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RESUMEN 

La fijación biológica de nitrógeno puede sustituir e! uso de fertilizantes qu{micos en la agricultura V 
prevenir la pérdida de la fertilidad de! suelo, Este proceso sólo lo realizan bacterias, algunas de éstas 
(del tipo rhizobiai se establecen en las raíces de plantas leguminosas proporcionándoles el nitrógeno Que 
necesitan para su crecimiento. El interés de la investigación. en estas bacterias es el poder utilizarlas 
eficientemente en la agricultura, En los paises tropicales y subtropicales. como México. existen una 
gran riqueza de rhizobia cuya diversidad se presenta en este artfculo. 
Patabras Ctave: bacterias nitrificantes. Rhizobium, diversidad, fijación de nitrógeno, 

ABSTRAeT 

Biologícal nitragan fixation may substitute tar too use of cOOmical fertilizen in agriculture and 
prevent toe lou of soil fertility, This process is only performed by bacteria, sorne of which (belonging 
to rhizobia) associate to the TootS of plants províding part of the nitrogen plants need for growth. 
Research interes on these bacteria ¡s driven by the interest in using toem efficiently in agricultura, In 
tropical and subtropical countries, as Mexico, there is a larga diversrty of rh¡zobia reviewed here. 
K_V Word.: nnrificant bacteria, Rhizobium, diversity, nitrogen fixation, 

INTRODUCCiÓN 

La fijación biológica de nitrógeno es la conversión enzimática de nitrógeno 
gaseoso a amonio; es una característica exclusiva de procariontes y se encuentra 
distribuida en muchos géneros de bacterias iYoung 1992). Además de las 
bacterias fijadoras de nitrógeno en vida libre, existen bacterias del suelo que se 
asocian a plantas y, en particular, un grupo de éstas ide los géneros Rhízobíum y 
otros relacionados) se asocian a leguminosas (Martlnez & Hernández 1999). La 
asociación Rhizobium-Ieguminosa contribuye entre un 1/3 y un 1/2 del nitrógeno 
fijado de la atmósfera y se basa en el intercambio de carbono por nitrógeno entre 
ambos simbiontes ya que para las plantas el nutriente más limitanta es el 
nitrógeno. 

Uno de los problemas fundamentales que enfrenta la humanidad es la 
producción de alimentos en cantidad suficiente. Para la solución de este problema 
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se ha recurrido a la utilización de fertilizantes, los cuales se aplican cada vez en 
cantidades mayores. El uso masivo de los fertilizantes ha generado diversos 
problemas; por ejemplo, la contaminación de los suelos, de los mantos acuíferos 
y cuerpos de agua. Ante esta situación se realizan esfuerzos por conocer los 
sistemas biológicos y poder modificar las prácticas agrícolas lo suficiente para que 
sea la fijación biológica de nitrógeno la que reemplace al nitrógeno extraído del 
suelo por los cultivos, y no la aplicación de los fertilizantes. Además del nitrógeno, 
el desarrollo de las plantas está determinado en buena parte por los 
microorganismos con los que éstas se asocian. Algunos de ellos pueden suprimir 
diversos patógenos evitando enfermedades o, como Azospiri/lum y Acetobacter, 
que pueden estimular el crecimiento de la planta al producir hormonas vegetales, 
IOkon & Kapulnik 1986, Fuentes-Ramírez et al. 1993), otros proporcionan 
distintos promotores del crecimiento vegetal como el lumichrome que produce 
Rhizobium me/i/otf y que estimula la respiración de la raíz y el desarrollo de plantas 
de alfalfa IPhllllps et al. 1999). 

Las leguminosas son ricas como fuente de proteína tanto para la alimentación 
humana como para el ganado. La producción de plantas leguminosas depende en 
gran medida de la fijación de nitrógeno que se realiza en simbiosis por el 
Rhizobium específico. EXisten cerca de 19,000 especies de leguminosas IAllen & 
Allen 1980), la mayoría aún no aprovechadas por el hombre. Sólo se conocen los 
simbiontes para alrededor del 1 % de las leguminosas que forman nódulos fijadores 
de nitrógeno (Martínez-Romero & Caballero-Mellado 1996). 

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

Diversidad funcional y taxonómica del grupo 
Todas las especies de rhizobia forman nódulos en las raíces o tallos de las 

leguminosas y se establecen dentro de estas estructuras en donde proliferan, se 
diferencian y fijan nitrógeno. Existe especificidad en esta relación, lo que significa 
que una especie de leguminosa establece simbiosis con un limitado número de 
especies de rhizobia ILong 1989). Se han identificado diferentes sitios de 
diversificación de las leguminosas y éstos coinciden con los sitios de 
diversificación de los rhizobia que son capaces de establecer simbiosis con las 
leguminosas en cuestión IMartínez-Romero & Caballero-Mellado 1996). 
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En tOS Glt;mos años se ha incre;-r:entado el número de especIes y géneros de 
rhizob';a porque se han 3na!:zado :eguminosas que no se habían estudiado y porque 
la rnerodología para clasificar bacterias es más poderosa, Utilizando enfoques de 
biología molecular, se han establecido también las relaciones filogenét¡cas de estas 
bacterias (Van Berkurn & Eardly 1998). En el cuadro 1 se listan las especies y 
géneros de rhizob¡a. 

Cuadro 1 

Espec e 

Bradyrhl10bium B e/kani, 
B /apon1cvm 
B ¡iaoningense 

B. vuanmingense 

MesorhlzoblUnJ M. amorphae 
M. C/cefl 
M h~J(Jk(l¡¡ 

M. fati 
r,;¡, mediterran9~m 
:,/1, píurifarium 

lA fwnsnanense 

R. etJí 

R. ga/egae 
R. gaflícum 
R. fjiardinu 
R. hamanense 

R huautlense 
8. leguf'l)mos8rum 
R morgoiense 
8. !rOrW;1 
R. undicoia 

Sir¡(;r}¡I/Oh:ult) S (jró.Jr!s 

S !redil 
S. kostiense 
S medlcae 
S. mel!lotl 
s. salle/i 
S toré/ngae 
S. );fnJrangense 

Huésped 

rostrata 

Glycine max (soyal 
Glycine max 
G1Vcine max 
LespedeLB 

Amorpha {rucricosa 
Cicer arietmum (garbanzo) 
ASfréJgalus 
Lorus 
e/cer anetirJum 
ACaCfi( Leucaena 
G,'y'cyrrhiLa, Sophor8, G/verne V otras 

Phasoolus vulgaris jffíjo!¡, MútlOSéJ af!ir)¡:"i 
Gatega 
Phaseo!us vu/garis 
Phaseoius vu!garis 
$tyJos[jr¡[hes, Centrosema, Desmodlum, 
Tephrosia 
Sesbar¡ia herbacea 
Vicia I::;hícha:ol, Trifolrum arebol1 
:.;Jedicago TUrnen/ca, Phascolus vulgar:s 
Phaseofus vulgans, Leucaeflfl 
Neprur1ia lialEU;::; 

ÁcaCiE senegal, ProSOpJS chilensis 
Glycine max 

AcaCia senegal, PrOSÚP!S cl¡¡/ensis 
Medicago spp 
Medicago set/va (alfalfa) 
Sesbania 
Sesbania, AcaCia 
G1vcine max 
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Patrones de diversidad taxonómica en México 
Méxjco es U:-lO de los sitios de origen del fríJoli Phaseolus vulgaris, y de 

diferentes especies de Leucaena, ll/fimosa, Sesbania y Acacia y de otras muchas 
:eguminosas, El aislamiento de las bacter:as de estas legumlr'osas ha reve:ado er: 
algunos casos una diversidad genética enorrne y nos c,a llevado a proponer nuevas 
especies de RhiLobiurn, las cuales son rativas de Méx:co y no se encuentran er 
otros sitios salvo er¡ las ocas'ones en que, ya sea deliberadamente o no, han sido 
introducidas en estos lugares, Po:- ejen'lplo, encontramos que ¡as serrlillas ce fri.¡ol 
pueden disem nar a sitios geográficos distartes a la espec:e .AhizoblurTi etli, que 
portan sobre su tes~u !Pérez-Ram:rez et al. 1998). 

Es ;Jrecisamente R. etfi el microslmb¡onte que seguramer·~te ca evo:uc!Onó CO;"1 

el 'rilOI ¡Segovl8 et al, 1993) Y el más el'ciente en ¡;jac1ón de n':rógeno con las 
'íneas Mesoamericanas de Phaseolus vulgaris (Martínez-Romero et al. 1998a1. 

Tanibjén se han deSCrito dos biovariedades de R. etli, una eDil especif'e;dad 
weferente para frijol y otra con especifiCidad más amplia que ¡r~dLJye a Leucaena 
spp, Mimosa affinis y frijoL Esta úit¡rr~a, la blovariedad miMosa, es mas Ilrr,itada 
en su diverSidad genética (heterozlgosis promed:o, H = 0.2, calcu,ado de acuerdo 
con Selander et al, 1986) que la oovan"dad phaseolí IH = 0,6). La amplia 
diverSidad del blovar phaseoli ¡Pliiera el al. 1988, Segova et a/. 1991, Eardly el 
al. 1995; se correlaciona con la gran distribuc·Ón geográfica del cultivo del f~i;ol. 

En las semillas de 1",01 la diversidad genética de R. etl, es muy limitada 
Irldicapdo que sólo algL:nos clones sobrevive"l a la desecaCión (Pérez·Ramfrez et 
al. 19981 Tamblé', hemos encontrado R, etlí dentro de tallos y raíces de ",alces 
cu:tivacos en asoc'iación con fr:JoIIGutiérrez~Zamora & Martínez-Romero 2001:. 

El patrÍf"l'lOrlo de l?hizobium de México tarlbiér. ipcluye a R, huautlense (\'Vang 
et al. 1998) que sólo se ha aislado de la reserva ecológica Sierra de Huaut!a en 
Marelas y que es simbionte especifico de Sesbanla herbacea. R. huautlense t¡e~le 
una diversidad genétIca muy rmitada y está adaptada a !a redulación en 
condiciones de In,mdación (Wa~g & Ma't(nez·Romero 20001, Hemos documentado 
r~uevcs grupos de RhizobiunJ, Sinorhizobiurn y Mesorhizobiurn aisladas en 
Leucaena que no han Sido reportados como si"r:biontes de esta especie en otros 
lugares (Wang el al. 1999l. 

Dent~o del genero Sinorhízobium se sabe que S, meliloti y S, medicae nodulcn 
a la a1 1a118. Se ha araÍlzadoa diversidad y dominancia de aISlados de allalia del 

Bajío mediante S~l sensibil:dad a antibióticos, asr como su competerlcia saproittica 
y su efectlv,dad en allalfa ¡Olalde Portugal & Peña Cabrleles 1989a y b), Algunos 
de estos a,slados no se asemejan a S. m elilotl o S. Inedicae (Pei1c Cabr:ales & J, 
Caballero, corr:unicación personal) pero no se ha forrna:izado SL: posició;¡ 
taxonómica, Esto es tall'1b:én el caso para otros EPslamientos descritos en r\~éx¡co 
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de nódulos de diversi;ls leguminosas como Leucaena y G¡;ricidia (Valdes et al. 
1993, Peñalozil & MiÍrquez 19881. 

Patrones de abundancia y diversidad por ambientes. 

Las bacterias fijadoras de nitrógeno tienen ventaja sobre otras bacterias el1 
condiciones donde el nitrógeno disponible es limitante o completamente deficiente. 

Se ha encontrado que los fertilizantes nitrogenados añadidos a los cultivos tlener: 
efectos neni'ltlvos sobre las poblaciones de fijadores de nitrógeno. 

La diversidad genética de Rhizobium aislados de nódulos de frijol disminuye 
considerablemente en algunas variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) , si se 

siembran éstas en presencia de fertilizantes nitrogenados (Caballero-Mellado & 
Martínez-Romero 1999). El nitrógeno fijado añadido como fertilizante químico 
inhibe la formación de los nódulos y la fijación de nitrógeno cuando se añade a 

plantas noduladas. El proceso de fijación de nitrógeno es muy costoso 
enerC]éticamente y esto tal vez explique la fácil pérdida de los genes de fijación de 
nllró<jeno (Mmtinez-Romero el a/. 19991. El grupo de Souza el al. ha descrito la 

diversidad por niveles, por nódulo, por planta y por parcela, usando patrones de 
IsoenZlmas para describir los aislados y diferentes análisis estadisticos para 

cuantificar la diversidad. En general en cada nódulo hay un solo tipo de cepa, pero 
los nódulos de una sola raíz los forman una gran diversidad de R. etll. Esta 
diversidad designada "por planta" casi es tan grande como la que se obtiene de 
toda una parcela (Souza et al. 1994). 

L8 estructura ~jel·lética de la población en pmcela se describe como retlculada, 
que significa que se intercambia información rJenética en poblaciones locales (Silva 
et al. 1999). En la semilla del frijol hemos reportado la presencia de rhllobia 
Viable. La diversidad "por semilla" es muy baja comparada con la poblaCión de 
nédulos (Pérez·Ramlrez et al. 1998). En nuestro pals se ha encontrado que las 

pe blaciones de Rhizobiurn aisladas de nódulos de Leucaena son dl1erentes 
genéticamente si se cultiva a esta planta P.rl suelos donde se había cultivado 

previamente al frijol IWang el al. 19991. 

Estudios en campo 
Se han realizado diversos experimentos de Inoculación de leguminosas en 

MéXICO. Cualldo se IntrodUjO el cultivo de la soya en el Noroeste, también se 
adoptó la prjctic3 de Inocular con cepas de Rhizobium (ahora reclasiflcauos como 
BradyrhiLubium). LE! respuesta a la inoculaCión fue muy buena con incrementos en 

rendimiento pero sólo durante los primeros años debido a que al parecer 
Bradyrhizobiurn se estableció en suelo y ya no fue necesario añadir más bacterias 

como inoculantes. 
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En fnjol, la experiencia de Inoculación ha tenido resultados muy variables. El 
problema principal que existe es la población de R. et/I nativa, altamente adaptada 
y competitiva para nodular. En general, ias bacterias Introducidas corro inocu!ante 
forman una proporción muy pequeña. menor al 5% de íos nódulos. El 'esto lo 
forman las cepas nativas. Para resolver este problema. se ha propuesto Que la 
selección de las mejores fijadoras se realice a partir de la población nativa del sitio 
donde se piensa trabajar y que se analicen los deter",inantes genéticos de la 
competencia (Martínez-Romero & Rosenblueth 1990). 

Las cepas nativas altamente competitivas ocasionan que en muchos casos no 
se obtenga respuesta a la Inoculación. Med.ante la cuidadosa selección de cepas 
efectivas y utilizando cepas modificadas genéticamente, se ha logrado obtener en 
ensayos de campo (en colaboración con el INIFAP) incrementos en el contenido 
de nitrógeno de .as semillas iBurgos el al. 1999 & J. Mora, comunicación 
persona:), 

Ciertamente se requIere inocular en los casos en los que no se encuentra ja 
espede de Rhizobium en el suelo o sólo se enCJentra en muy bajos números D8r8 
nodular él la leguminosa de interés, En estos casos, la respuesta él ¡a inOCJiaC;Ón 

es clara salvo que existieran antagonistas de la nodulaclón como se ha reportadO 
cuando se desmo'ltan las selvas. cuando existen contenidos de nitrógeno y 
materia orgánica muy altos que inhiben la nadulación y fijación de nitrógeno o bien 
que sean muy escasos el fósforo o el molibdeno. 

PERSPECTIVAS 

Uno de los objetivos de la investigación en fijación de nitrógeno es sustit;Jir 
fertihzantes quím:cos por Inoculantes biológicos, Para esto es necesario obtener 
cepas bacterianas con esta capacidad. aisladas de las plantas ae inte'és, de su 
rizósfera o de nódulos. 

La búsqueda y el aislamiento de fijadores de nitrógeno se requiere coeno la base 
para la producción de InoGulantes bacterianos que estimulen la producción vegetal. 
Actualrnente hemos empezado un estucio para aislar y caractenzar fijadores de 
nitrógeno obtenidas de leguminosas de la selva. El determinar por quÉ las 
inoculaciones funcionan en ciertas ocasiones y en otras fallan requiere lT'as 
Investigación; además, las bactenas rizosféricas se pueden manlpúiar 

genétícamente para degradar corrpuestos contaminantes corno una estr9tegia de 
bioremediación o para suprimir patógenos, 
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CONCLUSIONES 

Sólo se ha eXDlorado LCa pequeña proporción de;a nqLi€Za de rhizobia existente 
en México, En la medida en que se conserven las especies nativas de 
leguminosas, se preserva~á también sus microsimbiontes siempre y cuando estas 
plantas no se sIembren en presencia de fertilizantes quím;cos que inhiben el 
proceso simbiótico. 

Las leguminosas son cultivos clave en la agricultura sustentable ya que 
en-iquecen al sueo de nitrógeno cuando tienen nódulos fijadores de nitrógeno. 
Para promover la nodulacíón se recomienda la practica de inocular con cepas 
seleccionadas ladaptadas al lugar de mtarés) o mejoradas genéticamente. El 
conocimiento báSICO de Rhizobium provee de herramientas para mejorar estas 
cepas y aumentar su capacidad de fijar nitrógeno íMartínez-Romero el al. 1998b). 

Al ígLal que en el caso de Rhizobíum, sólo se conocen una minoría de los 
microorganimos existentes en la naturaleza, :05 cuales son necesarios en los dclos 
biogeoquímlcos. Ta! vez estamos extinguiendo muchos microorganismos sin 

darnos cuen:a, tal y como ha ocurrido con la diversidad genética de sitios del 
Amawras afectados por la deforestación (Borneman & Triplett 1997). Es 
necesario preservar las selvas y bosques tropicaies para también preservar 

Ttlcroorganismos del suelo. 
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