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SUMMARY

Rhizobium-legume association has been studied in detail because of its ecological and economical importance.
It has also been used as a model for the study of plant-bacteria interactions, plant organ development and
differentiation/morphogenesis in prokaryotes. The identification of diazotrophic endophytes in non-leguminous
plants encouraged the development of detailed studies of these microorganisms that upon colonization of the
interior of a plant, in some cases are able to reduce the atmospheric nitrogen.
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INTRODUCCIÓN

La fijación biológica de nitrógeno (FBN) forma parte de
uno de los procesos químicos y biológicos globales más
estudiados.  Sólo los organismos procariotas pueden re-
ducir el nitrógeno atmosférico (N

2
) (diazótrofos) y este pro-

ceso lo pueden desarrollar en condiciones de vida libre o
asociados a eucariotas.

La FBN por bacterias asociadas a plantas ha sido em-
pleada como estrategia alternativa a la fertilización quími-
ca. La producción industrial de fertilizantes nitrogenados
depende del uso de materias primas no renovables y, en
los últimos años, con una persistente tendencia a incre-
mentar sus costos. Además, el empleo intensivo de estos
productos genera riesgos de contaminación ambiental por
nitratos en los cursos de agua.
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RESUMEN

La asociación rizobio-leguminosa ha sido detalladamente estudiada en virtud de su indiscutible relevancia
ecológica, económica y como modelo para el estudio de las interacciones planta-bacteria, organogénesis vegetal
y procesos de diferenciación en procariotas. El aislamiento de microorganismos diazótrofos endófitos de
plantas no leguminosas, ha promovido el desarrollo de estudios fisiológicos de los microorganismos capaces de
colonizar el interior del vegetal y, en determinados casos, reducir el nitrógeno atmosférico in planta.
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BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION
IN ENDOPHYTES AND PLANT ENDOSYMBIONTS

Las bacterias diazótrofas del género Rhizobium son
capaces de establecer asociaciones simbióticas con plan-
tas leguminosas, induciendo y alojándose en estructuras
vegetales especializadas denominadas nódulos. El uso de
rizobios como inoculante es una práctica ampliamente uti-
lizada para el mejoramiento de praderas.  La FBN derivada
de la simbiosis rizobio-leguminosa contribuye con los
mayores niveles de nitrógeno directamente aportado a un
organismo eucariota.

Durante la década de 1970, el aislamiento de bacterias
diazótrofas endófitas de gramíneas impulsó la investiga-
ción dirigida a extender el rango de plantas que podrían
beneficiarse con un aporte de nitrógeno reducido por sus
organismos asociados (Baldani & Baldani, 2005).
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Kloepper et al. (1992) define como endófitos a los
microorganismos que, durante parte de su ciclo de vida,
son capaces de colonizar los tejidos internos de una plan-
ta, sin distinguir dentro de esta definición el concepto de
patógeno. Esta definición considera la existencia de algu-
nos organismos que, sin causar síntomas de enfermedad
aparente, pueden estar en una fase de latencia o ser
patógenos en otras circunstancias u hospederos. La
sobrevida de los microorganismos endófitos se ve favoreci-
da con respecto al ciclo de vida que se desarrollaría en el
suelo, tanto en lo que refiere a la disponibilidad de nutrientes
como al resguardo del medio ambiente (Barraquio et al., 1997).

Los organismos endófitos han sido agrupados en fa-
cultativos y obligados (Baldani et al., 1997). Los
microorganismos facultativos son capaces de sobrevivir
en el suelo, en la superficie de las plantas y colonizar el
interior de las mismas. Los organismos endófitos obliga-
dos no podrían “sobrevivir” de forma cultivable en el sue-
lo en ausencia de plantas hospederos. Este concepto se
define en el contexto de la recuperación de los organismos
en forma cultivable sin considerar su viabilidad. Este últi-
mo grupo incluye algunas especies del género
Herbaspirillum, Gluconoacetobacter diazotrophicus, etc.

ASOCIACIÓN RIZOBIO-LEGUMINOSA

El nivel de complejidad de la relación rizobio-legumino-
sa se torna evidente al analizar los sistemas de comunica-
ción a través de señales moleculares existentes entre am-
bos organismos. Esto determina que la planta hospedero
y su pequeño huésped sean específicamente reconoci-
dos, permitiéndole a la leguminosa disminuir las posibili-
dades de infecciones por patógenos y el establecimiento
de nódulos no efectivos. El ingreso de la bacteria procede
previa deformación de los pelos radicales e invaginación
de los mismos para formar los hilos de infección que ac-
túan como pequeños túneles de acceso. Las bacterias, una
vez separadas del extremo del hilo de infección, son incor-
poradas en el citoplasma vegetal por endocitosis. Los
rizobios son mantenidos dentro del nódulo en estructuras
denominadas simbiosomas y se dividen unas pocas veces
más antes de continuar el proceso de diferenciación como
bacteroide que los habilita a reducir el N

2
.  Los bacteroides

están topológicamente aislados del citoplasma vegetal por
una membrana peribacteroidea.  Esta membrana, de origen
vegetal, permite el pasaje vectorial de compuestos especí-
ficos.  Es generalmente aceptado que la planta es la que
decide, en última instancia, los nutrientes que va a consu-
mir el microorganismo (Streeter, 1991).  El ingreso de los
bacteroides dentro del simbiosoma constituye un cambio
fundamental en su ambiente, comparado con el existente

en los hilos de infección.  El contenido de nutrientes, pH,
pO

2
, presión osmótica y otros factores no identificados,

determinan que la bacteria inicie un programa de diferen-
ciación que culmina con el bacteroide maduro fijando N

2
.

De acuerdo con su morfología, los nódulos se clasifi-
can en determinados o indeterminados, siendo ésta una
característica dependiente de la planta (Michiels &
Vanderleyden, 1994). Los nódulos indeterminados poseen
un meristema apical persistente, por lo que las zonas más
envejecidas se localizan en la base del mismo. En este tipo
de nódulo cada simbiosoma contiene un solo bacteroide
diferenciado. Los nódulos determinados tienen forma es-
férica y no se distingue actividad meristemática evidente
en los nódulos maduros.  Durante la formación de estos
nódulos coexisten células vegetales infectadas en dife-
rentes fases de desarrollo, conteniendo simbiosomas con
más de un bacteroide (Patriarca et al., 2002).

La FBN requiere una muy baja y bien controlada con-
centración de oxígeno, dado que el complejo nitrogenasa,
responsable de la reducción del N

2
, es irreversiblemente

inhibido en presencia de este elemento. En el caso particu-
lar de los rizobios asociados a las leguminosas, los nódulos
poseen una capa de células no infectadas que rodea el
grupo central de células infectadas. Esas células restrin-
gen el flujo de oxígeno actuando como barrera de difusión.
Esto, junto con el metabolismo de los bacteroides y
mitocondrias de las células vegetales infectadas, crean un
ambiente microaerofílico dentro del nódulo (3-22 nM) (Hunt
& Layzell, 1993). La alta tasa metabólica del bacteroide y
por lo tanto la eficiente producción de ATP y poder reduc-
tor se destinan en gran parte para el mantenimiento de la
actividad del complejo nitrogenasa. En este necesario am-
biente microaerofílico participa también una proteína ve-
getal de unión al oxígeno (leghemoglobina) y que facilita
el transporte de este elemento hacia los bacteroides, un
sistema de citocromos de alta afinidad por el oxígeno que
asegura la producción de ATP a concentraciones de O

2

menores de 10 nM (Bergersen & Turner, 1975) y el metabo-
lismo modificado de carbono (McDermott et al., 1989).

La planta suplementa al bacteroide con fuentes carbo-
nadas a los efectos de satisfacer los requerimientos del
proceso de fijación de nitrógeno. Los fotosintatos, inclu-
yendo sucrosa, son transportados hacia el nódulo vía
floema (Reibach & Streeter, 1983), pero no son consumi-
dos directamente por el bacteroide. Fuera del simbiosoma,
la sucrosa es hidrolizada principalmente por la sucrosa
sintasa a UDP-glucosa y fructosa. Esta enzima es esencial
para el mantenimiento de la fijación de nitrógeno (Craig et
al., 1999). Parte de los productos generados por la hidrólisis
son metabolizados mediante las enzimas glicolíticas para
generar fosfoenolpiruvato (FEP) (Reibach & Streeter, 1983)
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y posteriormente malato (Day & Copeland, 1991). La con-
centración de malato dentro del nódulo es del orden de
3.4 mM y están también presentes otros ácidos
C

4
-dicarboxílicos (ADCs) (Streeter, 1987). Los mutantes de

rizobio en el sistema de transporte de ADCs (DctA) no son
capaces de reducir el N

2
 al asociarse con la leguminosa

(Ronson et al., 1981; Finan et al., 1983). Los mutantes dctA
son capaces de infectar la raíz de la planta pero mueren
rápidamente luego de establecerse en el nódulo. Los célu-
las infectadas de los nódulos presentan un alto contenido
de almidón (Ronson et al., 1981; Finan et al., 1983), sugi-
riendo que las bacterias son capaces de consumir otras
fuentes carbonadas en el hilo de infección, pero una vez
iniciado el proceso de diferenciación los ADCs son esen-
ciales para el mantenimiento de la fijación de nitrógeno.
Además del sistema DctA, en nuestro laboratorio hemos
identificado la presencia de un presumible sistema de trans-
porte de oxoglutarato (KgtP) en bacteroides de Rhizobium
tropici al asociarse con Phaseolus vulgaris. Los mutantes
dctA retienen una cierta capacidad de reducir el N

2 
y son

capaces de crecer en presencia de succinato y oxoglutarato
pero no en malato ni fumarato. Los dobles mutantes
dctA kgtP forman nódulos inefectivos y no crecen en nin-
guno de los ácidos orgánicos mencionados. En este mo-
mento se analiza la posible función de este sistema de trans-
porte para incorporar fuentes de carbono en el bacteroide
o como registro de los niveles de nitrógeno en la planta.

Aporte de nitrógeno a la planta. El N
2
 es reducido a

amonio mediante el complejo nitrogenasa. La expresión de
las vías de asimilación de amonio es pobre en los
bacteroides, por lo que la mayor parte del nitrógeno redu-
cido es suministrado en forma de amoníaco a la planta,
aunque existen evidencias de que parte del nitrógeno se-
ría transportado previa incorporación en la síntesis del
aminoácido alanina (Waters et al., 1998). Se presume que
el amoníaco atraviesa la membrana citoplasmática del
bacteroide mediante difusión. Aunque esto no ha sido cla-
ramente establecido, el amoníaco sería rápidamente
protonado a amonio gracias al ambiente ácido del espacio
peribacteroide (Udvardi et al., 1991). En el citoplasma de la
planta, el amonio transportado desde los simbiosomas es
utilizado para la síntesis de glutamato mediante la glutamato
deshidrogenasa (GDH) o la vía glutamina sintetasa-
glutamato sintasa (GS-GOGAT). El nitrógeno reducido in-
corporado en el glutamato es posteriormente transferido a
otros compuestos antes de ser transportado al resto de la
planta vía xilema.

Metabolismo carbonado del bacteroide. Los estudios
sobre el metabolismo del bacteroide se basan en su mayor
parte en la caracterización de mutantes incapaces de ex-
presar determinadas actividades enzimáticas y el análisis

de sus fenotipos simbióticos. Los ADCs son
metabolizados mediante el ciclo de los ácidos tricarboxílicos
(ATCs).  De todos modos se considera que el mismo no
trabaja con su total capacidad debido a los elevados nive-
les de poder reductor (McDermott et al., 1989; Day y
Copeland, 1991). Las condiciones microaeróbicas del nó-
dulo limitan la actividad de la cadena respiratoria, contri-
buyendo a aumentar la concentración interna de NADH.
En estudios previos se estimó que la relación
NADH:NAD+ presente en bacteroides de Bradyrhizobium
japonicum  sería aproximadamente 0.83, lo que resultaría
en una disminución de más de un 50% en la actividad in
vitro de la oxoglutarato deshidrogenasa (Salminen &
Streeter, 1990). Esto determina que existan vías alternati-
vas o para mantener el balance de carbono y poder reduc-
tor del bacteroide. Dentro de estas vías alternativas se inclu-
yen las rutas del glioxilato, oxoglutarato decarboxilasa y la
síntesis de compuestos de reserva (McDermott et al., 1989).

El acetil-CoA se sintetiza dentro de los nódulos me-
diante la acción concertada de la enzima málica (ME) y la
piruvato deshidrogenasa, responsables de decarboxilar el
malato a piruvato y luego a acetil-CoA respectivamente
(Driscoll & Finan, 1993). La ME dependiente de NAD+

(DME) es esencial en simbiosis y se supone que la misma
es activa en los bacteroides cuando existe un buen sumi-
nistro de nutrientes desde la planta, en virtud de su menor
afinidad por el malato en comparación con la ME depen-
diente de NADP+ (TME).

Síntesis de poli-βββββ-hidroxibutirato (PHB). Los prime-
ros estudios de las inclusiones de PHB en nódulos de
leguminosas datan de finales de la década de 1950 (Forsyth
et al., 1958). Este polímero constituye una excelente fuente
de reserva de carbono debido a su alto estado reducido, a
su estructura cristalina virtualmente insoluble y a que ejer-
ce una presión osmótica casi despreciable dentro de las
células (Dawes y Senior, 1973). La producción de PHB re-
sulta de la relación entre la velocidad de síntesis y degra-
dación, la cual depende de las condiciones de crecimiento.

Los rizobios que se establecen en nódulos determina-
dos acumulan gran cantidad de PHB (hasta un 70% de
contenido). Sin embargo, no se han visualizado inclusio-
nes importantes de PHB en rizobios contenidos en nódulos
indeterminados. Sinorhizobium meliloti se asocia con al-
falfa estableciéndose en nódulos indeterminados sin con-
tenido apreciable de PHB, pero es capaz de acumular hasta
un 50% de su peso seco en condiciones de vida libre
(Tombolini & Nuti, 1989). Además, es capaz de acumular
PHB en el hilo de infección pero estas inclusiones desapa-
recen en el simbiosoma (Hirsch et al., 1983). En el caso de
Rhizobium etli, que se asocia a P. vulgaris estableciendo
nódulos determinados, el PHB se acumula en los

Fijación biológica de nitrógeno en endófitos y endosimbiontes de plantas
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bacteroides pero no en el hilo de infección (Cermola et al.,
2000).

Los mutantes en el gen nifA de R. etli acumulan muy
poco PHB (Cermola et al., 2000). La proteína NifA es un
activador transcripcional de los genes que codifican para
la nitrogenasa, por lo que esto indicaría que la acumula-
ción de PHB en el nódulo estaría relacionada con el proce-
so de fijación de nitrógeno en este organismo.

De todos modos, no se ha logrado establecer los meca-
nismos que controlan la acumulación de PHB en los
rizobios que se asocian formando nódulos indetermina-
dos o determinados. Las diferencias en la capacidad de
acumular PHB podrían derivarse de las diferentes condi-
ciones internas que alterarían las actividades enzimáticas
involucradas en la síntesis del polímero.

Importancia del PHB en los bacteroides. En el caso
de los nódulos determinados, se ha propuesto que el PHB
acumulado podría contribuir como desvío de los excesos
de poder reductor y fuente de carbono de modo de mante-
ner el ciclo de los ATCs activo en condiciones
microaeróbicas. También se ha propuesto que el PHB po-
dría suministrar energía y poder reductor cuando los deri-
vados fotosintéticos aportados por la planta son limita-
dos o, en último término, ser una vía competitiva con la
FBN y no relacionada directamente. Existen diversas evi-
dencias que apoyan o contradicen cada una de estas hi-
pótesis.

La limitación del oxígeno promueve la acumulación de
PHB en R. etli, sugiriendo que los bacteroides acumulan el
polímero en respuesta a la limitación de este elemento (En-
carnación et al., 1995). En caso de que esta ruta sea esen-
cial en el nódulo, los mutantes incapaces de acumular PHB
deberían presentar un fenotipo de no fijación (Fix-) en sim-
biosis. Sin embargo, los mutantes en la enzima PHB sintasa
(phbC) de R. etli fueron capaces de reducir el N

2
 de forma

más eficiente que la cepa salvaje, evidenciando una
reordenación del flujo de carbono hacia, por ejemplo, la
acumulación de glicógeno (Cevallos et al., 1996). Este tra-
bajo apoyaría así la tercer hipótesis.

Sin embargo, los mutantes phbC de Azorhizobium
caulinodans fueron incapaces de fijar el N

2
 en vida libre y

en planta (Mandon et al., 1998). En este caso, la ausencia
de fijación de nitrógeno es debida a la no expresión de los
genes involucrados en la síntesis de la nitrogenasa, no
lográndose establecer aún la relación entre la síntesis de
este complejo enzimático y la producción de PHB.

Las fluctuaciones en los niveles de PHB y nitrogenasa
a lo largo del día y del desarrollo de la planta, relacionados
posiblemente con el aporte de carbono por parte del hos-
pedero (Romanov et al., 1980) apoyan la hipótesis de que
el PHB podría constituir una reserva de carbono y poder

reductor utilizable durante los períodos de limitación de
nutrientes. En ese trabajo aumentó el contenido de polímero
en bacteroides de Rhizobium lupini durante la noche y en
la etapa de formación de las semillas, en donde la actividad
nitrogenasa disminuyó (Romanov et al., 1980).

Los mutantes incapaces de metabolizar el PHB son los
organismos más apropiados para establecer la importan-
cia de este polímero en el bacteroide. La presencia o au-
sencia del polímero en nódulos determinados o indetermi-
nados parece ser dependiente de los flujos de carbono y
estado redox del bacteroide y no sugiere en sí mismo que
el polímero sea importante en algunos rizobios y no en
otros.

MICROORGANISMOS DIAZÓTROFOS
ENDÓFITOS

Dentro de este grupo de microorganismos se destaca
Herbaspirillum sp. capaz de asociarse endofíticamente con
una amplia gama de plantas, incluyendo caña de azúcar,
palmeras, bananas, arroz, etc. La especie H. seropedicae
ha recibido una especial atención, dado que algunas ce-
pas son capaces de promover el crecimiento vegetal en
determinadas variedades de arroz, y se considera que la
FBN podría contribuir a este efecto (Baldani et al., 2000;
Elbeltagy et al., 2001). H. seropedicae coloniza los espa-
cios intercelulares, aerénquima y xilema de raíces y parte
aérea de las plantas de arroz  (James et al., 2002). La bacte-
ria ingresa a través de fisuras en el punto de emergencia de
las raíces laterales.

Al inocular plantas de arroz de secano de la variedad
Guaraní con 80 aislamientos distintos de H. seropedicae,
cerca del 12% de las cepas promovieron un incremento del
100% de la biomasa vegetal comparado con el control sin
inocular. Los aislamientos más eficientes fueron las cepas
de H. seropedicae Z67 y Z94, aisladas del interior de raíces
de arroz (Baldani et al., 2000).

Se dispone de poca información sobre las funciones
que participan en la colonización interna de la planta hos-
pedero y la FBN in planta. Estas bacterias han sido estu-
diadas en lo que refiere a los sistemas genéticos
involucrados en la FBN, y de forma parcial, en su metabo-
lismo carbonado.

Los microorganismos diazótrofos endófitos de plantas
establecen asociaciones con características diferentes a
las descritas en la asociación rizobio-leguminosa: a) la au-
sencia de simbiosomas sugiere que los sustratos que es-
tas bacterias pueden consumir no están definidos ni con-
trolados por la planta de manera tan estricta como en los
bacteroides; b) al igual que en los diazótrofos libres, los
mecanismos para el control de la concentración de O

2
 son
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específicos y la fijación de N
2
 no está desacoplada con la

asimilación de nitrógeno; c) a diferencia de rizobio, el ni-
trógeno reducido parecería ser directamente consumido
por el microorganismo, o por lo menos en su mayor pro-
porción; d) los estudios in vivo suelen ser más complica-
dos que en el caso de rizobio, en virtud de la presencia de
diversas poblaciones de microorganismos endófitos en un
mismo hospedero.

H. seropedicae es capaz de crecer en presencia de di-
versos carbohidratos y ácidos orgánicos. Se presume que
la bacteria es capaz de consumir un espectro de diversas
fuentes carbonadas dentro de la planta. Los mutantes in-
capaces de utilizar determinadas fuentes de carbono posi-
blemente retienen una cierta capacidad de reducir el N

2
 in

planta.
Los estudios in vivo e in vitro de la función y estructu-

ra de NifA, indicaron que este activador responde a los
niveles de amonio y O

2
 del medio (Souza et al., 1999). La

proteína PII participaría en el control por nitrógeno de NifA
y Fnr en el control por O

2
 (Monteiro et al., 2003). Uno de

los temas de particular relevancia ha sido la modificación
de los organismos diazótrofos, de modo que se excrete el
amonio reducido por alteración de sus vías de asimilación
como, por ejemplo, la GS y que no se inhiba la fijación de
nitrógeno en presencia de amonio en el medio.

El metabolismo carbonado en condiciones de fijación
ha sido poco estudiado. Estos organismos son capaces
de sintetizar PHB en presencia de un exceso de fuente de
carbono como la glucosa y por limitación de otro nutriente
esencial como, por ejemplo, el nitrógeno. En nuestro labo-
ratorio construimos un mutante phbC de H. seropedicae
Z67. Este clon exhibió, en condiciones de vida libre, un
comportamiento similar al mutante phbC de Azospirillum
brasilense previamente descrito por Kadouri et al. (2003).
Comparado con la cepa salvaje, el mutante presentó ma-
yor sensibilidad a condiciones estresantes incluyendo de-
secación, hiperosmolaridad, estrés oxidativo en presencia
de peróxido de hidrógeno y metil viológeno. Sin embargo,
aún no se ha establecido la importancia fisiológica que
posee el PHB en condiciones de fijación de nitrógeno in
vitro e in vivo.

Los sistemas planta-endófito diazótrofo definen una
amplia área de investigación a desarrollar tanto en lo que
refiere a la identificación de asociaciones eficientes en fija-
ción de N

2
, como a los aspectos fisiológicos de las mis-

mas. La selección y estudio de un sistema modelo en par-
ticular, contribuirá a identificar las funciones que partici-
pan en la colonización interna de la planta y en la reduc-
ción del nitrógeno atmosférico.
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