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Resumen. 

Entre las •oléculas que intervienen en el proceso de 

infección de parte de Rhizobiu• a una leguminosa, se propone 

que los exopol isacáridos <EPS> tengan un papel relevante en 

lo& eventos iniciales de la infección, co•o es el curvaaiento 

del pelo radicular y la foraación del tubo infeccioso. 

Las bacterias autantes MSBV 01 a 07 <provenientes de la 

cepa CIAT 899 de Rhizobiu• phaseoli>, deficientes en la 

producción de exopol isacáridos CEPS>, fueron aisladas para 

investigar &U papel en ta habilidad para infectar, nodular y 

fijar nitrógeno en Phaseo 1 us 

verific6 la infectividad de 

vulgaris var. 

las 

Canario 107. Se 

establecer una siabiosis efectiva>, 

•utantes (capacidad de 

en plantas de frijol 

crecida& en unidades CP, co•o es la adhesión y curva•iento de 

pelo& radiculares •ediante la tinción con rosa de bengala Y 

la •ortología del n6dulo en diferentes etapas de desarrollo 

con safranina-azul de •etileno. Por otro lado, la eficiencia 

del fenotipo de fijación de nitrógeno CFix+> se •idi6 por el 

•etodo de reducción de acetileno en plantas de 30 días 

crecidas en el &i&te•a de "jarra-botella" de Leonard. 

En resultados obtenidos todas las mutantes presentaron 

n6dulo& con presencia de bacteroides y efectivos a excepción 

de la mutante 04 que resultó inefectiva. En conclusidn, 

pode•os sugerir que los EPS no intervinieron en el proceso de 

infección y de fijación de nitrógeno y probablemente sean los 

lipopolisacáridos los que posean un papel relevante en el 

proceso de fijaci6n simbiótica de nitrógeno. 



Evaluación de la capacidad da nodulaci6n y f ijaciOn da 

nitrógeno de •utantes deficientes en la producción de 

exopolisacárido& de Rhízobiu• phaseoli (cepas HSBV 01 a 07) 

en su ínleracción con Phaseolus vulgaris var. Canario 107. 

Introducción. 

General tdades. 

El nitrógeno es un constituyente esencial do laa 

proteínas, y &e necqsitan grandes cantidades de) aisao para 

todas las for•as de vida. Sin a•bar10. aunque se encuentra 

constituyendo casi el 80~ de Ja a~•O&fara terrestre, e& 

qul•ica•ente inerte, y no pueda ser aprovechado por la 

•ayar{a de los organis•os~ Todas la& plantas y aniaales, a&( 

co•o la •ayoría de los •icrooraaniw•os, dependen de una 

fuente de nilrOceno coabinado o fijado para su nutrición. El 

nitrogeno co•binado en foraa de aaonio, nitrato y coapuestos 

orgánicos, es real•ente escaso en el suelo y agua y a aanudo 

constituye una li•itante para el desarrollo de los seres 

vivos. Por esta raz6n el ciclo de transforaaci6n de lo& 

coapuestos del nitrógeno, es de gran iaportancia para el 

abasteci•ienlo de las for•as de nítr6geno requerido para las 

diversa& clases de organismos de la biosfera (Bri 11, 1981; 

Fassbendar y Borne•isza, 1967; Dcbereiner, 1989). 

Ciclo ~nitrógeno 9.ll 11!.. naturaleza. 

AnLes de analizar el eetabolis•o nitrogenado un las 
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plantas, describireaos lo que se conoce coao el ciclo del 

nitrógeno en la naturaleza (figura 1): 

Alguna cantidad del nitrógeno ataosférico, puede ser 

fijado aediante descargas el~ctricas, luz ultravioleta, 

equipo eléctrico y por coabustión interna, sin embargo estos 

procesos no biológicos son cuantitativaaente insignificantes, 

juntos aportan solo el O. 5JO de la fijación lota 1 de 

nitrógeno. Aón la f ijaci6n industrial, que involucra el 

proceso de Haber, en el cual el nitrógeno aolecular es 

reducido a aaoníaco e•pleándose condiciones de 100-300 

al•Ósferas de presión y te•peraturas de 400-600• e en 

presencia de cataliz.adores, contribuye con tan soto el SS. 

As {, cerca de 1 90~ de todo el nitrógeno fija do es aportado 

por la fijaci6n biol6gica <Postgate, 1976; Bril 1, 

19611 Fassbender y Borne•isza, 1967). 

El nitr6geno at•osf érico es fijado por algunos 

•icroorganis•o& Cf ijadores) y convertido en nitrógeno 

inorgánico reducido (amonio>, el cual puede ser oxidado a 

nitrito por las bacterias autotróficas del género Nitroso•as, 

•ientra& que las del género Nítrobacter convierten este 

nitri"t..o en nitrato, proceso denominado nitrificación. Este 

nitrato es absorbido por las plantas y reducido hasta amonio 

e incorporado en algunos a•inoácidos y otros co•puestos 

nitrogenados como proteínas, ácidos nucleícos, vita•inas, 

etc. Los co•puestos vegetales son ingeridos por los animales, 

quienes los degradan para incorporarlos a sus propios 

co•ponentes nitrogenados. El nitrógeno pasa así de un animal 



DI FUSION 
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FIGURA l. CICLO DEL NITROGENO. MODIFICADO DE BRILL, 1981 Y DEVL!N, 1982: 



a otro devolviéndolo f inal•ente al suelo cuando el ani•al 

•uere o excreta sus producto& de desecho; la flora •icrobiana 

aprovecha estos co•puestos para su propio creci•iento y de 

est.a •anera, el nitrógeno puede ser convertido de nuevo en 

amonio o nitratos que podrán &er a&i•ilados por las plantas y 

as{ sucesivamente. Final•ento existen algunos •icrooraanis•os 

que reducen el nitrato nuova•ente en nitrógeno •olecular 

(desnitrificaci6n> y de esta •anera lo rearesan nueva•enta a 

la ata6stera (8rill, 1961¡ Dobareinar, 1969). 

La fijación biológica del nitrógeno •olecular, puede aer 

llevado a cabo &ola•ente por un li•itada nó•ero de oraanisaos 

entre lo& que se encuentran Otazl iak, 1976; Po&t&ate, 1976¡ 

Fas&bender y Borneaisza, 1987): 

A. "lcroorganis•os aut6no•os fijadores de nitrógeno. En 

este grupo se incluyen: 

• Bacterias aerobia&, por oje•plo: Aerobacter, 

Azolobacter, Bei1erinckla; y las anaerobias co•o bacterias 

fotosinlélicas y Clostridiu• spp~ 

• Algas azules Ccianoflceas) de los géneros Anabaena, 

Colothrix, Fischerella y Nostoc. 

• Hongos microsc6picos co•o son Rhodotorula, 

Pullularia y Nocardia~ 

B. Vegetales siabiótico& fijadores del nitr6&eno: 

• Los miembros de la fa•ilia de las leguminosas co•o 

el guisante, el trébol, la soya, etc.; qua establecen 

relación con bacterias end6fitas del g~nero Rh1zobium. 



•Ciertos vegetales pertenecientes a otras familias 

de angiospermas, los cuales también son portadores de 

nódulos: HYrica gala, Hippohae rhamnoides, en los qu~ el 

•icroorganisao endófito es un hongo actinomicete. 

La fijación de nitrógeno en las leguminosas requiere de 

la cooperación de la planta huésped con las bacterias 

presentes en los nódulos radicales, denominándose a este 

proceso, fijación siabiótica del nitrógeno. Las bacterias que 

invaden las raíces de las leguminosas son principal•ente 

especies del g~nero Rhizobiu• <Devlin, 1962). 

La faailia Leguainosae posee 13 000 especies, de las 

cua 1 es 200 son cu 1 ti vadas por e 1 ho•bre. Esta familia se 

divide en tres subfa•ilias; la aás grande de las tres es la 

Papilionoidae, a la cual pertenecen los g~neros Trifoliu•, 

Melilotus, Hedlcago, Lotus, Phaseolus, Dalea, Crotalaria, 

Vicia, Pisua y Lathyrus <Janes y Luchsinger, 1979). 

El frijol Phaseolus vulgaris L. pertenece a la tamil ia 

Leguaino&ae, subfaailia Papilionoidae, tribu Phaseoleae, 

subtribu Phaseolinae. El genero Phaseolus cuenta con 160 

especie& aproxi•adamente, de las cuales, se pueden encontrar 

50 en t1éxico. Las principales especies que se cultivan en 

nuestro país son: Phasaolus vulgaris L. (frijol común), f.. 

coccineus L. <frijol ayacote>, e_. ~L. (frijol lima> y 

e_. acutifol ius Gray (frijol teparyl. La especie más 

importante cultivada para la alimentación en nuestro país es 

Phaseolus vulgaris L., la cual se cultiva en lugares que 

oscilan entre cero y 2200 metros sobre el nivel del mar, pero 



en general crece en el iaas templados y c~l ido hó.medos. El 

frijol crece en todo tipo de suelos, donde no exista eJlceeo 

de sales ni encharcamientos, aunque se da aejor en loe suelos 

ligeros, no crece bien en tierras muy á.cidas o alcalinas 

(Miranda, 1979>. 

~a familia Rizobiaceae esta caracterizada por el género 

Rhizobium cuya principal característica radica en la 

capacidad de nodular principal•ente a las legu•inoea&. Esta 

bacteria es gra• negativa, no foraet. esporas, es un bacilo 

aerobio de 0.5 a 0.9µ de ancho y de 1 a 3µ de largo (Vincunt, 

1980; Okon !!..!:.. !!!.,1967>. 

Dentro del género Rhizobiua se distinguen seis especie& 

diferentes, que se clasifican de acuerdo al tieapo de 

generaci6n y según el tipo de huésped que infecten en: 

1. Tieapo corto de generaci6n. Las bacterias de este 

tipo se reprooucen en un tieapo de 2 a 4 horas, y son capacea 

de producir ácido& en los aedios de cultivo. Pertenecen a 

est.e grupo li· leguainosarua que infecta al chícharo, R· 

melilot1 a la altalta, li· phaseol1 i:ll tr1jol y R· trifolii al 

t.rét>ol. 

:¿. 'f1empo largo de generación. Est¡,.s bacterias se 

reproducen en un tiempo de ti a (j horas. y producen 

condiciones alcalinas un el medio. En estü grupo &ü clasitica 

el género Bradyrn1zobium caracterizado por ªº 2aponicum qua 

i nt ect.a al f r i Jo l de soya lA l exander, H:JbO; Ukon tl Ur 1967 

y Long, 19t:J9). 



Japortancia !!!ti~!!!! l1! fijacion simbiótica 9§.!. 

n1tr6geno. 

La •ayoría de las leguminosas son de importancia 

agr1cola y económica, pues debido a su riqueza nutr1cional, 

son cultivadas para alimento humano y forraje. Adem~s tienen 

la habilidad de crecer en suelos deficientes de nutrientes y 

contribuyen a la rert1lizac1ón del suelo por la simbiosis que 

establecen con las bacterias fiJadoras de n1tr6geno. 

As1m1smo, se obtienen drogas, resinas, recursos 

indust.1·1ales como concentrados proteínicos, mucílagos y otras 

materias primas; adem&s de ser una de las plantas con mayor 

cal 1dad al imentic1a que se conoce, ya que es una fuente de 

proteínas que se consigue a bajo precio; además, es una de 

las plantas mas aprovechadas, se co•en sus tlores, sus vainas 

trescas leJotes' y las semillas tiernas o secas y la planta 

sirve co•o abono. Durante su desarrollo, el tr1jol fija 

nitrógeno al suelo (b5 Kg d~ N/ha/ano>, mientras que su 

contenido de proteína y triptofano en 100 g de materia seca 

es de 34.21 y 0.345 gramos respectivamente (Fassbender y 

Bornemi sz.a. 1987 >. 

En M~K1co, la importancia del cultivo de leguminosas 

especialmente el frijol, es notable. Aproximadamente el 70" 

de la superficie total cultivable de nuestro país se destina 

a productos básicos de la demanda alimenticia popular. El 

frijol ocupa, el segundo lugar en importancia despu€s del 

•a1z.. En 198~ la superficie cosechada de trijol fue de 

1,763,347 hectáreas, de las cuales se obtuvo una producción 



de 1,2H2,UOO toneladas <INEGI, 1966). 

La investtgac16n de la f ijaci6n del nitr6geno &e ha 

incre•entado debido a la importancia que tiene en la 

agricultura ·al agota•1ento de las fuentes de nitrógeno en el 

suelo, la crisis •undial de ali•entos y el hecho de la 

utilización de fertilizantes nitrogenados, obtenidos por el 

proceso de Haber, que requiere de gran cantidad de energ{a 

tAlexander, 1980; Okon ~!!J.., 1967). 

Se ha observado que una de las alternativas para 

au•entar la producción en las cosechas de las plantas de 

leguminosas, es el de la inoculaci6n suplementaria en el 

suelo de capas bacterianas, obteniendo resultados de gran 

i•portanc1a agron6m1ca CAlexander, 1960). 

Se ha esti•ado que Hhizobiu• en asociaci6n siabi6tica 

con las legu•inosas fija alrededor de 90 x 10• toneladas de 

nitrógeno por año, alrededor del doble de la cantidad fijada 

por la industria quÍ•ica y la •itad del total de la f ijaci6n 

biot6gica en cada ano <Alexander, 1980). 

~strucLura ~desarrollo~ J...2.§.. n6dulos. 

La secuencia de eventos conducentes a la tormación de un 

n6dulo, sobre la raíz de una planta tiJadora de nitrógeno, es 

larga y compleja. Mazliak {1976), Dazzo !!1_ ~ {197~>. 

Vincent. l1980), Leigh et !.!.!.. {1965>, Okon et il (196b>, Noel 

et. ll (1966), Dthnüe !!..!:.. al (l!:::J86> 1 Martínez et il l1987>, 

Okon et !!..!. (1987> y Gloude•ans y Bisseling C19B9>; resu•en 

los hechos de la tor•a siguiente: 



1. Una Joven plántula de lecu•ino&a, de&arrollándo&e an 

el suelo, libera por &U& ra{cew ciertas sustancias que 

incluyen tlavonas, biotina, azúcares y a•inoácido& que atraen 

químicamente a los r1zob1a dol suelo. 

2. En respuest.a a la presencia de los aaentes 

at.rayentes, las bacteria& se •ul tipl ican activa•ente y se 

disponen en agrupaciones de hasta ocho ti las de bacterias 

unas JUnto a otras, alrededor de los pelo& absorbentes de la& 

raíces. Las bacterias se hallan incluidas en un •aterial 

auco1de denso, li•itadas en su parte externa por una especie 

de pared <figura ¿A>. 

3. En el siguiente paso las bacteria& se¡regan 

sustancias hor•onales, <posiblemente ~cido indolac~tico y 

giberelinas> que inducen la curvatura de gancho de numerosos 

pelos absorbentes. L•s célula& del huesped, en respuesta a la 

presencia bacteriana, segregan en e 1 •edio la enzi•a 

poligalacturona&a que aodif ica la textura de las paredes 

pecto-ce1ul6sicas aumentando considerable•ente su plasticidad 

(figura 2Bl. 

4. La infección de la planta hué&ped se realiza entonces 

por penetración, generalmente a través de la extremidad de un 

pelo absorbente, de un filamento infeccioso que se dirige a 

través del protoplasma. Las bacterias al entrar al pelo 

radicular, disuelven parcial•ent.e la pared celular y 

posterior•ente el huésped deposita •aterial celular en el 

sitio de la infección foraando una estructura tubular, el 

fila•ento 1ntecc1oso. Oentro de el filaaento bacteriano, las 
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bacterias proliteran y &e rodean de una matriz de 

•ucopol1sacár1dos que se extiende y raaifica de célula a 

ct1lula, a través del parénquiaa cortical de la raíz (figura 

2Cl. 

5. En ciertas células del huésped, generalaente 

tetraploides. los extreaos de los tila•entos bacterianos 

explotan y los rizobia invaden toda la célula. Las bacterias 

son rodeadas de una aeabrana derivada de la planta, la 

•e•brana per1bactero1de, y &e •ultiplican activaaente 

sutr1endo cambios morfol6gicos considerables: auaento de 

taaaño, adqu1s1ci6n de foraas diversas len X, en Y, en T>; 

las divisiones celulares cesan pronto y se diferencían en 

bactero id es capaces de fijar el nitrógeno at•ost~rico, 

al rededor de cuarenta veces •é.s grandes que las bacterias 

1n1ciales. La célula hu~sped. paralelamente. ha auaentado 

apro•i•ada•ente diez veces su volu•en. Los bacteroides 

axa•inado& al •icroscopio electrónico. pres~ntan en su 

citoplas•a una red densa de la•alas (•eabrana periplás•ica>. 

que contienen a los citocroaos. Esta red citopl~s•ica no 

existe en los rizobia del suelo. 

ti. El nódulo se for•a sobre la raíz de la legu•inosa 

co•o resuttado de la •ultiplicación de la& c~lulas 

tetraploides y diploides presentes en las regiones afectadas. 

Generalmente se diferencía una región meristemática hacia la 

paritaria de la raíz. El conjunto de células que se terma se 

halla bien al1•entado por la savia de los tejidos conductores 

de la raíz que env1an ra•ificaciones hacia el nódulo en 
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toraac16n. A aenudo t1l endoderao central se ramifica 

alrededor de los vasos secundarios que ali•entan al nódulo. 

Las células que no son infectadas se localizan entre las 

células intectadas y llevan a cabo funciones de soporte coao 

por e1eaplo la as1a1lac16n del nitrógeno fijado ltigura 2D). 

7. Ultraestructuralaente el n6dulo bien toraado, 

contiene en el centro, una regi6n central totalaente 

intectada lrodeada por una aatriz), en que las c~tulas del 

hu~sped están hinchadas, repletas de bacteroide• y 

conten1ondo en solución en su citoplasaa la leghemoglobina, 

p1gaento trasportador de oxígeno, que establece un aedio casi 

anaerobio lprop1cio para el desarrollo de los bacteroides> y 

que proporciona a la región central del nódulo una coloración 

ro&ada. Central•ente, &e pueden ob&ervar hace• vasculara& que 

&e ra•itican hacia la periferia. a&imis•o se encuentran en la 

regi6n central celula& con abundantes peroxisoaas y retículo 

endoplá&•ico tubular. Tambien ae pueden observar pequeño& 

•icrocuerpo& típicos de laa planta& indiferenciadas <.tigura 

ZEl. 

B. El desarrollo de los n6dulos en una regi~n de la raíz 

inhibe la emergencia de nOduloe en regione11 •áa jdvenes de 

ésta, este proceso se encuentra regulado aedianle un fenómeno 

denoainado aborto de la infección, lo que facilita la 

distribución de los nódulos en una densidad equivalente a 

trav~s del sistema radical de la planta. 

9. Los nódulos viejos pueden llegar a desgajarse de la 

planta huésped y degenerar en el suelo. 
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é.n est.udios reterent.o& a la morfología externa de los 

nódulos. Dart l1975) distingue tres tipos básicos1 

a. - Elongado y ci l índr1co con actividad meristem&t.ica 

apical. como las que se encuentran en el trébol. 

b.- Est'~r1co, como en el frijol y el frijol de soya. 

c.- En forma da col lar, como en L..upinus, donde los 

n6dulos se extienden a lo largo de la raíz. 

Para describir el comport.amiento de los rizobia en su 

interacci6n con la planta, Vincent t19BO>, Downie !!,!. ~ 

l1966> describieron un código fenotípico para los eventos 

tempranos de inf ecc16n: ~oa, adhosibn a la raíz: Roe, 

colonizac16n de la raíz; Hab, ramificación del pelo radical; 

lnf, tormac1Ón del tilamonto infeccioso y Noi, iniciac16n del 

n6dulo. 

Mecanismo bioquímico da!!! tijaci6n si•bi6tica 9.!!.l nitr6gono. 

El mecanismo de la fijación simbiótica de nitrógeno es 

complicado y aun no se conoce integramonte y en el quo 

participan tanto células de la raíz como los bacteroides. So 

sabe que lo& bacteroides rompen el triple enlace de la 

mol~cula de N: y sintetizan un producto intermedio. la 

h1droxi lamina, la cual se puudo reducir a amoníaco un 

presonc1a de una enzima terrosa C.quiza6 la leghemoglobinaJ 

(figura 3aJ. Una de las características mas i•porlantoe de la 

reacc16n, es la cantidad de enargia consumida suministrada 

bajo la toraa de ATP por medio dol aetabolismo do la glucosa 

o de otros glúcidos. Otra posibi l 1dad e& la reacci6n de la 
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h1droxilamina con acidos cetón1cos, derivados del ciclo de 

Krebs Y la producc16n de aainoác1dos, pasando por estados 

inter•ed1os, como ox1na y aminoácidos lf igura 3b). Las formas 

finales de la síntesis de nitr6g1:1no Hn la fijación son los 

aminoácidos, como el ~c100 glutámico y asp~rtico, tormds 

orgá.n1cas que participan en la foraaci6n de tas proteínas 

vegetales lFassbender y Bornem1sza, 1967>. 

La reducc16n de nitrógeno a amoníaco esta catalizada por 

un complejo de enzimas que, en conJunto, se denominan 

nitrogenasas ltigura 4>. El sistema n1trogenás1co es un 

complaJo de dos proteínas, una de al las contiene molibdeno, 

hierro y azufre (s1mbol1z.ado como Mo-Fe-protei.na) y el otro 

componente es una ftavoproteína tsimbol iz;ada como Fe-

proteína>. La relación que existe en el complejo es de una 

Mo-Fe-proteína por cada dos Fa-proteína. Se ha descubierto 

también que la terrodoxina es una protet"na esencial para la 

fiJac16n del nitrógeno ya que al ser reducida, actóa co•o 

donador de electrones al s1ste•a nitrogenásico CVeraa y Bal, 

1976). 

Las proteínas de la nitrogenasa se han denominado 

Component.e 1 y C.omponente 1 t. El Componente 1 tiene un peso 

molecular de 220,000 daltones, y esta integrado por cuatro 

subun1dades, caoa una Oe las cuales es una cadena de 

am1noác1dos. posee asimismo, 24 fltomos de hierro Y 2 &tomo& 

de molibdeno. El Componente ll que tiene un peso molecular de 

55,000 daJlones, esta tormado por dos subunidades de proteína 

y comprendo .q ii.tomos de hierro (Bri l 1, 1981L 
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En una secuencia h1pot~tica de sucesos en la fijaci6n ae 

ni tr6geno se puede apreciar en la figura 5. La &ecuenoia se 

basa, en parte, en el •ecan1&•0 supuesto para el ensayo de la 

reducc16n de aceti lene, una prueba de la actividad de la 

nitrogena&~. En ausencia de ni tr6geno, la ni trogenaaa 

convierte eJ acetileno en etileno; se reduce un triple enlace 

a un doble enlace y se añaden do& áto•o& de hidrógeno. Por su 

ta•año Y por la presencia del triple enlace, el nitrógeno 

•olecular se parece al acetileno; de ahí que aea l6gico 

suponer que Ja ni trogenasa acta.e de for•a si•i lar sobre la& 

dos •ot~cutas .. 51 el lo sucede as!, una de los coapueatoa 

1nter•ed1os de la tijac16n del nitrógeno podría ser una 

•ol~cula l la•ada di 1•1da. Cuando se utiliza aceti lena co•o 

sustrato de la nitrogenasa. la reducción se detiene tra• al 

primer paso, y el producto liberado es al etileno. La acci6n 

de la enzi•a sobre el nitrógeno es distinta; cada :S.to•o de 

nitr6geno se reduce tres veces, adquiriendo tres electrones, 

y convirti~ndose en •olécuta de aaoníaco <Brill, 1961>. 

La leghemoglobina 

superficie del n6dulo 

al 

hacia 

transportar ox!geno de ta 

los bacteroides o viceversa. 

mantiene una adecuada presión p~rcial del •i&•o. para ser 

utilizado en ta tosforilación ox1dativa sin dañar la func16n 

de la nitrogenasa de los bacteroides CVerma y Bal, 1976; Okon 

et ª-.L, 1967 >. 
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Factoreg 9.!!!!. moditican ~eficiencia!!!!. !A fijaci6n 

simbiótica !!!!..!. nitr6geno. 

Es deter•1nante para la formación del nódulo, el rango 

da efectividad, que se define coao la capacidad que tiene la 

bacteria para reducir nitrógeno. Los tactores del aedio 

a•biente pueden influir en la efectividad, así como los 

aed1os auy ácidos o los auy alcalinos tVincent, 1975; 

Alexander, 1980; fassbender y Borneaisza, 1987 y O't:lbereiner, 

1969> (figura 61. 

Los factores del aedio que afectan la fijación del 

nitrógeno ataostér1co segó.o Phi 1 lips U tl (1976>, fta:zliak 

(1976), Dejong y Ph1llips \1961>, Eardly !Ü_ l!..!. (1965), Sheehy 

et ~ (1965) y Streeter l1986) son: 

1. Relación C/H. Existe para cada planta simbiótica 

fijadora de nitrógeno un valor crítico de la relación C/N 

<•asa de carbono org~nico/ masa do nitrógeno org~nico> 

correapondi.ente a un rendi•iento óptiao de los sistemas de 

fi.jacidn del nitrdgeno atmost~rico. Experi•ental•ente, se 

actOa sobre la relaciOn C/N, ya sea su•inistrando masivamente 

nitrógeno combinado al •odio, o •odif icando la nutrición 

carbónica al variar la tasa de fotosíntesis. Toda desviaci.6n 

de la relaci6n C/N de este valor crítico 6ptimo representa un 

descenso simultáneo en la eficiencia de tor•aci6n de n6dulos 

y de la tijaci6n. 

2. Etecto del su•inistro de nitrógeno combinado. El 

suainistro de nitrógeno co•binado (bajo forma de a•oníaco o 

nitrato> a las planta& &i•bi6ticas fijadoras de nitrógeno, 
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inhibe considerablemente la f iJac16n. De esta forma, cuanto 

•'s n1trdgeno combinado se aporta, mas débil es la fijación 

de nitrógeno atmostér1co, s1 t>ien dosis •uY baJas oe 

nitrógeno a•on1acal pueden a veces revelarse estimulantes. El 

nó•ero de n6dulos asl co•o la eficacia bioquímica de los 

mismos en la fiJac16n se dis•inuyen directa•ente en tuncicSn 

de la cantidad de nitrógeno aportado. El efecto inhibidor de 

la 1ncorporac16n de nitratos es todavía •á& marcado que el 

del amoníaco. 

3. Efecto de la incorporación de nutrientes carbonados. 

Si se au•enta la intensidad de la fotosíntesis de la planta 

huésped <por au•ento de energía lumínica suainistrada o por 

incre•ento do la concentraci6n de C02 en la atm6sfera) el 

etecto 1nh1b1dor del aporte del nitrógeno co•binado resulta 

dis•inu1do. Una fotosíntesis muy activa conduce no obstante, 

a una reducción de la fijación del nitrógeno at•ost~rico. La 

separación de los nódulos de la planta •adro y su cultivo in 

vitre, representa una dis•1nución considerable de la tijaciOn 

del nitrógeno. Este efecto negativo sobro la fijación puede 

ser reducido •ediante el su•in1stro de gtacidos a los 

cultivos de nódulos aislados. 

4. Erecto de la te•peratura sobre la tijaci~n del 

nitr6geno. Las plantas de frijol crecen bien a ao•c en tierra 

enriquecida en nitrógeno combinado, •ientras que la fijaci6n 

casa s1 pa&a•o& de 20°C coao míniao y da 30°C co•o m~ximo. A 

te•peraturas superiores a 30°C lo& nódulo& son todavl"a aás 

nu•eroso&, pero están anoraalaente pig•entado11. Las enziaas 
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que intervienen en este proceso. &on f.ici l•ente 

desnaturalizada& por las temperaturas elevadas aunque la& 

temperaturas baJas las atectan •anos. 

5. Erecto del pH. Las enzimas que participan en la 

fijac16n del nitrógeno at•o&férico son muy sensible& a las 

var1ac1ones de pH. La •ayor{a de las leguminosas fijadoras de 

nitr6geno se desarrollan normalmente en suelos con pH de 5 a 

b; tuera de estos limites, la fijaci6n cesa •1entraa que laa 

planta& pueden crecer bien a pH de 4, por eje•plo, si se 

hallan provistas de nitrógeno ca•binado tnitrato a•dnico>. El 

proceso de tor•ac16n de n6dulos parece particular•ente 

inhibido por los pH ba3os. 

6. Erecto de la ilu•inación. El desarrollo de tas 

pi antas ti jadoras de ni trOgeno e&ta di rectamente contratado 

por la 1nten&1dad de la 

iluminac1one& •UY intensas 

ilua1nacion 

originan 

recibida. 

ceneralaento 

Las 

una 

inhibic16n de la fiJaci6n, una poaible causa es que el ~cido 

a-indolacético, que interviene en la for•aci6n de los 

n6dulos, es destruido por la luz. 

7. Efecto de la co11posici6n i6nica del suelo. Los tres 

iones pr1nc1pales que ejercen un efecto aarcado sobro la 

fijación de nitrógeno ataost6rtco son: el cobalto, el 

molibdeno y el hierro. La planta utiliza el cobalto para la 

síntesis de la vitaaina 8 1 2 <cobalaaina>, que es una de las 

coenzimas encontradas en lo• n6dulos y que aotóa coao factor 

de crec1m1ento para las bacterias si•bidticas, Y que ta•bi~n 

es indispensable para la síntesis do la te1heaoglobina. La 
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carenc~a de wolibdeno detera1na rápidamente la deficiencia de 

nitrógeno de las leguminosas: se retrasa el crecimiento y las 

hoja& se vuelven cloróticas. En caso de deficiencia, todo el 

•olibdeno disponible se concentra en los n6dulos y los 

bactero1des. FinaJ•ente, 

co•posic16n de todos 

al 

los 

hierro, fo rata parta de 1 a 

trasportadores electrónicos 

iaplicados en la fiJaci6n (citocroao&, terrodoxina> y ade•ás 

entra en la tor•ula de la Iegheaoglobina. En tos n6dulos auy 

jcvane&, las reservas de hierro van asociadas a una proteína, 

la territina, contenida a •anudo en el interior de los 

pi asto&. 

e. Etecto do la co•posici6n gaseosa de la at•6stera. Al 

nivel de los centros activos de las enzi•as, en el interior 

de los nódulos, la presión parcial da nitr6geno tpNz) es 

real•ente interior a la presión pal'cíal de dicho gas en el 

aire. De los exper1•entos realizados tanto con plantas 

enteras co•o con nódulos cultivados in vitro, resulta que la 

fijac16n 6pti•a se consigue a presiones parciales del orden 

de 0.1 at•dsteras para las 1 eguainosas.. El hidr6geno ea un 

inhibidor coapetitivo del ni tr6geno en e 1 proceso de 

fijación, as1•1sao, inhibe cons1aerable11ente el crecimiento 

en •aCSios desprovistos de nitrógeno. cuando el aire es la 

unica fuente disponible de este ele•ento y no tiene efecto 

sobre las p} antas que crecen con una fuente de ni tr6geno 

combinado. Se ha de•ostrado que los n6dulos en tase de tijar 

nitrógeno pueden desprender un poco de n1dr6geno gaseoso. lo 

cual indica la posible eK2&tenc1a ele una h1drogenasa en los 
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alsaos. Las presiones parciales de oxígeno relativaaante 

elevadas (0.5 ataósteras) favorecen la fijación de nitrógeno 

atmost~r1co por las legua1nosas. No oostante, la penetración 

del oxígeno en el interior de los nódulos esta 

considerablemente trenada, posiblemente por la pared que 

rodea a los bacteroides. Se ha visto que la reapiraci6n de 

los bactero1des es óptiaa cuando la presido parcial de 

oxígeno alrededor de los nódulos es do 0.9 a 1 ataósteras. El 

mon6xido de carbono inhibe la fijación a doais (nfiaas (pCO• 

0.0001. ata6steras) que no son inhibidora& de la respiraci6n 

n1 del crec1a1ento con una tuente de nitrdgeno coabinado. 

Otros tactores que rigen la fijacidn del nitrógeno, son 

el tipo de leguaino&a, el contenido de nitr6geno inorg,nico o 

•1nerali~able en el suelo, el nivel de fdstoro y potasio y 

los nu~rientes utilizables 

AleKander, 1984). 

lAlex.ander, 1960¡ Graha• en 

Por otro lado, la biosíntesi& de la enzi•a nit.rogenasa 

esta regulada por la disponibilidad de a•on{aco, eS cual 

detiene la producción de la enzi•a. A.si, la fijaci6n del 

nitrdgeno tiene lugar sola•ente cuando el producto es 

requerido por la célula lBrill, 1981; Hombrecher et !!,l. 

19611. 

Pará•etros ttsiol6g1cos usados para esti•ar !!.!. creci•iento 

Q.!!. l.ª- ptant.a. 

El crecia1ento de las plantas, co•o en todos toe 

organ1saos consiste en un auaento irreversible de taaaño, 
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generalmente acompañado oe un aumento en peso seco y en 

cantidad de protoplasma. Las variables más usadas para 

e&t1•ar el crec1•1ento vegetal &on el peso seco de la planta 

o de órganos de la planta y el ~rea foliar. El peso seco de 

la planta se expresa general•ente en gramo& por area 

se•brada. Frecuentemente se le conoce ta•b1€m co•o •ateria 

seca. El peso seco puede resultar equívoco ya que incluye el 

pe&o de las sales absorbidas del suelo por la planta y esto 

no nece•ar1a•ente se vincula en tor•a directa con la cantidad 

de crec1•1ento. Sin e•bargo, los errores que proceden de este 

origen suelen ser pequeños y no hay ninguna duda de que el 

peso seco constituye la •<Ís util de las medidas de 

crec1•1ento que pueden deter•tnarse si•ple•ente lBallesteros, 

1963>. 

El área foliar es una característica que depende de 

tactores co•o ta•año, n6.•ero de hojas, disposici6n espacial 

de las •ismas y asi•is•o esta influenciada por factores 

extrínsecos tales co•o cantidad de luz interceptada, densidad 

de la sieabra, fertilización, etc. El área foliar es un 

factor esencial en el proceso de la intercepci6n de la 

energ{a radiante y su •edic16n es auy i•portante cuando so 

estudia el creci•iento foliar, la actividad totosintética y 

la transp1rac1ón lBallesteros, 1983). 

Los esti•adores del creci•iento vegetal fueron 

sintetizados por Wallace !!.!_ ª1.r l1972>s de los cuales destaca 

la RAF lrelac16n de á.rea tol1ar), área foliar por unidad de 

peso seco de la planta y la raz6n de vcÍstago-raíz. La RAF 
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indica la proporci6n relativa de superficie asiailaloria que 

contribuye al peso de la planta. el cirea fol 1ar dividida 

entre el peso seco de las hojas. La ra%6n de v~stago-ralz es 

e 1 parámetro más co•ón para eva ! uar la re tación entre el 

crec1•1ento de la porc1on aérea de ta planta y el creciaiento 

de la porción subterránea. El rendi•iento puede ser 

considerado co•o la resultante final de los procesos 

f1siot6gicos que se refleJan en 

Wa 11 ace !!.!.___ !!,L_ l 1972> citan 

la aorfolog!a de la planta. 

el t~r•ino co•ponentes 

f1s1oldg1cos del rend1aiento en frijol y para ello se 

refieren al área foliar por unidad de peso, interca•bio neto 

de C02 y eticienc1a en Ja transtocacion de totosíntatos. 

Cuando las condic1ones experiaentales son tale& que el 

ni tr6ceno as1a1 lable es el principal factor 1 i•i tativo del 

de&arrol lo de la planta, la siaple deter•inaci6n del peso de 

ésta es probableaente lo ••• adecuado. El ni trdceno t.ot.al y 

el rendi•iento de ta planta estén en realidad auy 

correlacionados aunque puede perderse cierto grado de 

diterenciac16n cuando se usa peso seco, debido a la aayor 

concentrac16n de nitrógeno en el tej1d.o de plantas con una 

adecuada cantidad de este eleaento, que en plantas 

deficiente& lVincent, 1975>. 

Se ha coaprobado que la relaci6n entre la parte a6rea de 

la& plantas y las raíces os aayor cuando las plantas poseen 

un adecuado nivel d.e nitrógeno que cuando carecen de este 

elemen~o, la diterenciaci6n entre )os niveles de fijación 

basada en el peso seco pueden perfeccionarse utilizando 
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sola•ente los pesos de la parte aérea. Este es un indicio de 

qua la& raíces poseen más bajo contenido ae nitrógeno que los 

brotes lV1ncent, 1975>. 

En lo referente a la relación vástago-raíz, Rojas (1984> 

•enc1ona que un alto contenido de nitrógeno en el suelo 

tiende a hacer crecer al tal lo signiticativamente, •ientras 

que la falta de humedad esti•ula el crecimiento radical. 

Gen~tica ~ Rhizobiu•. 

Los estudios más ambiciosos para incre•entar la 

producc16n de nitrógeno se basan en la •oditicaci6n gen~tica 

y a la fecha se han realizado considerables progresos, entre 

los cuales destacan (8eringer !!.l_ ~. 1980; Okon !!.t.!!..!_, 1967): 

1. Desarrollo de t~cnicas que involucren la 

transterenc1a de genes y que conduzcan a un an,lisi& gen~tico 

de los cromosoaas de Rh1zob1u•. 

2. Caracterizaciones tísicas y genl!ticas de plá"saidos 

involucrados en la Gi•bio&is. 

3. Uso de autantes que per•itan establecer los ca•bios 

que presentan durante la infección y nodulaci6n en el proceso 

de la f ijaci6n si•bi6tica del nitrógeno. 

La int·oraac16n disponible acerca 

genética& de los plásmidos local izados 

de las funciones 

en Rhizobiu• es adn 

li•itada, sin embargo, es posible dar alguna idea sobre 

f:!st.as: 

A. Capacidad de nodulaci6n. Casse !!!__ ~ (1979> 

reportaron que al extraer el pl"••tdo de una cepa de 



Rhizobium legum1nosarum, los chícharo& infectados con esta 

cepa no presentaban n6dula&. Observaciones si•i lares fueron 

realizada& por Zurkowski y Lorkiew1cz ll978> y Lie y Winarno 

ll979l, al ser capaces de restaurar la capacidad de 

nodulac16n de cepas Nod- de ~· teeu•inosarum, introduciendo 

el plás•1do taltante. 

Los genes de Rhizob1u• necesario& para inducir la 

nodulac16n son los llamados gene& nod, los cuales intervienen 

en la curvatura del pelo radicular, en el creci•iento 

intecc10&0 y directa o indirecta•ente en la regulación de la 

expreai6n de genes. Se han identiticado varios gene& nod <los 

cuales se localizan en et pla&•1do Sy•>, a tos que &e 

deno•1nan genes nodABCD y se ha observado que son adyacente& 

a &enes involucrado& en la runc16n de tijar nitrógeno <nit A, 

f1• A> en el n6dulo. De los genes nodABCO, et gen nodD parece 

ser regulador de lo& otros nod A.BC y de otros nod operones 

<Nuti !!..!:.. ª-l• 1979; Quinto !!S !tl_, 1982; Zi••er•an !!.!. !!l., 1983; 

Martinez !!.!,_ !!.!., 1985; Okon !!!.__!!.l. 1987; Long, 1989 Y 

Gloude•ans y 81&&eling, 1989>. 

e. Fijaci6n de nitrógeno. Es ahora conocido que parte 

del siste•a de fijación de nitrógeno de las bacterias se 

encuentra codificado por los pl~smidos, esto se sabe por tos 

trabajos de Ruvkun y Ausubel <1980) y de Nuti et ª-1 <1979>. 

En el trabajo realizado por Borthakur et-ª1._ l19B5>, una 

cepa de Rhizob1u• phaseol i sin el plás•ido pRP2J l retuvo su 

habi l 1dad de producir exopol isacár1dos. Sin embargo una 

reg16n de este plásm1do, al ser transter1do a otras cepas de 
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Rh1zobtua, inhib16 la síntesis de los exopol isac,r1dos. El 

gene responsable, deno•1nado psi fue localizado en la regt6n 

del plása1do s1mbi6t1co. Se propone coao conclusión de este 

trabaju que la tunc1ón del gene psi puede reprimir la 

expresión de genes en el bactero1de, así co•o la síntesis de 

exopol1sacár1dos y traer co•o consecuencia aodificacionee en 

la tijac16n de nitrógeno. 

C. Espec1ticidad. Un considerable núaero de 

investigadores ha reportado el caabio de infectividad de 

Rh1zobiua por pl:í.saidos en diferentes cultivos de 

leguainosas. La transferencia de derivados del plásaido 

pRLlJ 1 de R· leguainosarua a cepas de !:!,. phaseol i y R· 

tritolii ha mostrado que en clones transcojugantes se 

confiere la habilidad de nodular chícharo& en lugar de sus 

hué&pede& nor•alee (John&ton ~. 1976). 

Sin e•barco existen ciertas restricciones co•o en la 

cepa TO" de ft. legu•1nosaru• que es capaz de nodular cultivos 

de chícharo• pri•itivoe tAtganistan>, que no pueden ser 

nodulado& por cepas de R· legu•1nosaru• europeas (Lie y 

Winarno, 1979). 

D. Producci6n de bacteriocinas en et medio. El trabajo 

de Hirsch (1979), per•1ti6 especificar el papel de la& 

bacteriocina& tproduc1das por 1011 plAs•ido& pequeños>, la• 

cuales parecen estar relacionadas en la competencia con otra& 

cepas de Rh1zobiu• tBrew1n ~. 1960). 

l..a •ayoría de la& bacter1oc1nas, son un grupo de 

sustancias, <general•ente protei.nas de alto pe&o molecular) 
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que intervienen en el proceso de co•petencia entre diferentes 

especies de bacterias <Brock ~ ª1,, 196•>. 

E. Pared celular de polisacáridos. La superficie celular 

de Rh1zob1ua ha tenido gran inter~s, ya que posibleaente 

tenga un papel pr i•ord1a l en las prt•aras etapas da 

reconoc1a1ento. De los componentes de la superficie celular, 

los que a.is destacan son los carbohidrato•. Estos se 

encuentran constituídos por los extracelularee (o exo-> 

polisacáridos lEPS>, pol 1sac&r1dos capsulares ICPSl, ll-

g lucanos cíclicos, y f ipopoJ isacAridos <LPS> (Long, 1969). 

Los coaponentes estructurales de los exopoliaac,r1dos 

sintetizados por varias especie& de Rhizobium se pueden 

dividir en pat1sac.i.ridos acÍdicos y poli&ac.íridos neutro&. 

Los e.:opolisacáridos ac{dicos astan constituídoe por hexosas 

y ácidos ur6nico&, sin eanargo estos constituyentes varían de 

acuerdo a la especie de Rh1zob1ua. Los co•ponentes neutro• da 

los polisacáridos contienen ~-glucanos. Aproxiaada•ente del 5 

al 10" de) total de los polisacár1do• &ecretados por la• 

especies de Rhizobiu• de creci•iento rSpido, astan co•puestas 

por ~-2-glucanos. Los ~-glucanos son coapuestos cíclicos con 

alrededor de 20 residuos de clucosa. Asiaisao existe una 

fuerte relación entre la síntesis de a-1.2-glucano& y 'ª 
adhesión y la int'ecci6n de Rh1zobiu• a la planta <Ko y Gayda, 

1990). 

Las mutantes deficientes en componente& de Ja superficie 

celular, han sido usadas para investigar el papel de esta 

Ólt1~a en la habilidad de la bacteria para infectar y nodular 
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a huéspedes especif1cos. Se han aislado para este fin, 

•utante& espontáneas de f!.. leguminosaru• con niveles 

reducido& de pol1sac~r1dos extracelulares. Estas mutantes 

usuat•enle no nodulan a los trijoles, y este efecto es 

1nversamonl~ proporc1onaJ a la cantidad de polisac~ridos 

extracelulares tormados por la mutante. Esto indica que el 

co•ponente superticial es importante en e 1 proceso de 

nodulac16n. Para caracterizar a nivel bioquímico las 

altorac1ones en la etoctiv1dad de la nodulaci6n de estas 

mutantes, se eaplea el aapeo de genes. Las mutaciones 

obtenidas con mutágenos como el ~cido nitroso, guanidina 

nitrosa y etil-aetilsulfonatos han permitido comenzar la 

construcción del mapa gen6tico de R· 

leguminosarua <Elkan en Alexander, 1964>. 

aeliloti Y h· 

Una de las caracteristicas de las c6lulas silvestres de 

Rh1zob1u• es que producen grandes cantidades de 

exopol1sac~r1dos lEPS>, los cuales dan a las colonias en agar 

una apar1enc1a aucoide (t1uc+J. Se ha sugerido que los EPS 

tienen tunc1ones de gran importancia en la simbiosis planta

Rh1zobiua, incJuyendo la necesidad de los EPS para la 

adhes16n a las superficies de la raíz y la determinaci6n de 

hu~spedes especíticos. Se han aislado mutantes de Rhizobium 

deficientes en la síntesis de EPS y de forma no mucoide 

(t1uc->, que tor•an muy pocos nodulos fijadores de nitr6geno 

(Sanders et !!.!_, 1978; Na.poli y Albersheia, 1960; Chakravorty 

et tlr l9BZJ. 

Prakash !!.!:..._ !!.!_ (1980) reportaron que un derivado de 
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Rh1zobium legua1nosarum Nod-, al cual se le extrajo el 

plfls•ido •ayor, tuvo una alteración de polisac~ridos 

extracelulares, demostrada por la presencia de •ortologías 

colon1ales rugosas. Como conclus16n de este trabajo, los 

pol1sac~r1dos extracelulares y la cápsula do la bacteria 

pueden participar en la h1p6tesis da la especificidad en la 

1nteracc16n Rh1zob1um-legum1nosa basada en características 

quÍ111cas de la superficie celular de Rhizobiu11., y trae como 

consecuenc1a una gran signif icancia del control de los 

plAs11idos. 

El nó•ero conoc1do de genes de~- •eliloti que afectan a 

los EPS se han 1ncra•entado, debido a las •Últlpleu 

11utagénes1s de UNA relac1onado a los seis canea exo 

originales. La •utaci6n en al menos ocho de esto& genes 

(exoA, exoB, exoC, exoF, exoL, exoM, axoP, exoQ) trae consigo 

un renot1po exo-, que s1gnif1ca que el EPS-l no se &intotiza. 

Los genes exo &e expresan durante la nodulaci6n (Long, 1989). 

F. Producc16n de p1g•entos. Las colonias de ~- oha&eoli 

que se encuentren en cajas de Petri con extracto de levadura 

y triptona o en un medio •Íni•o con tirosina, producen un 

pigmento car~ oscuro que puede ser melanina. Si el pUismido 

es retirado, autom,t1camente se pierde la capacidad de 

producción de pigmento y la habilidad para formar nódulos 

etect1vos <Beringer !!.!:__ tl. 1980). Esto sugiere que la 

producc16n de pig•entos se encuentra controlada por el •1B•O 

plásmido que determina la capacidad de nodulacldn para 

Phaseolus, aunque sin eabargo la importancia f1siolÓg1ca del 
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pigmento es aón desconocida. 

Los genes por parte de la planta son los llamados genes 

nodulÍnico& que solo se expresan on las raíces con nddulos, 

no así en las no infectadas o en cualquier otro tejido de la 

planta. Las proteínas que codifican a estos genes son las 

nodulinas. En base a la etapa del desarrollo del n6dulo, 

esto& genes se han div1d1do en genes nodulinicos tempranos y 

tardíos, las genes tardíos se expresan cuando co•1enza la 

•ortogénesis y la fijac1bn de nitrógeno. Un ejemplo de estas 

nodulinas es la leghe•oglob1na. Los genes tempranos e•piezan 

ha ser expresados durante la infecci6n y la •orfogénesis del 

n6du 1 o. En la figura 7 se puede apreciar una representación 

esquem~tica del papel de los genes nodul{nicos en diterentes 

etapas del desarrollo nodular. Los genes de la planta 

expresado& en la pre-intecci6n (por ejemplo en la etapa antes 

de for•ar el tubo infeccioso>, no pueden ser lla•ados genes 

nodulÍnico& en el sentido de su descripc16n original, ya que 

no están expresados en un n6dulo. Sin e•oargo, al estar 

relacionada la expresión de estos genes con la for•aci6n del 

n6dulo ta•b16n se encuentran tor•ando parte de los genes 

nodulÍnicos te•pranos tGloude•ans y B1sseling, 1969). 

Se han encontrado evidencia& de que proteina& de ciertas 

plantas, lla•adas lactinas, pueden interactuar con la 

bacteria que &e encuentra coloniz;ando a esta planta, por lo 

que se sugiere que influyen en el reconoci•iento biilcteria

planta <Postgate, 1960>. 

L.as lactinas son proteínas o gl icoprote{nas que se unen 
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a los az6cares y que aglutinan c6Iulas en la si•biosis de 

Rhizobiu• con sus huéspedes específicos (Dazzo et ~. 1979). 

Sherwood, !!.!,. ~. (1984> sintetizaron in Y..i:!.Q.. la lactina 

del trébol llamada trifol 1na A, la cual es degradada en los 

ápices durante el desarrollo de la semilla •ientras es 

nuevamente sintetizada por las raíces y excretada a la 

superf1c1e radical para comenzar de nueva cuenta el proceso 

sim.bi6tico. 

Antecedentes. 

La primera indicación de que las plantas podían fijar 

nitrógeno at•ost~rico fue obtenida por Boussingault en 1638, 

quien demostr6 que las legua1nosas incrementaban el contenido 

de nitr6geno del suelo. En 1866 los fisiólogos alemanes H. 

He 11 r ioge l y H. Wi l farth de•ostraron que las bacterias que 

habitan en los nódulos de las leguainoaas eran responsables 

de este proceso; las plantas sin nddulos o que crecían en 

suelos estériles no podían fijar nitrdgeno y no podían crecer 

en suelos deficiente& en nitrógeno (Bidwell, 1979). 

En 1979, Uazzo !!,.!_ ª°1• propusieron la hip6tesis da 

reconoc111iento e inicio de la infección de la planta por 

lactinas, la cual explica la atta selectividad entre 

Rhizobiu• y la legu•inosa. De acuerdo a esta teoría loe 

sitios de iniciaci6n de la infección en el pelo radicular de 

la legu•inosa contienen lactinas, que reaccionan y for•an un 

puente de unl6n con los carbohidrato& da la superficie de 

Rh1zobiu•. 
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A pesar de lo atractiva de esta hipote&i&, a6.n exi&ten 

cuestiones que necesitan respuesta CAlexander, 1964>: 

• Los cultivos de Phaseolus vulgaris y GIYcine ~se 

han identificado como deficientes en la produccidn de 

lactinas, pero sin e•bargo existe la nodulaci6n. 

• La hip6tes1s de reconoci•iento por lactinas no ofrece 

una explicación para la competitividad entre cepa• de 

Rh1zobiu• que poseen polisacáridos externos si•ilarea. 

Hall iday C1964> ha sugerido que la efectividad en la 

habilidad de fijac16n de nitrógeno est~ condicionada a una 

6pt1ma interacc16n entre Rhizob1u• y ta leguainosa, por lo 

cual al nódulo debe de contar con bactaroides que fijen al 

nitrógeno activa•ente. El papel de loa polisac~ridos de 

Rhizobiu• en el proceso de nodulaci6n ha sido objeto de gran 

inter~&. 

La•b, et !!.!_ <1982) establecieron que los canes para 

producci6n de •alanina y nodulación de Rhizobiu• phaaeol t 

parecen estar Ínti•a•ente ligados, paro la producci6n da 

melanina no es necesaria para la inducci6n de n6dulos 

fijadores en Pha&eolu&. 

Chakravorty, et ª-1 (1962> aislaron una •utante de H,. 

tritolii por •utagénesi& con transpo&one& <TnS> la cual era 

incapaz de producir exopolisacáridos, de for•ar 

nódulos no efectivos en la fijaci6n de nitrdgeno. En este 

trabajo se de•o&tr6 que el transpos6n Tn5 era el respon&able 

de a•bos fenotipos que presentaban la• •utantes Y de la 

correlaci6n entre la síntesis de exopol isac~ridoa Y la 
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habilidad de fijar nitrógeno si•bi6tica•ente. 

Arias !U:,!!.!. (1979>; Leigh et al (1965) y Geremia C1987) 1 

describieron el aisla•iento de mutantes de Rhizobiu• •eliloti 

incapaces de producir un polisacárido extracelular 

(exopoli&acArido, EPS>. Estas mutantes forman nódulos no 

efectivo&, y asl se establece una relac16n entre la capacidad 

de Rhizobiu• de producir un pal isacárido y la capacidad de 

foraar n6dulos etect1vos. Los EPS pueden servir de señal para 

la inducci6n de la curvatura del pelo radicular y la 

for•aci6n del filaaento de intecci6n. 

Recienle•ente, para dilucidar la i•portancia de los EPS 

capsulares de Rhizobiu• en el fen6•eno de la f ijacidn 

si•bi6tica del nitr6geno, se han utilizado t~cnicas que 

involucran la •utag~ne&i& con transpo&one& y la& de clonación 

•olecular CDjordjevic et !!.l. 1983). 

La presencia en 

g6nero Rhizobium de 

lipopolisac~ridos <LPS> 

la superficie de 

exopolisac~rido& 

han sugerido 

las bacterias del 

capsulares y 

la hip6tesis de 

reconoci•ienlo e inicio de la infecci6n de la planta eediante 

lecti nas. A 1 gunos reportes presentan datos que •uestran que 

la lectina de la planta huésped, se une a los LPS de la 

bacteria &i•bi6tica <Zajac et!!.}_, 1975¡ Carlson et ~. 1987). 

Noel, et ª-.!. (1986) han descrito dos autantes de R.· 

phaseoli, las cuales foraan n6dulos no efectivos que 

contienen fila•ento de infecci6n anor•ales que son abortados. 

Se ha de•ostrado que las •utantes presentan alteraciones 

estructurales en los LPS. 



38 

Sin embargo Borthakur, et ª-.!_ (19BB> encontraron que los 

exopolisacáridos no influían en el proceso de nodulación y 

fijación de nitrógeno, la autante exo- de Rhizobiu• phaaeoli 

que aislaron, presentó n6dulos noraales fijadores de 

nitr6geno. 

Engvild en 1987, concluye que algunas de sus autantes 

obtenidas variaban en su fenotipo presentando n6dulos blancos 

al crecerlas en un detera1nado aabiente y n6dulos rojos al 

modificarlo, sin embargo la reducci6n de acetileno puede ser 

baja en aabos casos. 

Otra observaci6n de este tipo fue reportada por Ko y 

Gayda en 1990 al reali~ar pruebas de nodulaci6n y fijaci6n de 

ni trtSgeno positivas en autantes e•o- de Rh i zob i ua f red i i y 

coao concluai6n de su trabajo indican que ni los EPS ni lo& 

glucano& neutros son esenciales para la inducci6n da los 

n6dulo& deter•inados en esta especie de Rhizobiu•. 

La& características de las cepas con que se trabajaron 

son: 

l. CIAT 899 es una cepa de Rh1zobiu• pha&eoli aislado en 

Colo•bta en un suelo ~c1do. Puede crecer en •edios da cultivo 

~cido& lrpH ~c1do> o en salinos <rpH alcalino). Es resistente 

a la rifa•picina a ~O •icrogra•os por •ililitro <Rfr >, crece 

en medíos de cultivo Py, Y• y en •edio Luria <Noel !!!_ ª-1_, 

1964). 

2. Cepas HSBV 01 a 07 &on •utantes deficientes en la 

producc16n de exopolisac~rido& obtenida& por •utag~ne&is con 

inserci6n de Tn5 a partir de la cepa CIAT 899 de Rhizobiu• 
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phaseol i CNuñez, 1990>. 

Asi•isao el frijol Canario 107, se caracteri~a por tener 

un hábito de crecimiento de •ata, posee se•i l las de for•a 

ranitor•e y tamaño inter•ed10 de color unifor•e. totalmente 

caf~ claro. Su tlor e& violeta y alcanza la madurez a los 107 

d{a&. Su fruto es una vaina que cuando •adura es dehiscente y 

puede abrirse por la& suturas ventral y dorsal. Las fechas de 

Giembra son auy variables, pues siendo de cultivo de 

te•porat, se 1nic1an cuando el per(odo de lluvias se ha 

establecido <•ayo, junio y julio) ("iranda, 1979>. 



Justif1cac1on ~ proyec~o. 

La aplicac16n de 11icroorganisaos fijadores en foraa de 

inoculante& a las leguminosas comestibles en nuestro paÍa, ha 

sido muy limitada por diversos factores, con excepci6n de la 

soya en la cual se han obtonido resultados satisfactorios 

debido principalaente a que e& un cultivo de introducción. 

Uno de los puntos i•portante& en la ·fabricación de 

inoculantes, es el de contar con cepas etectivaw en la 

fijac16n de nitrógeno y espoc{ticas para nodular cada una de 

las variedades de leguainosas co•estibles, asi•isao que estas 

bacterias puedan adaptarse a las condiciones fisicoqu{•icas y 

ambientales del suelo o región inoculada, poseyendo a su vez 

competitividad para infectar al hu~sped cuando este sea 

cultivado en suelos donde so localizan o est.in i•plantadas 

otras cepas con grados aenores para la f ijaci6n de nitr6geno. 

La obtención de mutantes por trata•ientos físicos, 

quÍ•icos o bioquíaicos <utilización de transposones> y la 

puesta a punto de una técnica adecuada para la seleccidn de 

razas idóneas habrá de peraitir incre•entar la eficiencia de 

la rijaci6n. Al obtener variedades de leguminosas aás 

susceptibles a la intecci6n por Rh1zob1u• y capaces de 

est.ablecer una extensa e intensa si•biosi& •utualÍstica 

contribuirá a solucionar los proble•a& plant.eados por la 

falta de disponibilidad de proteína suriciente. 

Para conocer lo& •ecani&•os •oleculares implicados en el 

desarrollo y la fisiología de la interacci6n Rhizobiu•-planta 

&e han utili~ado los •~todos genético& Y de •a biolog{a 
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•olecular CEardly ~e.!., 1965; "art1nez et ~. 1985). 

Una de las estrategias •~& exitosa, ha sido la 

obtenci6n y el an&lisis en el laboratorio de cepas •utantes 

con alteraciones en sus características necesarias para 

establecer la infecci6n y la producci6n de n6dulos efectivos 

(Djordjevic et ª1_, 1985). 

Sin e•bargo se ha observado que los conocimientos 

obtenido& en el estudio do la simbiosis Rhizobiu•-planta son 

específ1cos para cada especie, por lo que es necesario 

estudiar individual•ente cada par bacteria-planta para su 

conoc1miento a nivel básico y poster1oraente proponer 

•Ddificac1ones que per•itan mejorar la eticiencia de la 

fijaci6n de nitr6geno. 

En el estudio de las interaccione& de Rhizobiu•-

Pha&eolu&, no se ha alcanzado un nivel adecuado de 

conoci•ientos a co•paraci6n de 1 alcanzado en otras e&pecie& 

de legu•inosas, aunque ya &e conocen datos sobre la 

organizac16n de los genes de la nitrogena&a y la localizaci6n 

de ~s tos en e 1 genoaa bacteriano, a&1 como a 1 guno& factores 

aoleculare& iaplicados en el reconocimiento de la bacteria al 

hospedero <Noel et !!.l. 1964; Hartínez et !!.!., 1985; Eardly et 

!!!.• 1965), se requiere de mayores estudio& para llegar a una 

total coaprensi6n de este proceso. 
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Ob1et1vos. 

Verificar la infectiv1dad y la efectividad de cepa& 

•utantes deficientes en la producc1on de exopolisac~ridos de 

Rh1zobiu• pnaseol 1 t"ISBV 01 a 07 en &i•biosis con Phaseolus 

vul1aris var. Canario 107. 

Para este 

particulares: 

fin plantea•os los siguientes objetivos 

1. Verificar la capacidad de la& •utantes MSBVOl a 07 de 

Rh1zobiu• phaseoli de nodular a Phaseolua vulgaris var. 

Canario 107, utilizando observaciones aicrosc6picas y •~todo& 

histológico&. 

2. Evaluar la capacidad de fijaci6n de nitrdgeno de las 

cepa& "SBV 01 a 07 de Rhizobiu• phaaaoli en Phaseolus 

vulcari& var. Canario 107. 

3. Verificar qua las bacterias inoculadas se encuentren 

real•ente presentes en los n6dulos de las raíces del frijol, 

y que sean las re&pon&able& de la íijacidn de nitrógeno. 
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Estrat.egla. 

Los pasos que se seguirAn para cu•plir con lo& objetivos 

propuestos son: 

l. Observar los prl•eros pa&o& 

tadhesi6n, curvaaiento y toraación del 

de la 

nddulol da 

infeooi6n 

las cepas 

mutantes en coaparac16n con ta cepa CIAT 699 utiljzando 

unidade& CP para el creci•iento de tas planta&; a.si•isao ae 

registrarán los dt'as de adhes16n, curva•iento. aparici6n de 

los n6dulos y su distribuci6n en la raíz. Se utilizará al 

•étodo de t1nc16n de safran1na-azul de aetíleno para nódulos 

en diferentes etapas de desarrollo (de l a 4 &a•ana&) con al 

objeto de verificar la presencia de bacteroidu& y seguir paso 

a paso los ca•bios aorfol6gicos que &e vayan presentando 

contorav •e establece el n6dulo. 

2. Verificar la nodulaoi6n y &u eficiencia en la 

fijac16n de nitl"6geno, utilizando el siste•a •jarra-botella• 

de l.eonard para el crec1aiento de planta& de frijol Canario 

107, inoculadas con la capa CIAT 699 ~ tas autantee "SBV 01 a 

07, así co•o contrates adecuados. A loa 30 días se rualizartn 

los análisis •orfo•~tricos. &e verificar' la nodulaci6n y 58 

evaluará la reducción de acetileno (para aadir la actividad 

de la nttro1enasa) •ediante cro•atograf(a de 1ases. 

3. Identificar a las bacterias presentea en loa n6dulos 

do frijol utilizando •~todos bactario16gicos adecuado•. 

4. Real izar el am~l i&i& estadístico de los datos 

utilizando pruebas de varianza para los datos da an~ltsis 

aorfo•~tricos y de reducci6n da acetileno. 



11etodo l og {a. 

t. Jnoculac1dn de las seaillas de Phaseolus vulgaris var. 

Canario 107. 

1.- Cuenta viable del inoculante. Las bacteria& se 

pusieron a crecer en aproxi•ada•ante 10 •I de •&dio PY 

lÍquido <para preparar el •edio PY liquido &e disuelven 0.5 

gra•os de peptona de caseína y O. 3 gra•os de extracto de 

levadura en 100 •l de agua destilada, al •is•o tie•po se 

prepara un stock de cloruro de calcio 7 •H <77.69 g en 100 •l 

de agua destilada>. Las soluciones se esterilizan a 1 kg de 

presi6n durante 15 •inutos, una vez que el •edio esta listo 

se aarega 1 •l del cloruro> durante toda la noche a 30•C en 

un baño de agitacion (A•erican optical •odelo •06015>. Al 

día siguiente, se •idi6 la densidad óptica del in6culo a 620 

nan6•etros c10• cel/•1 > en un espectrofot6•etro <Spectronic 

2000 Bausch • Lo•b> y &e igual6 la concentraci6n del in6culo 

utilizando •edlo PY líquido e&t6rll. 

2.- lnoculaci6n. En un ambienta est~ril, se to•d la 

suspensi6n bacteriana c10• cel/•l > y se colocó en el 

recipiente con las plantas de frijol Canario 107 y se dejd a 

que se e•bebieran por unos 10 minutos. Posterior•ente se 

se•braron en el recipiente elegido y se agreg6 1 •I de la 

suspensidn bacteriana a la base del tallo de cada planta con 

el prop6sito de asegurar la presencia de bacterias. 

11. Pruebas de lntectividad. 

Para verificar la infectividad de Rhizobiua <capacidad 
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de establecer una simbiosis efectiva> las plantas de frijol 

se ger•inaron en agrolita est~ril durante 5 días, se 

inocularon con las cepas bacterianas ("SBV 01 a 07 y con CIAT 

899) y se dejaron en la suspensi6n bacteriana durante una 

hora en la oscuridad. Posterior•ente, las raíces fueron 

lavadas repetida•ente con agua destilada est~ri l durante !5 

•inutos y &e •ontaron en las unidades CP estériles <Al•araz. 

1966> las cuales consisten de un recipiente de vidrio que en 

su interior contiene &oluc16n nutritiva y un papel ab&orbente 

y se encuentran sel ladas con papal aluainio (fi¡ura 6). Las 

unidades se dejan en un e&tante de luz fluorescente e 

incandescente con totoperlodo de 12 horas oscuridad-12 horas 

de luz a 2s~c con una huaedad relativa de 75S. 

Se observaron preparac1one& de pelos radicularee teñidos 

con rosa de bengala al lS (en soluci6n alcoh6lica> al 

•icroscopio de contrasta de tasas <Zeiss> para observar la 

adhesi6n de acuerdo a la tecnica propuesta por Bal et tl 

(1976) y Uazzo ~ i!.!. (1964> a las 2, 4, 6, 12 y 24 horas de 

inoculaci6n. 

Aslais•o aediante •icroscop(a de contraste de fases se 

observ6 el curvam1ento del pelo radicular en raíces de frijol 

teñido con rosa de bengala en &oluci6n alcoh6lica durante la 

primera semana despues de ser inoculada& ( Chakravorty !!.!. eJ_, 

198Z; Zi••er•an !!.L i!J_, 1983; \lasse Y Truchet, 1964; 

Vandenbosch et ª"1.r 1965¡ "alek, 1966¡ Setker, 1966 Y Truchet 

!!..!:. !U_, 1969) y se registraron los d{as en que aparecieron loa 

nódulos y su di&tribuci6n en la raíz. 
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Para la h1stologia de los n6dulos de Phaseolus vulgaris 

var. Canar 10 107. en di terentes etapas de de sarro 11 o (de 1 a 

4 se•anas después de inocular) se utilizaron las unidades CP 

para crecer a las plantas inoculadas con las cepas 

bacterianas y se fueron to•ando muestras de raíces a la 

primera se•ana y de los nódulos cuando ya se encontraban 

establecidos (de la segunda a la cuarta semana). las muestras 

se procesaron •ed1ante la técnica de tinci6n con satranina

azul de •etileno para observar la •ortología histol6gica del 

n6dulo Y los cambios que se van presentando en su desarrollo. 

En esta tl!cnica, se fija el •aterial en FAA por 24 horas y 

poster1or•ente se lava en agua corriente durante 1 hora. El 

tejido se deshidrata en &aries de etanol Cse realizan caabios 

de una hora en alcoholes graduales de 30, 40 1 50, 60, 70, 60, 

90, 96 y absoluto>, se aclara en alcohol ab1ioluto-xilol 1:1 

por 30 ainutos y se transparenta en xilol de 20 a 30 •inutos. 

El tejido es incluido en paratina (dos ca•bios de una hora> y 

se realizan cortes de 8µ en el •icroto•o para parafina .. Los 

corte& obtenidos se colocan en un baño •aria de f lotaci6n a 

40°C Cal salir los cortes del •icroto•o la parte brillante se 

coloca hacia abajo y la opaca hacia arriba> .. Los cortes se 

recogen con portaobjetos que tengan unas gota& de gelatina al 

1• sobre la superficie y &e colocan en una placa da calor a 

baja te•peratura. 

Para desparatinar y teñir los cortes &e siguen los 

&iguiente& pasos: 

a. Xilol: dos ca•bios de 5 •inutos. 
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b. Alcohol absoluto; dos caabios da 2 ainutos. 

c. ~lcohol de 96~: dos caabios de 2 ainutos. 

d. Teñir con satranina por 15 •inuto&. 

e. Lavar con alconol de 96 rf..p1da.•ente. 

f. Teñir con azul de •etileno por 5 ainutos. 

g. Lavar con alcohol de 96 roip1damonte. 

h. Alcohol absoluto por 3 •1nutos. 

i. Xilol- Alcohol absoluto por 2 minutos. 

j. Xilol por 2 minutos. 

k. Montar con bátsa•o de Canad~. 

111. Pruebas de erectividad. 

A. Construcc16n del dispositivo de "jarra-botella" de 

Leonard aoditicada. 

El dispositivo consta de la.a siguientes partes (figura 

9) IVincent, 19751: 

La ailad superior de la unidad consi&te en una botella 

'•bar de cerveza <l litro da capacidad> a la que &e lo ha 

quitado el fondo para obtener una teraínacidn a nivel plano, 

la mitad inferior (depósito> es una jarra o fraliCO cuyas 

di•ensione& per•íten que la betel la invertida encaja 

pertecta•ent.e y que el cuello de la botella llegue haata 2-• 

centí•etros del tondo de la jarra. Una. •echa de al&od6n con 

una capa de •anta per•ite el ascenso capilar de la solución 

desde et dep6sito ha&t.a la parte superior de la betel la. En 

el c~ello se coloca algodón, rodeando a la aecha. para evitar 

que se escape el sustrato a la solución nutritiva. 
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L.a t'orma de acotar el dispositivo fue la siguiente: 

1.- Se agregó agrolita a las botellas, desde el cuello 

hasta la parte &uper1or. Al hacer esta operación la aecha 

debe •antenerse al centro. 

2.- Se preparó la solucion nutritiva de Jensen para 

pl~ntula& <Vincent, 1975> diluida a 1/5 (1 g de CaHPO,, O.Z g 

de IC,HPO., O.Z g de "gSO, .7H,O, O.Z g de NaCl, 0.1666 g de 

Fec1 •• 6H,o y •1 de &oluci6n de oligoele•ento& se aforan a 

un litro con agua destilada y pH de 6.7-7. Para una solución 

J ensen con ni t.r6geno agregar O. 700 g de KNO, por litro de 

soluci6n. La soluci6n de oligoele•entos consta de 0.5 g de 

H1 BO., 0.0390 g de ZnSO, .7H2 0, 0.5 g de "nSO, .H2 0, O.Z 11 de 

cuso •• 5H20 y 0.0661 g de Ha2HoO •• 2H10 aforados a un litro con 

agua destilada y pH de 6.7-7> y &e hu•edeci6 el frasco desde 

la parte superior hasta que el líquido co•enzd a tluir dentro 

del dep6sito. 

3.- Se tapó la parta superior de la batel la con papel 

alu•inio y se asegur~ con una liga. 

4.- Las unidades co•pletas se esterilizaron en el 

autoclave a l kl de pres ion durante 15 ain. y se aantuvo 

intacta la cubierta hasta el •O•ento de su utilizaci6n. 

5.- Las se•illa& de frijol canario 107 se gerainaron en 

agrolita par una seaana, posterior•ente las plantas se 

esterilizaron en hipoclorito de sodio al 10~ durante 5 

•inutos y se lavan por cinco vece& en agua destilada est~ril. 

6. - Se &e•braron dos plantas por jarra inoculadas con 

bacteria&, exacta•ente por debajo de la superficie de la 
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agrolita h6•eda y se coloc6 papel alu•inio a su alrededor 

para protegerlas de la conta•inaci6n y aantener la auperf1cie 

en condiciones de hu•edad. 

7.- Se colocaron las unidades en un estante con luz 

incandescente y fluorescente con un totoperíodo de 12 horas a 

2511 C <dÍa> y 1811 C (noche>, con una humedad relativa de 751'. 

Cuando las plantas eatuvieron eatablecidas, &a desech6 una de 

ella& para que solo existiera una planta por botella. 

B. Trataaientos. 

Los siste•as de "jarra-batel la"' de Leonard fueron 

ar•ados de acuerdo a las siguientes especificaciones: 

Grupo 1. Diez a1ste•as con &oluci6n Jensen sin nitrógeno 

y las plantas sin inocular <Control). 

Grupo z. Uiez siste•a• con &oluci6n Jansen con nttr61eno 

y las plantas sin inocular <Control>. 

Grupo 3. Diez si&te•a& con soluci6n Jensen sin nitr6ceno 

y plantas con in6culo si tvastre <cepa CIAT 699 de Rhizobiu• 

phaseoli> <Control). 

Grupo 4. Setenta &isteaas con &oluci6n Jansen ain 

nitr6geno y plantas con inóculo •utante (cepas •utantas HSBV 

01 a 07>. 

C. Análisis •orfo•dtricos. 

En las plántulas de 30 días de inoculadas se •idieron 

los siguientes paráaetros: 

1. Peso seco de raíz, parta aérea y n6dulos. La •~dioi6n 

del peso seco se realizó por •&dio de la balanza analítica 

<Sartorius electrónica •odelo 1600"P6>, las planta• •e 
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deshidrataron en astuta CBlue n Elec~ric modelo SwllTC> a 

eo~c por 46 horas. 

2. Distribuc16n, color y nd•ero de los n6dulos. La 

distribución de los n6dulos se to•6 de acuerdo a los 

siguiente& criterios: 

al. Nódulo& en raíces pr1•arias. 

bl. Nódulo& en ralees pri•arias y algunas laterales. 

el. Nódulos en raíces laterales. 

3. Oeter•inaci6n de la razOn de área foliar y raz6n de 

v~stago-raíz. Para deter•inar el ~rea foliar de cada planta, 

se dibujo en papel el contorno de las hojas y se recortaron, 

posterior•ente se pesaron en la balanza analítica y so 

relacion6 al peso en gra•os de las hojas con el peso en 

gra•o& del ca' (recortado del •is•o papel>. La raz6n de ~rea 

foliar <RAF>, expresada en c•2 /g, es el área foliar total de 

la planta dividida por el peso de la planta. Para la raz6n 

da vA.stago-ra!z se dividi6 el peso saco de la parte ª'rea 

entra el peso seco de la raíz. 

4. Cuantlficaci6n de legheaoglobina. Se realizó en 

n6dulos de 30 días. Se •achacaron 0.5 gra•os de tejido 

congelado con 3 •I de &oluci6n extractora de DrabkiTI <0.052 e 
de KCN, 0.196 g de K,Fe<CNl, y 1 g de NaHCO, se aforan en 

un litro de agua destilada> y &e centritug6 a 15 000 

revoluciones por •inuto on una centrífuga (Eppendorf Brinkaan 

aodelo 5414), repiti~ndose el proceso por 3 veces. Se afor6 a 

10 al y se •idieron lo& &obrenadantes en el espectrotot6aetro 

lSpectronic 2000 Bau&ch lt Lo•b> a 540 nan6•et)•oa contra 
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soluci6n Drabkin como blanco. 

5. ldentificaci6n de los bacteroides presentes en loa 

nódulos. Para verificar que las bacteroides presentes en loa 

n6dulos de Phaseolus vulgar1s var. Canario 107, sean la• 

cepas de Rhizobiu• phaseoli inoculada& y con su fenotipo 

original, los nódulos de 30 días se astert l izaron 

superficial•ent.e con hipoclorito de sodio al 10'1 durante S 

•inuto& se lavaron en cinco caabio& da a1ua destilada astfril 

machac&ndolo& en un tubo de ensayo estéril con agua destilada 

estéril. Se toa6 una asada de la solución, se sembr6 en cajas 

Pet.ri con •edio "t• sólido (&e disuelven en un litro de agua 

destilada 0.5 g da K,HPO,, 0.5 1 de KH,PO,, 0.2 1 da 

l'lgSO, • 7H, O, O. 2 C de NaC l, 1ra•o de extracto de levadura, 

15 g da agar y 10 e de aanitol y aa esteriliza a 1 kg da 

presión por 15 •inutos: se agregan O.O'I g de Caci. 

esterilizado aparte. Lo& antibi6tico• qua •e uti 1 lzan •On 

rifa•picina para CIAT y rifa•picina-kanaaicina para laa 

•utantea, las cantidades son 0.25 •l de antibiótico para 250 

• l de a1ua> y se dej6 crecer a 30• C por 24 hora•. 

Posterior•ente se pican la& colonias obtenida& en cajas Pa\ri 

con •edios Ya/sin antibiOtico, Y•/rifa•picina y 

Ya/rifaapicina-kana•icina. 

6. Cuantificación de la actividad de la nitroganasa por 

el •~todo de reduce ion del acetileno. La tl!cnica para la 

evaluación de la actividad de la nitrogena&a por la reducción 

de acetileno se realizó confor•e a la• especificaciones 

propuestas por el departaaento de aicrobiolocía de suelo• del 
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Colegio de Po&tgraduados de Chapingo, Edo. 11.!.x. bajo la 

eupervisi6n del lng. Juan Jos~ Al•araz. Las raíces de frijol 

canario 107 de 30 días, so colocaron en frascos de plástico 

de 1 litro de capacidad y se sellaron con cinta de tetl6n tal 

ai&•o tie•po se dejaron dos f ra&co& sin raíces para ser 

utilizado& coao blanco), posterioraent.e se sacaron 100 •l de 

•u volu•en con una jeringa y ae les inyectd esa •i&aa 

cantidad de &as acetileno. Se dejaron incubar 2 horas a 

taaperatura aabiente y pasado ese tie•po se extrajo 5 al del 

contenido del recipente y se inyect.6 a tubos vacutainer al 

vacío da 10 al. Las auestras debidaaente etiquetada& se 

trasladaron al croaat6grato de cases <Varian Aerograph, serie 

1400) y da•pu6s de calibrar el aparato &e le inyact& 1 •l de 

auoetra para aer cuantificado. El procedi•iento analítico 

para la obtenci6n de la concentraci6n de atileno &e da&cribe 

a cont1nuaci6ni 

Para obtener los est.Índare11 de eti lana se real izan la• 

si&uiante• diluciones1 

5•1 

o 2 3 

Volu•en •alar: Volu•en que ocupa un mol de gas 

··= 22414.6 ... 

Volu•en 
de los 
viales 
37.5 •• 

Para deter•inar la concentraci6n de eti lena lC2 H.> de 

cada estándar se realizan las eiguientes operaciones: 



ESTANDAR Q. 

Si 22414.6 •l -----
1 ml 

•ol 
X 
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Entonces x= 4.46xlo- ~ moles. Concentraci6n de etileno 

que hay en 1 •I inyectado al est~ndar o. 

Por lo tanto en el volumen de 37.5 •l (est.i'ndar O> 

tene•os 4.46x1o-s •ole&. 

~El est~ndar O sólo se utiliza para preparar los 

estándares que nos van a servir. 

ESTANDAR !. 

Si en 37.5 •I ------4.46x10-• •oles 
5 •I inyectados ---- X 

a estándar 1 

Entonces x= 5.946xtO·• •oles 

Por 1 o tanto en estándar tene•os 5.946alo·• moles, 

¿que concentracidn hay en 0.5 •1 inyectados al cro•atdgraro? 

L.uaco. 37.5 •I 5.946x10-• •oles 
0.5 •• ---- " 

En toncas 

•= 7.93x10-• •ole• 

ESTANDAR g 

Si en 37.5 •I ---- 5.946x1o-• •olas 
1 •1 inyectado ---- • 

a estándar 2 

Entonces x= 1. 5B6x tO·' •o 1 es, concentraci6n que tene•os 

en estAndar 2, ¿que concentraci6n hay en 0.5 •I inyectado al 

cro•at6grafo? 

37.5 •• 
0.5 •• 

1.saex10- 1 •oles 
X 



Entonces 

x= 2.115xtO·• •oles 

ESTANDAR ;'!. 

Si en 37.5 •1 ----- 1.566x1o-r •oles 
5 •I inyectados ----

a est~ndar 3 
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Entonces x= 2.115x10-• •oles, ¿qué concentraci~n hay en 

0.5 •1 inyectados al cro•at6grafo? 

37.5 al 
0.5 al 

2.11sx10-• •oles 
X 

Entonces 

x= 2.a2x10- 10 aoles 

NOTA: Las concentraciones obtenidas de los est,ndares deben 

corregirse por presi6n atmostdrica y teaperatura. 

Para obtener el factor de correcci6n se parte de la Ley 

General de Gases: 

Pi Vi Pf Vf 

Ti Tf 

donde: 

P= Presi6n <en Newtons/•z o Pascales) 

V= Volu•en 

T= Teaperatura (en ªK) 

i= inicial 

t= tlnal 

Esto es: el producto de la presión por et volu•en de un 

&a& ideal es directa•ente proporcional a su teaperatura 

absoluta. Para nuestro caso, se trata de relacionar la 
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presión ataostérica. la temperatura y el volu•en inyectado al 

croaat6grato en condiciones noraales <nivel del mar y a •S• 

Jatitud Nl y aquellas registradas a las condicione• donde se 

reat1z6 el anaJ1s1s de los estándares. 

Por lo tanto: 

Pres16n at•osférica noraal x Vl 

T absoluta 

despejando V2 tenemos: 

P. atm. en al día • V2 

T del d{a 

F. C. <Factor de 
correcci6n> 

P noraal x o.5 ml • T del día 

T absoluta • P del día 

donde: 

P noraal= 760 •• Hg o 1012.94 abaras 

T absoluta= 273 •K 

La concentrac1on de los ast~ndares de etileno deben ser 

•ultiplicado& por el factor do correccidn para obtener 

valores reales. Una vez corrido& los est,ndares un el 

cro•at6grato, se •ide la altura de los picea en ••· 

La tinalidad de los est,ndares as la de obtener un 

•odelo aate•'tico que nos per•ila relacionar la altura de los 

pico& de etileno con la concentraci6n esti•ada, de tal foraa 

que despu~s, con &ole aedir las alturas de los picos en las 

auestras probleaa sea posible estiaar las concentracioneu de 

etlleno p~oducido. 

En aeneral, la for•a del •odelo est 

Y= Bo -t BiX 

donde: 

Y= concentrac16n de etileno 
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X= Altura del pico de etileno 

Por lo tanto es necesario esti•ar Bo y Bi a trav~s de un 

an~li&1a de regre&16n, para lo cual es util tabular lo& datos 

de la &iguiente tor•a: 

Std Altura<••> Atenuación Conversión LogX Conc. Loe y 
(C, H, l (.) estiaada 

l 153 1Z60 195640 5.Z919 6. 34x 10· • -7 .1976 
l 155 1Z60 196400 5.Z975 6.34x10· • -7.1976 
l 15Z 1Z60 194560 5.Z690 6.34x10·• -7.1976 
z 3Z 60 Z560 3.406Z 6. 4x10- ' 0 -9.0757 
z 3Z 60 Z460 3.3944 6.4x10- 10 -9.0757 
z 3Z 60 Z5ZO 3.4014 6. 4x10- 1 0 -9.0757 
3 54 6 43Z Z.6355 1.12x10- 10 -9.9506 
3 55 6 440 Z.6434 1.12x10- 10 -9.9506 
3 53 6 4Z4 Z.6Z74 1.12x10- 10 -9.9&06 

(.) Valores de atenuación: lo-•=1000 
10- 10 =100 
10- 11 =10 
10- 1 ;z =1 

Una vez tabulado, Bo y Bi se calculan de la siguiente 

t oraa: 

Bi= &,.," XiYi -nXY &, " XiYi -( XilC Yil/n 

I:., • 1" Xi 2 -nX2 1: 1 " Xi 2 - < Xi P In 

Bo= Y -ex 
donde: 

Y= log eje Y 

X= log eje X 

Bo= Intercepto 

81= Pendiente 

En el eje•plo de arriba: 

Intercepto= -1Z.6ZZ70161 

Pendiente= 1.0Z77Z0376 

Coef. Correlaci6n= -0.999456 1 nos indica el grado 
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de relaci6n entre las do& variables. 

Una vez obtenidas las variables que nos definen \a 

relaci6n entre altura del pico y concentraci6n de atileno, ae 

procede a realizar los cálculos para estiaar la concentraci6n 

de etileno da la auestra proble•a. 

Para la cuantif1caci6n del acetileno reducido, los datos 

de las •uest.ras proble•a se tabulan de la siguiente foraa: 

Acetileno C2H2 Eti tena C2 H. 
nuestra Altura Atenuac16n Conversi6n Altura Atenuaci6n Conver ... 

<••> u ion 
1 58 6000 464,000 60 80 4800 
z 75 6000 600,000 l16 60 9440 
3 65 6000 5ZO,OOO 14 40 560 

Teniendo los datos tabulados se definen las variable&& 

1. Gas control <Blanco> 2. "uestra Proble•a 

C,H. A Al 

B Bl 

Atenuaci6n de A= C Aten. de Al= Cl 

Atenuaci6n de B= D Aten. de A2= Dl 

3. 1 ntarcepto= 

Pendiente= " 

Factor de diluclón=F.D.= 2400 

<Vol tea/ vol inyectado) 

Se at·ect6an las &i1uientes operaciones: 

l> <AxC>t<BxD>= z (esta variable es constante al igual 

que l, H y F.D. para cada grupo en particular de auestras> 

2> Conversi6n de gas auestra: B1xDlxZ= H 

3> Ah Cl-H 

4) ~og 10 ClAlxCl>- H>J=T 
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61 Antilog <Txll+ll=Q 

71 QxF.D. = mole& C H 
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8) Multiplicar por 1,000,000,000 para convertir a 

nano•ole& 

La t6rmula general es: 

Y= Antilogllog101CA1xC11-CB1xD1x<AxC/BxDIJxll+ll x F.O. 

Bi + Bo 

D. Análisis estadístico. 

Se utiliz6 el progra•a Statgraphics CStatistical 

Graphics Syste•> versión 1.1 de 1965, y se calculd el 

anát is is de varianza general para las variables y la prueba 

de T para un diseño experi•ental co•pleta•ente al azar para 

deter•inar la signif1canc1a estadística. Con los resultados 

obtenidos se elaboraron gráficas de barras y se 

correlacionaron •ediante el uso de una gráfica poligonal 

<Radford et !!.!., 1974 y Arriaga, 1985>. 
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Hesuttados. 

1. l'ruebas do infectividad. 

Las pruebas do infectividad poraitioron conocer la 

capauldaJ de Rhizobium ~~f!...!..i. tcopas MSBVOl a 07> para 

establecer una si•biosis efectiva con Phaseolus vulearia var. 

Canario 107. Las primaras sc~alos do 4uo so esta llevando a 

cal.Jo esta simbiosis so11 l.i adhesión do las bacterias a los 

pelos radiculares, al curvamicnlu do estos y la tormación do 

un filamento infeccioso quo se dirige al intorior do ta 

corteza de la raíz. Postorior•onto, 1 as bacterias se 

transforman en bacteroidoli y las células del hu~sped se 

modif lcan iniciando así una estructura denominada nódulo. 

Al e•a•inar las preparaciones de polos radiculares 

teñldét.s con rosa do bengala al 1'1 on al •icroscopio de 

contrasta de fasos, a la segunda hora después do la 

inoculación, se observ1 un pequaño grupo de bacterias tanto 

en las cepas mutante& y la cepa silvestre orientadas hacia la 

parte apical. Fue has ta las docu horas cuando 1 a •aYor {a de 

los pelos radiculares presentaron gran cantidad de bactorias 

orient1:1.dd.s a todo lo largo do éste, principal•onte en la 

parte apical (figura 10>. 

Al tercer día después de la inoculaci6n se observaron 

pelos curvados tanto con las cepas •utantes co•o con la cepa 

silvegtre, no encontrándose diferoncias entre ellas (figura 

11>. No se logr6 observar el fila•ento infeccioso en las 

preparaciones. 

La nodulaci6n d~ las cepas MSHV 01 a 07, a e•cepcidn de 
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CEPA COlll'ROL CIAT 89~ 

CEPAS MIJI'Afll'ES MSBV 01 A 07 

Figura 10. Distribución de las bacterias (B) de las cepas 
de Rhizobitnn phaseoli sobre los pelos radiculares (PR) de 
Phaseolus vulaaris var. Canario 107. Las plantas de 5 días 
fueron inoculadas y se crecieron por 12 horas en unidades 
CP, posterionnente se tiñeron las raíces con rosa de l:engala 
alcohólica al 1%. Fotografía al microscopio Óptico (400x). 
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CONl'ROL SIN INOCULAR 

Cil\T 899 MSBV 01 A 07 

Figura 11. OJrvamiento del pelo radicular (PR) de~ 
vul.9ªris var. Canario 107 a los 3 días. Las raíces se inocularon 
con cepas mutantes de Rhizobium phaseoli y la cepa silvestre 
CIAT 899 y se tiñeron con rosa de bengala alcohólica al 
1%. Microscopía Óptica (400x). 
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l& autanlc LJ;j, fue •ás tardía en comparaci¿11 con la cepa 

silvestre t,;lAT U~:::H:::ll. En p1·oaedio, tus n6dulos aparecieron a 

los ti días de inoculaci6ri con CIAT 0~9 y MSBV 03 y cuatro 

días después con las dem's mut.Clnt.~s. La t.oJ,Jotugía de los 

nódulos toraatlos poi· ClAT UU~ y por las mutantes se d~scr1~e 

a cont1nuac16n. Lo aparici6n de los nódulos en ClAT y ttSBV 

O:.:S ru~ e11 raíces pr1mcuias y en algunas laterales de la part~ 

super101. en ol caso dtt las dem~s autant.es apareciaro11 en 

raf<.;es laterales, prest:1ntc,uun algunos nódulos 1o1n las raíces 

priaar1as lt1gura Los nódulos fueron típicamente 

esf,r1cos y 1·osados (figura l~J. comprobando esta coloraci6n 

de manera cuantitativa aed1anle la medici6n del nivel de 

teghe111oglobinm medido espectrofotom~tricamente en nódulos de 

30 d{as fue siai la.r en lodus los casos a excapci6n de la 

mutanl~ 04. la cual p1esanl6 un nivel baju, siu embargo al 

realizar la µrueL~ esladíst1ca de T y el correspondiente 

a.n~l1s1s de var lanza, no existieron diferencias 

sign1t1c~tiv~s l'l'abla y grát lea 11. Un resumen de las 

caract.er !st1ci::ls observadas pui las cepas miutantes y por la 

cHpa.s silvestre al i·ea.lizar· los experimentos de infectividat.J 

y etect1v1dad •enc1onadas en esle trabajo se •ue&tra en la 

tabla :;¿. 

En cuanto a la lli&tolugía de los n6dutos en diferontas 

etapa& de desarrollo pri•era. segunda, tercera y cuarta 

sem~nasJ, no se· encontraror1 d1fa1·enc1as ent1·e lus n6dulos 

inducidos por tas •utanles y por la capa silvestre ya que en 

todo11 1 os c&.505 se encontra.1 011 bélcte1·0 id es pres~ntes ~n los 
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Figura 12. Distribución de los nódulos a los 30 días en 
raíces de~ wlgaris var. Canario 107, inducidos 
por cepas mutantes de Rhizobium pha!';~oli (~1SBV 01 a 07) 
y por la cepa silvestre CIAT 899. L:1s plantas se crecieron 
en unidades CP con un fotoperíodo de 12 horas luz y 12 horas 
de oscuridad, a 25°C y con 75% de humedad relativa. 
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CIAT 899 

MSBV 01 A 07 

Figura 13. NÓdulos inducidos por Rhizobium i¡haseoli cepas 
CIAT 899 y MSBV 01 a 07 en Phaseolus vulga~1s V3r. Canario 
107. Acercamiento al microscopio estereoscopico (65x). 
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CEPA DE fi. CDNCENTRACION DE Lg 
Qhaseoli At.sorbancia a 540 nm 

CIAT 899 0.2415 
MSBV 01 o. 1660 
MSBV 02 0.149(1 
MSBV 03 0.2235 
MSBV 04 o. 1070 
MSBV 05 0.1420 
MSBV 06 0.1735 
MSBV 07 0.1225 

Tabla l 
~dida espectrofotométrica de la cantidad de legheiooglobina (Lg) 

extraída por la solución de Drabkin de los nÓdulos de Phaseolus 
vulgaris a los 30 días después de inocular con las cepas bacterianas 
de Rhizobium phaseoli, teniendo corro control a la cepa CIAT 899. 
se realizo un promedio de 3 mediciones por tratamiento. No se 
encontraron diferencias significativas al realizar la prueba de 
T ni el análisis de varianza. 
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(LEGHEMOGLOBINA) ABSORBANCIA A 540 nm 

0.1 

o~~-"-'-~-"'--'~---'"-'-'-~"'--.1--~"'---'-~-"'--'-~-"--'-~-""' 

CIAT899 MSBVOI MSBV02 MSBV03 MSBV04 MSBV05 MSBV06 MSBV07 

CEPAS DE Rhl7Dblum phaseoll 

Gráfica 1 
cantidad de leghemoglobina presente en nódulos de Phaseolus vulgaris 

var. canario 107 inducidos por Rhizobium phaseoli (cepas CIAT 
899 y MSBV 01 a 07). Promedio de 3 repeticiones. 
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CARACTER l STI CAS CEPAS BACTERIANAS 
MUTANTES CONTROL 

01 02 04 05 06 07 03 C!AT 

Adhesión + + + + + + + + 

Curvamiento del pelo + + + + + + + + 
r.adicular 

Morfolo91a nodulat"': 
Color R a s a d o s 

Distribución en ratees Laterales Primarias 

Dtas en aparecer 12 

Número de nódulos por 15 16 4 9 6 14 17 
planta (/.) 

Concentración de Lg. .16 .15 .10 .14 .17 .12 .22 
CAbsorbancia a 540nml 

Bacteroides en nódulos + + + + + + + 

Resistencia antibiotico Rif Km 

Textura colonial en Mue- Mue 
medio Vm ± 

Producción de EPS - ± 

ReduccJOn s1mbiot1ca de + - + 
aceti lena 

Tabla 2 
características asociadas a los nÓdutos inducidos en Phaseolus 

vulgaris var canario 107 por las cepas nrutantes deficientes en 
la producción de exopolisacáridos de Rhizobium phaseoli. 

B 

Rif 

Ri f= Rifampicina Km= Kanamicina Lg= ~hemoglobina 
Mue-= No mucoide Mue::= Poco mucoide Mue = Mucoide 

29 

.24 

+ 

Mue• 

+ 
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corte& hlsto16g1cos; ia anatomía de la corteza de la raíz y 

lea d'1terenciaci6n de las c~lulas corticales fue igual para 

lodus los ~asas, pot· lo cual al dttsarrul lo de ü&los n6dulos 

se encUentra ilustrado por los e&JJecÍmt:?nes de la cepa CIAT 

H~~, a l~s t1·es semanas despues de la inoculaci6n se 

e•pezcuun a nota1· cC1.mt.i1us aeo1·ftd6g1cos muy mc-.t·cados co•o la 

d1spos1ci6n concántr1ca d~ lus l~j1dc.is nodulares y el 

c1l1~d1u vascular que ocupaba una pos1c16n central se comenz6 

a ram1t1car taac1a la per1fe~ia rodeado de un capa de c~lulas 

corticales \t1gura 14J • 

. Lo diferenciación del n6dulo a los 30 d{as es muy 

not~ble, se observa una zona central infectada, que se 

d1terenc{a en c~lulc..s infectadas y c~lulas no infectadas, y 

que se encuentra rodeada pt.11· ha.ces vas cu lal"es que SI:! 

ram1t1can hacia la per1ter1a, en la zona de la corteza 

externa existe una capa. ele c~lulas que torman el 

escler~nqu1m~. Todas las mutantes presentaron el m1s•o patron 

da d1terenc1au16n histo16g1cd 1t1gura 15J. 

11. Pruebas de ~tectiv1dad. 

El prop6sito de estas pruebas fue deter•inar la 

capacidad de Hhizob1um phéiseoli de nodular a Phaseolus 

vulgar1s var. Canario lCJ? y la de conocer su eticiencia de 

reducción del nitr6geno ataost~rico. 

Las plantas se crecieron duranto 30 días en un estante 

dtt totoperíodo de 12 huras de luz y 1!! horas de oscuridad con 

la•paras de luz t 1 uorescanle e incandescente con una 
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Figura 1'1. Co!"tes longi. tudinales de nÓdulos de Phaseolus 
vulgaris var. C:mario 107 en diferentes etapas de desarrollo 
(l. 2 y 3 semanris) después de inocular con Rhizobium phaseoli, 
cepas CIA1' 899 y MSBV 01 a 07. Solo se muestran tas fotograf1as 
de CIAT para mayor clarid<ld, ya que no existieron diferencias 
histológicas entre silvestre y mutantes. Las secciones son 
de 8µ teñidas con safranina-azul de metilcno. FotQJrafías 
al microscopio estereoscópico (65x). 

CN= células no infectadas CI=- células infectadas 
C= Corteza HV= Haz vascular 



CIAT 699 MSBV 01 

HSBV 03 MSBV 04 

Figura 15. Miitanía de loa n6dulos diferenciados de~ 
VUlgaris var. canario 107 inoeulado con~ phaseoli cepas 
CIAT 699 y cepas mutantes a los 30 días. Corte longitudinal de 
6µ observado al microscopio estereoscópico ( 65x). 

C= corteza CI= células infectadas 
HV= Haz vascular 
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t.eaperaturi:I. •á•1•a de G.b'' t; y da 1s··c co•o •fníea, la huaeda.d 

relativa tue de 75S. 

En los datos obtenido& dttl peso seco de lo& nódulos 

lnduc1doa por RhizoDiua phCl&eoJ i -.1 frijol canaria 107 •• 

encontraron d1fereno1aa •ignificativa&, en la& pruebas de Ta 

un nivel de 1,.. ill reJa.cíona.r l ¡¡a cepa si) ve•tre CJ AT con 

~oda& Jas autant.as a eacepci6n de la 07 en la que &e 

encontraron dtterencías al !>S. Sin e•bargo, en los par'•etro& 

de paso &aoo de Ja par·le a~rea y de t..oda la plant.a, as{ co•o 

las raLonos de 'rea fol1a.r y da vástaco-raíz no existieron 

diferenoi~& s1cn1t1oativas. Estos rasultado& fueron 

corroborado& por la pruaba de varianza p~ra diseños 

e•peri•entale• no balanceado& lTabla 3 y •ráticas 2 a 6>. 

En e I caso de 1 nÚ•et·u de nódulos,. a 1 presentar un 

coet1c1ente de var1aci6n -yor iitl fue necesario 

interpret¡¡r los resu1 ta.dos de Mcuerdo a un porcentaje 

estadf•t1co que &e incluye en la tabla ~~ 

Par~ tener un p~nura•a aa• ~•plio de las relacionea 

unt1 u t.odaa las v¡¡,.ru1.hJes estudie&das, ae alabar-aron grcÍfica.& 

pal1gonale& con un nCiatn·o dt1 ajes i1ual al de las 

car~ctur!stiua& aad1daa 7 J. Los ená.1 isi• 

estif.d{st1vos. qu~ ao&tuu·on dltEn-onciJAB significativas se 

encu1;1nt.1 an 1 nd1cados con un aster\ sno l • >. El peso seco de 

n6dulo& de CIAT •o&trd valores •ayores y s1gnit icat.iva•ente 

diferentes al ser coaparoda con IGS aulúnlu& que se ubicaron 

•tts hacia el centro de la. gr"t1c-., tun1endo Jos valor-as aif• 

reducido& ta •u~antu 04 en el p~&o &~oo du nódulo&. Al 



74 

TRATAMIENTO PSTA PSTP PSN V/R RAF 

S/N 0.2426 0.3282 --- 2.8148 270.0568 
C/N Cl.2842 0.4063 --- 2.2584 218.8951 
CIAT 899 0.2757 0.3953 1).0190 2.5591 255. 1459 
MSBV 01 0.2749 0.3914 0.0062 2.8336 230.4927 
MSBV 02 0.2850 0.4143 0.0053 2.2958 213. 1940 
MSBV 03 0.2971 0.4188 0.006(1 2.5864 257.5183 
MSBV 04 0.2502 0.3431 0.0030 2.9913 2:::.3. 4446 
MSBV 05 0.3155 0.4158 0.0040 3.2599 235.4065 
MSBV 06 0.3561 0.5123 0.0045 2.5096 226.4294 
MSBV 07 (1.2972 0.4214 0.0049 2.4474 238.3744 

Tabla 3 
ratos rnorfcxrétricos de las plantas de Phaseolus vulgaris var. 

canario 107 infectadas c:on Rhizobiurn phaseoli CIAT 899 y c:on mutantes 
deficientes en exopol isac:áridos ( EPS) derivadas de ella. Los datos 
presentados muestran la media estadística de 2 experimentos con 
5 repeticiones en cada uno. Al realizar la prueba de T se encontró 
diferencias en el peso seco de nódulos con un nivel de significancia 
del 1 % al c:ontrastar a CIAT c:on las mutantes 01. 02, 03, 04, 05 
y 05 y al 5% en la mutante 07. Estos resultados fUeron corroborados 
al aplicar la prueba de varianza correspondiente. 

S/N= O:mtrol sin nitrÓgeno C/N= control con nitrógeno 
PSTA= Peso seco total aéreo ( g) 

PSTP= Peso seco total de la planta ( g) 
PSN= Peso seco de nÓdulos (g) V/R= Razón de vástago-raíz 

RAF= Razón de área foliar (c:m2/g) 
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PESO SECO DE NODULOS (gramos) 
0.03 

0.025 

.. --·-----· ------

0.01 

o~--"'-'---~-~-
CIAT899 MSBVOl MSBV02 MSBV03MSBV04MSBV05MSBV06MSBV07 

CEPAS DE Rh/?Db/um phaseolf 

Gráfica 2 
Efecto de la inoculación de mutantes de Rhizobium phaseoli (cepas 

MSBV 01 a 07) en el peso seco de los nódulos de Phaseolus vulgar is 
var. Canario 107. Prorredio de 2 mediciones con 5 repeticiones 
en cada una. 
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PESO SECO TOTAL AEREO (gramos) 
0.4 

SIN C/N CIAl' 01 O~ 03 04 05 

TRATAMIENTOS 

Gráfica 3 
Efecto de la inoculación de mutantes de Rhizobium phaseoli (cepas 

MSBV 01 a 07) en el peso seco total aéreo de Phaseolus vulaaris 
var. Canario 107. Promedio de 2 mediciones con 5 repeticiones 
en cada una. 
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_P_E_S_O_SE_C_O_T_O_TA_L_D_E__;:L.:.;A;_:_:PL=A:..::.:N_:TA:..:.._::(~g-=-rª=m:::.:0~1)~--~ 
0.611 

C/N CIAT 01 02 03 04 05 06 07 

TRATAMIENTOS 

Gráfica 4 
Efecto de la inoculación de mutantes de Rhizobium phaseoli (cepas 

MSBV 01 a 07) en el peso seco total de Phas<?Olus vulgaris var. 
Canario 107. Promedio de 2 rediciones con 5 repeticiones en cada 
una. 
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RAZON DE VASTAGO/RAIZ 

SIN C/N CIAT 01 o~ 03 04 05 06 07 

TRATAMIENTOS 

Gráfica 5 
Efecto de la inoculación de mutantes de Rhizobi um phaseoli (cepas 

MSBV 01 a 07) en la relación vástago/raíz de Phaseolus vulqaris 
var. canario 107. Promedio de 2 mediciones con 5 repeticiones 
en cada una. 
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RAZON DE AREA FOLIAR (cm2/g) 

S/N C/N CIAT 01 03 03 04 

TRATAMIENTOS 

Gráfica 6 
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O& 06 07 

Efecto de la inoculación de mutantes de Rhizobium phaseoli (cepas 
MSBV 01 a 07) en la razón de área foliar de Phaseolus VUlgaris 
var. canario 107. Promedio de 2 mediciones con 5 repeticiones 
en cada una. 
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PS'I'P 80 

PSN* 
Gráfica 7 

Efecto de la inoculación de Rhizobhn ~seoli (cepas CIAT 699 
y MSBV 01 a 07) en los paráne~fanetricos de~ vuJ.garis 
var. canario 107. Praoodio de 2 experimantos con 5 repetic1ones 
en cada Wlo. 

•= Diferencias significativas en base al análisis estadístico 
PSTA= Peso seco total aéreo ( g) 

PSl'P= Peso seco total de la planta ( g) 
V/R= Razón de vástago-raíz PSN= Peso seco de nooulos (g) 

RAF= Razó~ElS~c~ªR~~fóÁ"J!1~~etil~~~ ~~~~¡~;1 (on
2

) 
(LID)= COncent.ción de leghernoglobina (absorbancia a 5-10 run) 

S/N= Control sin ni trÓgeno 
C/N= Control con nitrógeno 

e CIAT 899= Cep;:l silv~stre de Rhizobiur.t phaseoli 
Cepas mutantes d~ ~ phaseoli: 

• MSBV 01 :llJiSBV 05 
9MsBV 02 •MSBV 06 
!:'.: MSBV 03 ~V 07 91SVB 04 • 
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correlacionar el pe&o seco de los n6dulo& con la reducci6n de 

acet 1 le no y la concentraci6n de l eghe•og lobina; ob&ervaao& 

que en el caso de la cepa silvestre GIAT los valores son•~& 

¡,,ltos, lo quu nos 1nd1ca que existió una dift1rencia al ser 

co•parado& con las de•4& •utanles. Al ser analizados los 

cont.rolv• &ln 1nocuhai· que cont.en'Ían o no nit.r-d'geno en el 

Ci&&o tJtJ ClAT de las aut_w.nt.e&, "!' e•i&tieron diferencias 

ttx1at.e una t.endencia hacia un 

incre•ento en los trataa1ant.o& 1noculado& con las cepas 

bacter 1a.na&. co•o su puede notar en los paráaet.ros de peso 

&eoo total il~ruo y en el peso seco t.otil.I de la planta en 

donde el control sin nitr6geno pre&ent.6 valores aenores a 

coaparaci6TI de los da•~& tr•ta•ient.os. La aut.anta 04 que no 

lijo n1tr61eno, preaenta valore& •uy bajo& al relacionar loa 

par,•elro& de pe&o saco, ooncuntraci6n de l•&h••o&lobina, 

6rtta tol1ar y puso &eco t.ot.al &.'1·ao de las de•~G autante& y 

de la ~•P .. •llvestre. 

Al anal izar la reducc16n de .. ceti lena, todas la& 

autilnt.11& a e•cepc16n de lil •utante 04 fueron c.._pace& de fijar 

nit.r6geno. t::n CtAT y la •Utit.nle 07 &e pre•entaron valores 

•&Yore& de etiluno producido que en las de•'s •utantes, al 

rttal1zar la prueba de T y el an,lis1& de varianza, &e 

encontraron d1terencias s1gnltic..,t1vas al contrastar CIAT con 

las autanta& 01 a Oti a un nivel dt:11l 1S .. En el ca&o de la 

•ut.ante 07 no se encontr6 d1terencias s1gniticativa& lTabla 4 

y gr~t 1ca 6J. 

Las bacteriél& que &u inocularon tue1·on recuperadas Y se 



CEPA DE fi. CONCENTRACION DE 
E!haseol i ETILENO (na.nomo les> 

CIAT 899 124.6035:!: 98.1099 
t15BV01 46.9790:!: 33.1498 
t15BV02 26.3913:!: 15.2308 
t15BV03 47.5473:!: 27.4507 
t15BV04 o 
t15BV05 24.1700:!: 13.9542 
t15BV06 24.9100:!: 17.6142 
t15BV07 49.2063:!: 34.7945 

Tabla 4 
Reducción de acetileno por los nódulos fonnados de las mutantes 

(MSBV 01 a 07) y la cepa silvestre Cil\T 899 de Rhizobium Jlhaseoli 
a los 30 días. Promedio de 3 mediciones por tratamiento, 1TW0Strando 
el error estándar. l\l realizar la prueba estadística de T y el 
análisis de varianza se encontró diferencias significativas del 
1% al contrastar a Cil\T con las mutantes 01 a 06. 
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CONCENTRACION DE ETILENO (nanomoles) 
250 

200 
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100 

50 

old:±:~:Lc.::~L..=~L.:JC::;c::=z::L...J.J~j,_J,!:::l::'.!j¿, 
C1Ar899 MBBVOI MBBV02 MSBV03 MSBV04 MSBV05 MSBV06 MSBV07 

CEPAS DE Rh/7Db!Um phaseol/ 

Gráfica 8 
Efecto de la inoculación de mutantes de Rhizobium phaseoli {cepas 

MSBV 01 a 07) a Phaseolus vuloaris var. canario 107 en la redu=ión 
de acetileno teniendo como control a la cepa CIAT 899. Pranedio 
de 3 mediciones por tratamiento. 
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prob6 su res1st~nc1a en medios con ant1b16ticos. La cepa 

s1lvestra t;lA'f tH:H:t creci6 en •t1d10 Y• y en •edio Y•lthl, no 

a&! en madio Y•/HitKa. Las cepas •utanles M~BV 01 a 07 

crecieron en medio Ya, Ym/Hif y Ya/R1tKa. Asiaisao se 

comprob6 la aortolog{a auco1de l"uo+> de ClAT y la no mucoide 

lt1uc- J dl:! las autantes, a axcepc16n da la •utante 03 que 

presenta una mortolog{a puco aucoide '"ºº~' (figura 16>. 

~st.os estudios nos pera1 t.1eron coaprobar que las bacterias 

inoculadas son l~s causantes de las caracter!sticas obtenida& 

y a le& vt=tz descartar una posible conta.ainaci6n por otras 

cepas de ~h1zob1ua phaseol1. 
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Ym YmRif 

CIAT 899 

Figura 16. Resistencia a antibióticos (rifampicina y kanamicina} 
en medio Ym de las cepas de Rhizobium phaseoli inoculadas 
y recuperadas de los nÓdulos de Phaseolus vulgaris var. 
canario 107. 
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Discusión. 

En eJ pre&ent\I trabajo se investigó si los 

exopolisac,rido& \EPS> de Rh1zob1ua ptta&eoli son requeridos o 

no para llevar a cabo la fiJétci6n simbi6tioa. de nltrcSgeno. 

Para este propósito se utilizaron mutantes de inserci6n 

def1c1entes en la producc16n de tPS (ftSBV 01 a 07> que poseen 

al transpos6n 1n5, q11a cont1ere la resistencia a kanamicina y 

fut-t ut~1l1z:ado como autágeno. LilS mutantes fueron 

caracter12:a.das por su rt1not.1po Mue· y p¡s.ra conttr•ar que este 

SIE:l daba a lli. det1c1enc1a de E.f'S, se real1z6 ta prueba de 

t1nci6n con caJcof luol', el cual sa une al polisacArido de la 

parod celular baetar1ana. La 6n1ca mutante que present6 un 

fenotipo ligeramente wás •ucoide (Mue~> tue la MSBV 03, pero 

se podía diterenciar de la cepa silvestre ClAT 699 de 

•ortologi.a eucosa U1uc· J <Nunez, 199tn .. 

~n lo referente a la adhesidn de Rt11zobium a la &e•il1a 

de.a tagum1nosas, &l::f ut11 izd una concentrac16n da to• para la 

inoculaci6n da Jas plantas de frijol canario 107, lo cual 

concuerda con los resultados obtenidos por Dazzo ~ !!_!. 

<19b4J~ que sug1r1eron que l~ &electiv1dad en la pri•era 

etapa de li:i adt1es16n, dependerá del tit•a.no del inOculo. En 

lo& pr1aeros •1nutos y t\¡j.Sta una tiorc. despuás, con un in6culo 

de 10' E& 4x10• ceJulas por semi 1 la, algunas bacterias se 

adtueran, en un rango de orientación determinado a Ja punta 

del pelo radicular. 

Al realizar los estudios referentes a la for•acidn y 

desarrollo del t1la•ento infecc1oso, no se pudo observar el 
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t11amento 1ntecc1oso, debido a que la cap~ silvestre ClAT 899 

de 1a cu~I provienen l&s au~antes, presenta características 

que sugieren que no existe tormac16n de ti lamento lnteccioso 

y que las bacteria.& penetran hasta la corteza y &~ inicta Ja 

transtorma.c16n de estas et bacteroídes con los subsecuentes 

cambios mortol6g1cos y da tamaMo en las c~lula& del hu~&pad, 

concordttndo con los resultado& obtenidos por Mart!noz !!.!:. ª1.. 

(19b5). 

En nuast.ros experi•entos el curva•1anto I'adicular fue 

dltÍcll d~ obser\'éU, pos1blamente debido al bajo porcontaju 

de apar1c16n de t1la•entos intecc1osos. A este respecto 

Gioudomane y B1ssaling ll90~' señalaron que unas horas 

despu~s de la tnoculc.c16n, aás dul 00"- de los palos 

rad1cul~re& en la zona se deforman y en S al 2U~ de e&tos se 

curvan. Subsacuente•enta, lo& t1lawentoli infecciosos se 

lorman en gÓlo ai 0.1 aJ 1• de los palos. 

As1m1gwo se observ6 que ~J desarroll~rse los nódulos en 

una rag16n de ta rai.z. se 1nh1b16 la emergencia du otros 

n6dulo& en las regiones •6s J6van~s de la raiz. Aunque segOn 

Noel ~ ~ ll~óti> lo& t1i~•antos 1ntecc1oso& aGn se toraan en 

eran cantidad da E::i&t.iS& 1·eg1onas se l l&Yii a. cabo un tenÓ•eno 

deno•1nádo aborto 1 .. intecc16n que peraite ol 

establec1m1anto y d1str1buc16n en una densidad equi~atun~e a 

tra.v~e ael &1&\.emiil radical. Loa; d1st.r1buci6n de los nódulos 

ooservada en este t.rabá)o, co1nc1de aaplta•ente con to 

reportado ant.er1oraente. 1 guatmanle 111enc1onan que aunque la 

act1v1d~d mer1fite•~t1ca en la corteza dd 1~ raíz Y la 
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in1c1ac16n del t 11amento inteccioso y su crecimiento 

coinciden entre sí. deben ser tomadas como dos procesos 

separadosw La formaci6n del •er1stemo y el crecimiento del 

n6dulo puede ocurrir sin la tor•ac16n del t.ubo inteccioso. 

Los genes bacterianos que permiten la d1v1s16n de tas células 

corticales. incluyendo los genes nod, encontr&.dos en los 

r1zob1a de crec1m1ento r~p1do se encuentran en los plásm1dos 

~ym, Los genes bacterianos que 1nr1uyen ta iniciaci6n o 

per•anenc1a del ti lamento 1nfecc1oso, son innecesarios para 

la 1nducc16n mer1st.emát.1ca se taan encontrodo solo en los 

cromosomas o en pl,sm1dos d1st.1ntos del pl~sm1do Sym. 

kespecto a la mortología nodular. los nódulos inducidos 

por las mutantes de khizobiu• phaseol 1 <t1SBV 01 a 07> y los 

de la cepa silvestre lCIAT 69~) fueron semejantes al no 

mostrar dlrerenc1as a todo lo largo de su organog~nesis. 

Papel ~ ~ exopol1sac~r1dos de Hh1zobium phaseoli !!Jl !!!. 

proceso ~ U inrecci6n. 

Ex1&t.e una gran cont.roversia para especificar la 

import.anc10 de los EPS en la hab1l1d~d de Htuzobium de formar 

n6dulos t1Jadores de n1tr6geno en las plantas hospederas. En 

trabajos real izados con mutantes deficientes en la síntesis 

de EPS se ha observado que estos son esenciales para llevar a 

cano una nodulaci6n efectiva lSanders !!!.-ª-l. 1978; Napoli y 

Albershe1•, 1~80; Chakravorty ~ ª-.!.• 198~; Leigh et ~. 1985; 

Noe l !!!__. ª1_, 1986). Sin embargo, se han reportado 

reciente•ente que un determinado n611ero de •u tan tes 
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det1c1ent.es en E••s son capaces de tormar n6dulo& efectivos, 

lNapol1 y Alt>ersheuu., 19t3U; Sanders U!!.!., 19131; Leigh il i!..!.. 

1965; Borthakur f!..1 il• 19bb; Gloudemans y Bissuling, 1989 y 

Ko y ~ayda, 1990). 

En el caso de R· legum1nosarum y f:!. melilot1 se ha 

encontrado que la síntesis de exopolisacdridos es esoncial 

para 1 a nodu l ac 16n, esto es debido a que al ser probadas en 

10 rererente a su capacidad de nodular a sus hu~spedes 

especíttcos resultaban nódulos de tipo 1ndeter•1nado y por lo 

tant..o eran 1netect1vos. En Hht~J!! tredii y en '1· phaseoli 

que 1nou1eron n6ou1os det.erm1nados, estos fueron total•ente 

etect.1vos al sur probada su capacidad de reducción de 

acet1leno, ademas de sus característtcas de presencia de 

bact.ero1de& y de colorac16n rosada que indica la presencia de 

1a leghemoglob1na l&anders il ª-1.r 19tn; Lamb y.J: !!.l. 1~02; 

Le1gh ~ tlr 1985; Bor thakur ~ tl• l~t36 y Ko Y Gayda, 1990). 

En 1985 Chen tl tl \en ¡.;,o y Gayda, 1!::190>, probaron la 

nodulac16n de •utant.e& exo 1nducidaG por el transpos6n TnS 

de la cepd. NGR~~4 de Ht11zob1um tia cu~l posee un a•ptio rango 

d~ huéspeaes J en p 1 d.ntas con n6c:iu los deter•i na.dos y en las 

qu" generan nódulos 1ndet.E::!rm1nC1.dos; estas mutantes 

del1c1entE::!S ~n exopol1s<1.cár1dos 1m::iuc1E::!ron en los hu~&pedes 

det.er111nadoe n6du1os pequt1ños total•ente eíect1vos, pero en 

los 1nde~erm1nados s610 pequeñas estructuras parecidas a 

ca 11 os en las raíces de los huéspedes 1 ndeterminados. 

Observaciones s1m1lares ruaron realizadas por Borthakur ~ ª-1 

l19tl6), traba ;ando con este •1s•o gene encontraron que una 
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&ola mut.ac1on exo en ~ leguminasaru• volvía a las bacterias 

inetectivas en su nodulac16n con chlcharos, sin embargo en R· 

phaseol1 no t.en!a efecto alguno en su nodulaci6n con los 

tr1joles y por lo t.anto oran efectivos. Así como conclusi6n 

pode•os decir que la dependencia de la sintesis de 

exopol1sac~r1dos soto es esencial en los n6dulo& del tipo 

indeterminado. 

Las •utantes ut.1 l izadas en este trabajo, indujeron 

n6dulos etect1vos lexcepc16n de la mutante 04J lo que nos 

sugiere que los EPS no estan 1ntervin1endo en la capacidad de 

Hh1zob1um para fijar n1t.r6geno, ademtls de la falta de 

correlaci6n entre la ausencia de El'S y la p~rdida de la 

capacidad de nodulaci6n. S6lo el caso de la •Utante l'ISBV04 

que no lue capaz de fijar nitrógeno es diferente, ya que 

aunque tue capaz. de inducir bacteroides no tor•O nódulos 

electivos. Esto nos hace suponer que existe atrofia parcial 

en los bacteroides debida po&ible•ente a una deficiencia en 

&u capacidad de lijar nitrógeno o a que existi6 un factor que 

•od1fic6 la actividad de la n1trogenasa, dando como resultado 

un posible adelanto o un retraso en la tijaci6n de nitrógeno 

en comparación con las damas cepas bacterianas y concordando 

con lo repor~ado por hngv1l t1987J. 

L..a •utante 04 puede d1ier1r de las demás •utantes en 

poseer una mutación pleiotr6pica que afectará a los genes exo 

y la región de los genes ni f encargados de llevar acabo la 

codificac16n para la t13aci6n de nitrógeno. Un caso similar 

ocurr16 con varias •utantes de ftl}1zob1ua phaseol1 citadas por 
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Noel ~ ~l en 19bq y Ko y Gayda en 1990; aunque para 

confi.r•ar este tipo de h1p6t.e&is se requerir" de un •apeo 

gen~t1co en el cual se puada establecer la ubicaci6n de cada 

gene en el genoma oact.0r1ano. 

Sanders ~ ª-.L ll!::f76J al realizar e&t.ud10& de los 

componentes celulares de la pared de Hhiz.obiu•, 

específica•ent.e los EPS y los l1popol1sacár1dos que se cree 

participan en la 1nfecc16n y nodulac16n de la& leguminosas, 

encontraron caracterist1cas •UY parecidas en su estructura ya 

que al ser probada su sens1b1l1dad a un •1smo bacteriófago 

reacc1onaron de la a1sma manera y su composici6n de az6caras. 

deter•1nada por cromatograf ia de gases fue •UY simi liar en 

aabos casos. Estos autores proponen la hipótesis de que un 

n1vo 1 reducido de carboh1dratos extracelulare& se encuentra 

relacionado con la incapacidad de nodular a los hu~spedes 

espec{ticos, sin e•bargo sugieren •ayores estudios y an~l1sis 

de estos polisacáridos para confirmar su participaci6n en la 

infecc16n de eucar1ont.es por los procariontes. 

BorthaKur ~ ~ \l~~ól, •enc1onaron que la gen~tica 

molecular de la síntesis de EP~ no h~ sido estudiada en 

de~alle an ning6n g~nero oe bacterias, solo en lo reterente a 

l~ importancia de estos potÍ•eros en la industria tpor 

eJomplo la go•a producid<t. por Aantho•onasl; sin eabargo el 

1nter~s en el papel molucular dü estas moleculas en la 

1nteracci6n bacteria-huésped aón continua. Sería interesante 

determinar s1 1os EPS de las cepas t1Sl:HI l.>l a CJ7 ruaron 

realmenlo aut~1,t1cos EPS de -~hizoo1u• pnaseo11 o s1 tue 
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sintet1~ado otro tipo de pol1sac~rido. 

Los resultados reterentes al peso seco de n6dulos junto 

con la reducción de acetileno analizados en las gr~ticas 

poligonales, nos aost.r6 que, aunque las mutantes tueron 

capaceG de ti Jar ni tr6geno, el tamaño y peso de 1 os n6du 1 os 

t ue mucho menor que en 1 a cepa contra l (.(.; l A"r > por lo que se 

cent 1 r•a 1 o ex pues to por Ka y Gay da t 1BBU J quo afirman que 

las autantes obtenidas, aunque t1jaron nitr6geno no 

desarrollaron tantos ncSdulos como en el caso de sus cepas 

controles de i<1tizob1um tred11. 

As1m1smo. la can ti.dad de et1leno producido est.í 

directamente relacionado al nómero de n6dulos y a su tamaño, 

e&t.o es a aenor número y tamaño de ~stos menor cantidad de 

etileno producido tco•un1cac16n personal del Colegio de 

Post.graduados de Cha.pingo, sección microbiología de suelos>, 

co•o en el caso de la cepa ClAT, a.l presentar diterencias 

significativas en el análisis estadístico, sugiere un mayor 

desarro l lo en el peso de los n6du los al comparar con las 

mutantes. 

La inexistencia de diferencias en el creci•iento foliar 

y total de la planta y en las rehtciones de v~stago raíz Y 

raz6n de Area foliar, en el caso de los tratamiento& 

controles y con las mutantes, puede explicarse si se 

relaciona con la alta et1c1encia del sistema radical, aón sin 

n6dulos, que pudo haber •anten1do a un nivel adecuado los 

requer1•ient.os nutr1c1onales por lo que no se vi6 ret leja.do 

al ser co•parados los pesos secos de cada uno. Lo anterior se 
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encuentra e1~mpt1r1cado por los valore& de ára~ foliar, peeo 

seco total aéreo y peso seco total de la planta de Ja mutante 

06 en las grát1cas poligonales, ya que se ubican m's alejados 

al resto de los demás trata111enlos. lo que indica un mayor 

desarrollo de la planta en s{, aunque al relacionarlo con la 

reducci6n de acetileno no sea consecuencia de la tijaci6n de 

n1tr6geno. 

Es l nt.eresante mencionar que aunque existieron 

d1terenc1as s1gn1t1cat1vas entre la cepa control CIAT y las 

mutante& en lo relativo al peso seco de los n6dulos, la 

cantidad de n1tr6geno t1Jada no es suticiento para que exista 

un incremento s1gn1t1cat1vo en los demás par.ímetros 

mortol6g1co& 11ed1das, to cual concuerda con el anál1s1s de 

las gr~ticas poi igonales, ya que en los controles sin 

inocular y en los trata•ientos con cepas •utantes y 

silvestres no se obsorv6 un incremento marcado en lo& valores 

obtenidos que se encontraron muy cercanos unos de otros. 

Utros factores que pudieron haber influido a que no 

ex1st1era un mayor desarrollo de las plantas, serían el 

tamaño del rec1pente en que fueron crecidas las plantas ya 

que no perm1t1eron un desarrollo adecuado propiciando un 

retraso en la t lorac16n. Ade•as tactores a•bientales co•o la 

temperatura. en la noche que pudieron ser 1 i•itantee del 

crecimienlo1 por lo que se propone el uso de •acetas Y de un 

lugar con una temperatura •~& cálida, asl co•o experi•entos 

ya no en invernaderos sino en el campo • 

.. or otro lado, al no ex1st1r diferencias significativas 
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ent.re las mut.antes en los análisis estadísticos aplicados a 

los paráaetros medidos, nos hace suponer que en vez de ser 7 

aut~ntes puedan ser agrupadas en solo tres mutantes que 

serían la MSBVU;,,i (debido a su mortología Mue:!:>, la MSBV04 

lpor su l.ncapac1dad de reducir el acet.1 lenoJ y en conjunto 

la& autantes restantes como una sola .. Para poder comprobar 

esta h1p6tos1s se requerirá de un análisis gen~tico más 

protundo para determinar la organizaci6n genética de cada 

mutante. 
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Conclusiones. 

l. El requerimiento de la stntesi& de exopolisacáridos 

no es crít.1ca para los n6dulos del tipo determinado como en 

kh1zob1um phaseolt. 

2. No se encontraron diferencia& entre los n6dulos 

1nduc1dos por las copas mutantes de H:hizob1u• phaseol i al 

compararlas con la cepa control CIAT en lo referente a su 

1nlect1v1dad • 

..:L Todas las mutantes. a oxcepc16n de la 04, fueron 

capaces de reducir el acet1leno. 

4. La 1ncapac1dad de la •utante MSBV 04 de reducir 

acet.1 lena, nos hace sugerir que se deba a un retraso en su 

capacidad o a que ex1st.16 mutac16n en loe genes nit t•utacidn 

p1e1otr6p1caJ. 

S. L..os resultados obtenidos en el anfil1sis estadístico 

sug t eren que en vez de tener 7 •u tan tes se trabajaron con 

s6lo j ya que no ex1st1eron d1terenc1as entre ellas. 

b. No existieron d1terenc1as sq::nificativas en los 

par~metro& mortor1s1ol6g1co& entre la cepa silvestre CIAT tlYY 

y las mutantes MhB\f Ul a 07 de t<tqzobtul!! phasBol i en lo 

rel~rente a la intect1v1dad y et1c1enc1a en la f 1jaci6n 

&1mb16t1ca d~ n1tr6geno. 
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t_~ect1vas. 

l. El estudio de cepas bacterianas et1cientes en la 

co•petenc1a para la nodulac16n de las leguminosas permitir~ 

el desarrollo de nuevas metodologías que incrementen la 

&elecc16n de los r1zob1a resistentes a los adversos factores 

amb1entales. sin embargo, se deberá ir a la par de los 

programas t1s1ol6g1cos, da b1olog!a molecular y alimentación 

prop1c1ánoose un mayor entend1m1ento de ta fijac16n de 

n1tr6geno. 

2. Se requerirán técnicas que involucren experimentos de 

cen~~1tugac16n a altas veloc1dades para ver1ticar que la 

un16n de las m1crot1brillas extracelulares de la bacteria al 

polo rao1cuJar permanece intacta. 

d. AJ real izar experiment.os en el campo se pondrá a 

prueba la capacidad 1nfectiva y efectiva de la bacteria a 

cond1c1ones ambientales extremas y se podr~ evaluar su 

desempoño con bacterias nativas del suelo, permitiendo la 

creaci6n de un in6cuJo comercial que pueda ser utilizado para 

aumentar la producc16n de frlJOl a nivel nacional. 

"· Se requerirán estudios de otros componentes de la 

cápsula bacteriana de Hh1zobium pttasE1ol !. tlipopotisacáridos 

y/o B-gJucanosJ para determinar su papel en et proceso de 

intecci6n, as1 como <le otro tipo de estudios de la cepa CIAT 

b~~ para determinar si se ubica como una especie aparte. 

~. Realizar estudios referentes al mapa genético de las 

mutantes para poder di te rene iar las entre sí y comprobar la 

hip6tesis de la mutac16n p1e1otr6pica en la mutante 04. 
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Ap6ndtce. 

! "ed10 ~ para plántula~ (V1ncent. 1975), 

CaHPO, g 

K 1 HPU. 0.2 

llgSO,. ?H, O 0.2 ll 

NaCI 0.2 e 
1-eCl:s ,tiH:1U O. ltltltl e 

+sol. oJ1goeJeaentos 1 aJ 

Aforar a un litro con agua dest1tada y aju•tar el pH a 

6,7- 7. AJ utilizarse diluirse a 115. Para una •oluci6n 

Jensen con nitrógeno agre¡ar 0.700 g de KNO:s por litro de 

solución. 

+ Soluci6n de oli1oa1a•ento•. 

H,80, 0.5 1 

ZnSO, .?H2 0 0.0390 e 
ttnso ... H, CJ 0.5 ll 

CuS0,.5H,O 0.02 ll 

Na2 "ºº• .. 2H2 U O.Otltll ll 

Atorar a un l 1tro con agua dest.1Jada y ajustar al pH a 

6.?-7. 

!. "•dio e.! 1 Ígu1do. 

Peptona de caseina 5 g 

~xtracto de levadura 3 g 

Cloruro de calcio 7 •M ti aJ> 

Agua dest1Jada 1 Jt 

El cloruro de calcio se debe esterilizar aparte deJ 
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aed10 por lo que se recomienda &e prepare un s~ock da 100 •l 

l77.69 g en 100 •l de agua dest.11ada> y una vez qua el aedio 

este listo se agregue al cloruro. 

!. "ed10 Ya 

KJHPO. o.s e 
KH 2 POa 0.5 1 

MgS0,.7H2 U 0.2 • 
NaCI O.:l & 

CaCl2 0.04 1 

1:.xtracto de lavadura l 1 

Agar 15 1 

Manit.ol 10 g 

Agua destilada lt 

Se disuelve todo a excepc16n del cloruro de calcio y se 

e&ter1l1za. Cuando este l 1st.o se agrega el cloruro 

est.er1l1zado aparte. 

Para los ant.1b16tico& se utiliza r1taap1c1na para ClAT y 

ritamp1c1na-kanaa1c1na para la& autante&. La& cantidades son 

O.Zb al de ant1b16t.1co para 2!>0 al de agua. 

!. Soluc1on l>rabklD• 

0.0!>2 8 de KCN 

O.HIB 1 de l(,felCN>. 

g de NaHCO, 

Se atora a un l tt.ro de agua dest1 lada. 
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~ ~ h1stol6g1ca P.ara n6dulos. lTinci6n satranina-azul 

!!!! •etilenoJ. l"lodificada !1!!. l"\alek, 1966. 

l. Se tija el •ater1al en FAA por 2~ horas. 

2. Lavar con agua corriente durante 1 hora 

3. Deshidratar al tejido en serie& do etanol: se 

real1~an ca•b10• de una hora en alcohole& graduales de 30, 

40, 50, 60, 70, 60, 90, 96 y absoluto. 

"· Se aclara en alcohol absoluto-xilol 1:1 por SO 

a1nulo&. 

5. Transparentar en x1lol de 20 a 30 •1nutos o hasta que 

•• e•p1ece a transparentar. 

8. Se incluya en parafina, dos caabio& da una hora. 

7. Se realizan cortes de 6µ en el •icrotoao para 

parafina. Lo• cortes obten1doa se colocan en un baño aar{a de 

flotac16n a 40•C t al •alir lo& cortes del •icrotoao la parte 

br11 lante se coloca hacia abajo y la opaca hacia arriba). 

Lo& corte• ae raco1an con portaobjeto& que ten1an unas gotas 

de gelatina al 1,. &oore la superficie y se colocan en una 

placa de calor a baja te•paratura. 

8. Para desparaf1nar y teñir los corte& se siguen los 

siguiente• pasos: 

a. Xilol: dos cambios de 5 a1nuto&. 

b. Alcohol absoluto: dos ca•bios de 2 •inutos. 

c. Alcohol de 96•: do& ca•b10& de 2 •inuto&. 

d. Teñir con safran1na por 15 •inuto&. 

e. Lavar con alcohol de 96 rápida•ente. 



t. Teñir con azul de •et1leno por 5 •inuto&. 

I· Lavar con alcohol de 96 r~p1da•ente. 

h. Alcohol absoluto por 3 •1nutos. 

i. Xilol- Alcohol absoluto por 2 •1nutos. 

j. Xilol por 2 ainuto&. 

k. "ontar con b~l&a•o de Canad4. 

109 
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Fuente de gl se CM F F requericio 
var1ac1on observado 5/. 1/. 

Peso seco 7 0.0027 0.0U04 10.000 • 3.13 • 2.95 
de nodulos 

Error 64 0.0023 0.00004 
1 
Total 71 0.0050 

' 

Ana11s1s de varianza aplicado al peso &eco de los 
nódulos de Phaseolu& vulgar1s var. Canario 107 inducido& por 
Rh1zob1u• l!h;lseoli lcepas CIAT 699 y "SBV 01 a 07>. 

Fuente de gl se CM F F requer1cia 
var1ac1on ooservado 5/. 1/. 

Reduce ion 7 15 832 2 262 6.3432 *5.Bb *4.89 
acetileno 

Error 10 3 5bb 35b.6 

Total 17 19 39El 

Anal is1s de varianza aplicado a la reducción de 
acetileno en nodulos de 30 dlas de Phaseolus vu11aris var. 
Canario 107 1nduc1dos por ffh1zob1u• phaseoli (cepaa CIAT 899 
y "SBV 01 a 07 > • 
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