguminosarum biovar. vicieae agrupa

que infectan a Pisum, Vicia y Lens. Las
razas de Rhizobium ensayadas han si1do aisladas de nédulos

radicales de Vicia faba minor cv. Alameda, excepto la raza

300 de Rhizobium lequminosarum (Brewin et al., 1380},

obtenida de una coleccién y aislada de nédulos radicales

de Pisum sativum. LOS resultados obtenidos en este trabajo

sugieren que el origen de las razas, es decir, la planta

178




1

hi1& e rer 1 e Y B g g 4 1
Duesped de  la cudl han sidc alsladas, puede influir nota-

blemente en la capacidad ompetitiva de éstas cuando se

v ~ oy ]
| L i

an en el suelo. En general, las razas aisladas de
noédulos radicales de haba fueron mas competitivas cuando

esta leguminosa como planta huésped. Por otra
la raza 300 fue poco competitiva cuando se inoculé
rlantas de haba, en los dos suelos utilizados, mientras

guisante alcanzd el valor mas alto de coeficiente

itividad (27%) en el suelo de Alhama de Granada.

investigaciones se ha puesto de

pueden existir diferencias en la competi-

razas de Rhizobium en funcién del cultivar de

empleado (McLoughlin y Dunican, 1985; Arsac

21, 1986), de tal forma que una planta deter-
seleccionar preferentemente una raza especi-

te en una poblacién bacteriana compleja. En

oste efecto utilizando plantas de

guisante y plantas de haba, frete a las cuales las razas
bacterianas ensayadas presentan diferente coeficiente de
competitividad. Aungue no se conoce con exactitud cémo
puede afectar la planta hospedadora sobre la competiti-

vidad de las razas de Rhizobium, Djordjevic et al. (1985)

evidenciaron que los genes que determinan la especificidad

para la planta huésped, también afectan a la competiti-

vidad.




este trabajo y reflejados

lo concluido por Dowling y

986) > - consideran  que ia competitividad

de Rhizobium para la formacion de noédulos en
Laguminosas; constituye un proceso compiejo en el
ionan tres facitores principalmente; el gefoms

el genoma del eucariota y el ambiente. De

tres factores dependera el éxito

en condiciones de campo. En un estudio

titividad de tre azas de Rhizobium para la

-n Cicer arietinum cuando eran inocu-

diiferentes, Somasegaran et al. (1988)

capacidad competitiva estaba influen-

medio de cultivo utilizado para el creci-
Rhizobium, el genotipo de planta huésped, las
+rinsecas entre distintas razas de Rhizobium

Helllizaad.

realizados por Martensson gt i

competicion entre las razas inoculadas y las

del suelo, usando el ensayo ELISA (Enzyme-

linked inmunosorbent assay), concluyen que, aunque es atil
incrementar los niveles de inoculantes, no es obligatorio
que todos los nédulos deban proceder de las razas inocu-

ladas para obtener mejoras en la cosecha. Por tanto, los

resultados de nodulacién obtenidos en los ensayos de

competitividad realizados en este trabajo, podrian estar
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limites permitidos par i
mites permitidos para conseguir optimizar la

aciones rizobios lel suelo, inclu-

razas inetfectivas

, puedaen ser altamente competi-=
tivas para la formacion de nodulos, prihcipalmente debido
su adaptacidn las condiciones ambientalos 1oCales
puece ser la causa, en muchos

obtenido con el emplec de inocu-

Debido a esto, @s conveniente la uti-

‘ulantes obtenidos con razas autéctonas de

:daptadas a un ambiente determinado y para

‘ica (Dowling et al.; 1888):

LA INTERACCION ENTRE LA FERTILIZACION

S IMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSA.

exponen los resultados corres-

leterminado por el peso seco de
parte aerea Y frutos, de plantas de guisante (Pisum
sativum cv. Lincoln) inoculadas con razas silvestres de
Rhizobium (GRL19, GRC37, GRA19 v GRLZ2), para todos los
rratamientos (2, 4, B ¥ 8 mM de NOa3K) Y recogidas
ensayadas (primera recogida = diagrama A; segunda
recogida = diagrama B; tercera recogida = diagrama C): En

ella se recopilan los datos correspondientes a cinco
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tablas dal apéndics 3 y i
" 4 38 W e ¢ \ ] 7 e : ;
E gde dla VI a da X, ambas lnclusive, en

las gue se exponer | :
1 & SXponen |1 primarios, asi como el ana-

pstadistico

Segun este estudio estadistico, las tres fuentes

de variaciodén consideradas, nivel de nitrato  (N)
5 '

inocu-

6én con Rhizobium (R} e interaccion N x R, presentah un
grado @  significacién, en 10s tres estadios de

~recimiento estudiados.

plantas gque sélo disponen del nitroégeno
combinado del medio (Testigos no inoculados), la pro-
duccion vegetal aumenta progresivamente al incrementar el
nivel de ritrato del medio desde 2 a 8 mM, en los tres
estadios de crecimiento. Sin embargo, en las plantas ino-
culadas, la respuesta a la fertilizacién nitrogenada sigue
un comportamiento distinto, variando en funcién de la raza

empleada en la inoculacién y del estadio de crecimiento.

En la primera recogida, las diferencias obser-
vadas en la produccion vegetal se deben fundamentalmente
al nivel de nitrato del medio, con un 92% del efecto sobre
el peso seco de parte aé .a, mientras que la inoculacién
con razas de Rhizobium representé s6lo un 6% del efecto.
En la etapa juvenil, las diferencias apreciadas en el peso
seco de parte aérea, entre plantas inoculadas y no inocu-
ladas, no son muy notables, probablemente debido a que las
plantulas pueden absorber el nitrégeno combinado del medio
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pocos dias 28 S 1¢
1 _ _ : , i
después de la germinacién de las semillas
’

mientras Qque 3 formacic j :
\ientras que la formacién de nédulos radicales efectivos

para fisar ) . e s
; LJjer el nitrogeno atmosférico, requiere varias

semanas (Beusichen y Langelan, 1984)
4 o (o r s

e

-

Al avanzar la edad del cultivo, se observa un

aumento progresivo del efecto de la inoculacién con
Rhizobium sobre la produccidén vegetal (34% y 66% en la
segunda y tercera recogida respectivamente) y una menor

incidencia de la fertilizacién nitrogenada (46% y 13% en

la segunda y tercera recogida respectivamente). Asimismo,

el efecto de la tercera variable considerada, interaccién
R, sobre la produccién vegetal también aumenté desde

en la primera recogida hasta un 20% en la tercera.

Los resultados observados en la figura 1 ponen

que los niveles de nitrato 2 y 4 mM son

para el crecimiento cuando las plantas no

simbiosis efectiva. Resultados similares encon-

traron Vance v Heichel (1981} ¥ LLluch et al (1387}

utilizando leguminosas forrajecas.

En la segunda recogida, realizada en floracién e
inicio de fructificacidn, se observa que la inoculacién
con las cuatro razas de Rhizobium empleadas, increment6
considerablemente el peso seco de parte aérea respecto a
los testigos no inoculados, aproximadamente el 240% con el
nivel 2 mM de nitrato Yy el 185% con el nivel 4 mM. Cuando
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las plantas dispo le ni o G
_ disponen de nitrato 6 mM, sdlo la inoculacién

con la raza GRLLY iner 0 B 25
a GRL19 incrementd el peso seco de parte aérea

esrecto al ' feetigon ne arscylacs

mientras que a 8 mM de
nitrato no se. observan diferencias significativas entre
plantas inoculadas y testigos no inoculados. Estas dosis
de nitroégeno pueden ser consideradas como una colaboracién

de lujo en la nutricién nitrogenada de leguminosas inocu-

ladas (Beusichem, 1982).

En la tercera recogida, el efecto de la inocu-
lacién con  Rhizobium sobre la produccién vegetal alcanza
el nivel maximo, acentuandose las diferencias existentes
entre plantas inoculadas y testigos no inoculados, asi
como las diferencias entre las distintas razas empleadas.
Por tanto se puede suponer que la actividad fijadora de
nitrégeno depende de la etapa de crecimiento de la planta
(Hardy y Havelka, 1975). Con las dosis de nitrato 2, 4 ¥ 6
mM, lé :noculacién con las cuatro razas de Rhizobium
ensayadas ngr@muntm .1 rendimiento en materia seca
respecto a los testigos no inoculados, siendo estos
incrementos maximos en el nivel 2 mM (>450%) y minimos en
el nivel 6 mM (>140%). cuando la dosis de nitrato en el
swedio fue 8 mM, 1las plantas inoculadas con las razas
GRC27 y GRL22 no presentaron diferencias significativas
en el peso de parte aérea frente al testigo 8 mM no

inoculado. Sin embargo, la inoculacién con las razas GRL19

y GRA1S9 disminuye la produccidn vegetal frente al testigo
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no inoculado 8 mM.

El e’ecte negativo de la intculacién en al

rendimiento de los cultivos puede ser explicada teniendo

en cuenta los altos requerimientos energéticos de los

sistemas fijadores de nitrogeno en comparacién con la

—— e

yeduccion de nitrétos (Pate et al., 1979). Bn las plantas

fijadoras de nitrégeno se requiere energia para la

formacioén y mantenimiento de los nédulos. Como a elevados
niveles de nitrog=no combinadec la fijacién esta practica-
mente inhibida mientras gque la nodulacién estéa parcial,
pero no totalmente inhibida (Figura 3), puede existir un
consumo inutil de energia en la formacidén y mantenimiento

de nédulos inefectivos (Oghoghorie y Pate, 1971).

Como parameiro de cosecha, se ha determinado el

de semillas, expresado en g planta-!, para
todos los tratamientos ensayados y en la tercera recogida
efectuada, que coincide con el periodo de maduracion
fisioloégica y senescencia del cultivo, cuyos resultados se
exponen en la figura 2. Los datos primarios relativos a
esta figura, sometidos a un anadlisis estadistico adecuado,

se hayan expuestos en la tabla XI del apéndice.

Las diferencias observadas en la cosecha se
deben principalmente a la interaccién N x R, asi como a la
incculacién con razas de Rhizobium, que fueron respon-
sables respectivamente del 48% y 27% del efecto sobre el
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TRATAMIENTOS

Peso seco de semillas de plantas de Pisum sativum inoculadas
con distintas razas de Rhizobium, GRL19 (@), GRC37 (A),
GRA19 (H) y GRL22 (), testigos no inoculados (&) y fer-
tilizadas con cuatro niveles de nitrato (2, 4, 6 y 8 mM de
NO,EK). Tercera recogida.




peso seco de semillas/planta. Estos resultados indican

que en cualquier programa de mejora de la simbiosis

BT e s . % m S ] |
Rhizobium-leguminosa, el estudio de la interaccién entre

la fertilizacion nitrogenada y las razas de Rhizobium a

utilizar, es de capital importancia.

Los resultados de cosecha obtenidos sugieren que
existe una interaccién positiva entre pequefios niveles de
nitrogeno combinado e inoculacidén con razas efectivas de
Rhizobium. Con niveles bajos de nitrato (2 y 4 mM), la
inoculacioén con cada una de las cuatro razas de Rhizobium
ensayadas, increment6 significativamente la cosecha
respecto a las plantas no inoculadas, obteniéndose los
resultados méximos con la dosis mas baja de nitrégeno
combinado (2 mM), inclusc superiores o similares a los
alcanzados en las plantas no inoculadas y fertilizadas con

niveles altos de nitrato (6 y 8 mM).

Se ha demostrado que las leguminosas grano, soja
(Thibodeau y Jaworski, 1975), judia (Franco et al., TE78Y,
guisante (De Jong et al., 1982) y garbanzo (Rawstorne et
al., 1%985), pueden beneficiarse del efecto complementario
de los procesos de fijacién de nitrégeno y reduccién de
nitratos. De hecho, aunque la capacidad de las leguminosas
para formar simbiosis efectivas con Rhizobium reducen sus
requerimientos por el nitrégeno del suelo, el maximo

rendimiento no puede alcanzarse en ausencia de nitrogeno
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combinado (Hageman, 1979).
De forma similar a lo observado en el peso seco

de parte aerea (Figura 1), con elevados niveles de nitrato

y 2 - S0t 1
(6 y 8 mM), no se aprecia un efecto positivo de la inocu-

lacion, obteniéndose valores de cosecha similares o infe-

riores a los alcanzados con los testigos no inoculados. En

general, al incrementar el nivel de nitrato en el medio,

las plantas inoculadas y testigos no inoculados siguen un
comportamiento totalmente diferente, mientras en las
rimeras la cosecha disminuye progresivamente al aumentar

el nivel de nitrato en el medio, en las segundas aumenta.

En la tabla 8 se hayan expuestos los resultados
relativos a la relacidén peso seco de raiz/parte aérea
(R/PA), de plantas de guisante para los distintos trata-
mientos vy recogidas ensayadas. Dichos resultados se han
obtenido a partir de los datos expuestos en las tablas VI,
VII, VIII (peso seco de parte aérea), XII, X1tz y IXI¥

(peso seco de la raiz) del apéndice.

El tamano del sistema radical puede condicionar
la capacidad de absorcién de la raiz, estando influenciado
por el tipo de fertilizacién y por la fijacién de nitroé-
geno (Thornley, 1972). En las leguminosas, la presencia de
nédulos en las raices anade una complicacién al problema;
de hecho, los sistemas radicales nodulados parecen Ser
metabélicamente mas activos (Ryle et al., 1978) que los

189




rabla 8. Relacidn peso seco de raiz/parte aérea de plantas

de Plsgm sgtivum cv. Lincoln inoculadas con razas
de Rhizobium y testigos no inoculados (T), para
los cuatro tratamientos (2, 4, 6 y 8 mM de’NO-K
y recogidas ensayadas. &

Tratam.

O Oy o= B

o O = 0D

2
<
6
8

sistemas radicales que carecen de nédulos vy utilizan el
nitrégeno combinado. Esto indica que las leguminosas nodu-
ladas poseen generalmente un sistema radical distinto
cualitativa y cuantitativamente, con una relacién R/PA

mayor que en plantas que crecen en medio con nitrato (Ryle

t al., 1981).

En los resultados expuestos éen la tabla 8, se
observa que la relacién R/PA se ve modificada con el nivel

de nitrato presente en la solucién nutritiva y con la ino-
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culacion de razas efectivas de Rhizobium. Al incrementar

e Sy . L
la dosis de nitrato, disminuye dicha relacién
- r

alcanzan-

dose los valores maximos a 2 ¥y 4 mM y minimos a 6 y 8 mM

Este efecto se pone de manifiesto claramente en los

testigos no inoculados durante las tres recogidas efec-
t+ 4 a1

tuadas. Sin embargo, en las plantas inoculadas, s6lo se
observa este comportamiento durante la etapa juvenil del

cultivo, cuando las plantas utilizan principalmente el

nitrégeno combinado del medio.

hservar la relacién R/PA se evidencia gque
cuando en el medio existen niveles limitantes de nitrégeno
combinado, el sistema radical responde aumentando de
tamano, probablemente para incrementar la superficie de
absorcién. Sin duda, esto se va a traducir en un mayor
consumo de fotosintato (Schubert, 1986)‘que no podréa ser
utilizado para el crecimiento de los ©6rganos aéreos, tal
pocne de manifiesto en el peso seco obtenido en

(Figura 1). De esta forma, el valor maximo

de la relacién R/PA se alcanzé en las plantas no
inoculadas suministradas con mM de nitrato y en el
periodo final del cultivo, cuando la demanda por este

nutriente es maxima, debido a 1la formacién de los frutos.

La relacién R/PA parece reflejar el equilibrio
entre las diversas actividades de raiz y parte aérea en el

ambiente en el cual crecen las plantas. Una deficiencia de
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nitrogeno incrementa la relacién R/PA, mientras que cuando

las plantas reciben altos niveles de nitrégeno, esta

relacién puede disminuir (Clement et al., 1978). La inocu-

lacidén bacteriana puede afectar el desarroll., radical que

modificaria la relacidén R/PA, efecto descrito en biblio-

grafia por Goodlass y Smith (1879).

En general, las plantas noduladas presentan una
relacidn R/PA menor que sus respectivos testigos no inocu-
lados. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos
por Ligero (1984) -estudiando la simbiosis Rhizobium

meliloti-Medicago sativa, pudiendo estar esto relacionado

con la mayor liberacién de etileno endégeno por parte del
sistema radical nodulado, que inhibe el desarrollo radical

(Ligero et al., 1986).

Se ha cuestionado si existen o no cambios morfo-
l6gicos en el sistema radical asociados con la asimilacién
de ﬁitréqeno ~ombinado del suelo (Sprent, 1984). Existen
algunas evidencias que sugieren que el nitrato estimula la
formacién de raices laterales, lo cual podria aumentar el
area de absorcién del ion, de forma que las plantas nodu-
ladas presentan un menor desarrollo del sistema radical
que las que s6lo disponen del nitrato del medio, efecto
evidenciado en este trabajo. ' gin embargo, también se han
obtenido resultados contrarios en plantas noduladas de

trébol que presentaban una relacién R/PA mayor que plantas
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gue crecen en medio copn nitreto (Ryle et al., 1%981)

Desarrollo de la nodulacién v actividad nitrogenasa

- . i
Para estudiar el efecto de los cuatro niveles de

nitrato ensayados (2, 4, 6 y 8 mM de NOsK) sobre la nodu-

lacién, se ha determinado el peso seco de ndédulos cuyos

resultados se exponen en la figura 3 (Diagramas A y B)

Asimismo, se ha estudiado el efectoc del nitrato sobre la
actividad nitrogenasa (Diagrama C), medida mediante la
t+écnica de reduccién de acetileno (ARA). En dicha figura
se recogen los datos originales gque estan expuestos en las

tablas XV, XVI y XVII del apéndice.

Fn esta figura se observa que tanto el peso seco
de nédulos (Diagramas A y B) como la actividad nitrogenasa
(Diagrama C), disminuyen progresivamente al aumentar el
nivel de nitrato presente en la solucién nutritiva desde 2

a 8 mM.

Si se comparan los resultados de nodulacién
obtenidos cuando las plantas disponen de nitrato en el
medio, con los expuestos en la tabla 1 (plantas crecidas
con solucién nutritiva libre de nitrégeno), S€ puede
apreciar que existe un efecto beneficioso de la adicién
de bajos niveles de nitrato sobre la masa nodular
obtenida con la inoculacién de las razas GRL19 y GRC37.

gin embargo, la raza GRL22 se muestra mas sensible al
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cifira (c) de plantas de guisante inoculadas con razas de
Rhizobium (GRL19, GRC37, GRA19 y GRL22), en los cuatro tra-
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]:it rogeno e a0 i = g
1 % QH‘LLLH(JLU,!; c,l_[,r]g:: landose un "{QSCEHSO o La ine

lacion, incluso con 2 mM. de nitrato, Al incrementar la
nitrogeno en el medic de cultivo desde 2 a 4 mM,
pserva un brusco descenso =n el peso seco de nédulos,
serieral en las cuatro razas de Rhizobium ensayadas,
las razas CRL19 'y GRAlS las que obtuvieron mayoxr
nodulos, probablemente debido a una mayor

T ¢

itrogeno combinado.

numerosas investigaciones se ha estudiado el
nitrégeno combinado sobre la simbiosis

Asi, se ha descrito que puede

de nodulacién actuando en distintas

(Munns, 1968; Chen y Phillips, 1977; Wong,

Bri 1978: Houwaard, 1980; Truchet y

35y 'y la actividad nitrogenasa

Pate, 1971; Rigaud et al., 1973; Pagan £

inchant y Rigaud, 1980; 1981). Sin embargo,

que pequenos niveles de nitrégeno

combinado, amonio y nitrato, pueden tener un efecto posi-
sobre a2 nodulacién y fijacion de nitrégeno en la

simbiosis Rhizobium legquminosarum-Pisum sativum

(Bethlenfalvay et al., 1978]

Mientra- bajas concentraciones de nitrato pueden
estimular la formacidn, crecimiento y/O actividad nitroge-

nasa, concentraciones superiores a 2 mM, aproximadamente,
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denrime ] : S e un
leprimen la ftormacidn y crecimiento nodulares asi como la

activide nit 5 ¢ 1C
ctividad nitrogenasa, e proporcion a la cantidad de

nitrato suminiztrado (Stree , 1986 ) Sin embargo, en
_ s ;

este estudio se observa que la sensibilidad al nitrato
presente en el medio, varia segun la raza de Rhizobium
utilizada en la inoculacién, presentando las razas GRL19 y
GRA19 una tendencia a ser mas tolerantes a niveles medios

de nitrato 4y 6 mM), mientras la raza GRL22 se muestra

resultando inhibida incluso en presencia de

Determinaciones bioguimicas.

para la determinacién de la actividad nitrato

reductasa (NRA), se pueden utilizar dos tipos de ensayo in
vivo a fin de determinar la actividad potencial (ensayo +
la real (ensayo - NOs—). El ensayo in vive + NOs
.onsiderarse como un indicador de la actividad
reductasa en el tejide cuando el nitrato y el

poder reductor no 0N limitantes (Radin, 1978). 8in
embargo, el ensayoc in vivo - Y0a- es considerade COmp el
me jor método de estimacién de la actividad nitrato

reductasa in situ del tejido (Andrews et Ay 1984

En el presente trabajo se ha utilizado el ensayo

in vivo - NOs~ para determinar la actividad in situ del

tejide, Dicho ensayo se ha llevado a cabo en dos etapas de

crecimiento del cultivo, etapa juvenil y etapa de flo-
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. Actividad nitrato reductasa, ensayo in vive - NO ~, en

hoja, tallo y raiz de plantas de guisante inoculadas con
razas de Rhizobium (GRL19, GRC37, GRA19 y GRL22) y tes-
tigos no inoculados (T), para los cuatro niveles de ni-
trato ensayados, 2 (), 4 (A, 6 () v 8 (B) mM  de
NO3K. pPrimera recogida.
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rariec oS latoe PN S ”
racion. LOs datos correspondientes a estas determinaciones

se muestran en los diagramas de barras de las figuras 4 y

= - S s o o it Ea et
b respectivamente, en las gue se exponen los resultados de

Sl e ik . "
actividad nitrato reductasa en hoja, tallo y raiz, expre-

Eados on pmol MO~  g-t PF . h-

Estos datos proceden de

6§ tablas del apéndice, de la XVIII a la XXIII, ambas
inclusive, en las que se puede observar, ademas de los
datos primarios, la media de las 4 repeticiones, el ana-

de la varianza y las minimas diferencias significa-

entre medias.

Las diferencias observadas para la actividad
nitrato reductasa en los 6rganos aéreos, hoja y tallo, son
debidas fundamentalmente al efecto del nivel de nitrato
presente en la soluciodn nutritiva. Asi, en hoja dicho
efecto es de un 88% y 98% y en tallo un 86% y 96%, respec-

los dos estadios de crecimiento conside-

v segunda recogida). Sin embargo, en raiz

inoculacién con Rhizobium fue mas notable,

del efecto sobre la actividad nitrato

reductasa radical, en la primera Yy segunda recogida

respectivamente.

En los 6rgancs aéreos, tallo y hoja, se observa
gue la actividad nitrato reductasa varié notablemente en
funcién del nitrato suministrado en la solucién nutritiva

{Andrews, 1986). Cuando el nivel de nitrato en el medio es
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. Actividad nitrato reductasa, ensayo in vivo - NO_ , en
hoja, tallo y raiz de plantas de guisante inoculadas con
razas de Rhizobium (GRL19, GRC37, GRA19 y GRL22) y tes-
tigos no inoculados frT), para los cuatro niveles de ni-
trato ensayados, 2 (OJ), 4 (@A), 6 (K) y 8 (B) mM de
NOBK. Segunda recogida.




i b mM | S : l x
bajo (2 mM), la actividad nitrato reductasa detectada en

hoja y tallo es précticamente nula y la

reduccion de

nitratos tiene lugar principalmente en la raiz, resultados

seme jantes a los obtenidos por Wallace (E986). S n

embargo, al incrementar el nivel de nitrato suministrado
r

aumenta considerablemente la actividad nitrato reductasa

en los Organos aéreos (Figuras 4 y 5).

Se ha descrito ampliamente gue el nitrato inhibe

la nodulacién vy fijacién de nit+6égeno en Pisum sativum,

Sin embargo, se conoce muy poco acerca del efecto de la
nodulacién y fijacién de nitrdgeno sobre la reducciodn y
asimilacién de nitratos. Conejero et al. (1986) observaron
que la nodulacién en plantas de soja deprimia la actividad
nitrato reoductasa en hoja (ensayo in vitro), en compa-
racién con plantas no noduladas. Sin embargo, los resul-
tados obtenidos en este trabajo muestran que la actividad

nitrato reductasa (ensayo in vivo) en hoja de guisante no

es deprimida por la inoculacién con Rhizobium, obtenién-
dose incluso valores superiores, en algunos casos, en
plantas inoculadas respecto a los testigos no inoculados.
En general, en la primera recogida se observa que la ino-
culacion con las razas GRL19, GRC37 y GRAlS incrementa la
actividad nitrato reductasa en hoja, no obse;véndose dife-
rencias significativas con la raza GRL22 respecto a los
testigos no inoculados. Por otra parte, la inoculacién con
razas efectivas de Rhizobium provocé un aumento signifi-
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cativo de la actividad nitrato reductasa en tallo respecto

a las plantas testigo no inoculadas, aprecidndose dicho

efecto principalmente en la primera recogida y cuando en

el medio el nivel de nitrato era 4 mM. Resultados simi-

lares encontraron Ligero et al. (1987k) estudiando

diversas asocliaciones Pisum sativum-Rhizobium

leguminosarum.

Un hecho a destacar es la importancia del tallo
en la reduccién de nitratos, ya evidenciada por Andrews et

Al. (1984 . segin los resultados obtenidos, cuando las

plantas de guisante crecen con niveles de nitrato supe-

riores a 2 mM, el tallo se ccmporta COmMO un érgano muy
activo en la reduccién de nitrates. La importancia del
tallo en la economia del nitrégeno en la planta también se
pone de manifiesto al observar la correlacion existente
entre este parametro y el peso seco de la planta asi como
el contenido de nitrégeno organico de la misma (Tablas 19

20

Los resultados obtenidos de actividad nitrato
reductasa en hoja, tallo y raiz en la primera y segunda
recogida, se han relacionado entre si mediante la
determinacién de los coeficientes de correlacién simple,

expuestos en la tabla 9.

Se observa que la actividad nitrato reductasa en
hoja y tallo estan estrechamente correlacionadas, con un
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