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FORMACION DE NODULOS DE Rhizobium: FACTORES QUE PUEDEN
CONFERIR VENTAJA COMPETITIVA'

Lidieth Uribe*

ABSTRACT

Rhizobium nodule formation: factors that may confer competitive
advantage. Adaptations that may confer advantage in nodule formation are
discussed, emphasizing strain tolerance to low levels of P. The capacity of
Rhizobium to grow in low phosphate conditions is analyzed, as well as the
importance that this characteristic may have in regard to strain survival and
establishment of symbiosis. The use of different strategies for obtaining com-
petitive strains is also reviewed, including conventional techniques for strain
selection under in vitro and field conditions, as well as the use of genetic engi-

neering techniques.

INTRODUCCION

En estudios ecolégicos sobre la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, el término competencia
generalmente ha sido utilizado para referirse a la
competencia por sitios de formacién de nédulos
en la leguminosa hospedera, y no a la fase ex-
planta donde las cepas de Rhizobium también
compiten por recursos como espacio y nutrimen-
tos (Alexander, 1985; Woomer et al., 1988).

Brockwell et al. (1982); Jansen van Rens-
burg y Strijdom (1982) han sugerido que no existe
una relacién directa entre la capacidad de persistir
en el suelo y la competitividad en la formacién de
nédulos. De modo que las presiones selectivas pa-
ra sobrevivir en el ambiente y para formar un ni-
mero mayor de nédulos, parecen ser diferentes. El
estudio exhaustivo de la poblacién nativa de Rhi-
zobium leguminosarum bv phaseoli aislada de la
rizosfera de frijol por Segovia et al. (1991) apoya
esta propuesta, al encontrar una frecuencia relati-
va de 1 cepa infectiva (capaz de formar nédulos)
contra 40 cepas no formadoras de nédulos.
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La caracterizacién de poblaciones de Rhizo-
bium con el uso de técnicas de serologia, resisten-
cia intrinseca a antibi6ticos, susceptibilidad a fa-
gos y patrén de protefnas, isoenzimas y pldsmi-
dos, indica gran heterogeneidad genética entre
cepas (Beynon y Josey, 1980; Kingsley y Bohlool,
1983; Robert y Schmidt, 1985; Bromfield et al.,
1986; Young et al., 1987; Harrison et al., 1989;
Pinero et al., 1988). Sin embargo, no se ha encon-
trado relacién entre las caracteristicas utilizadas
en la identificacién de cepas, la efectividad sim-
biética (Vincent, 1988, Harrison et al., 1989) y la
capacidad de persistir en el ambiente.

En esta revision se discutirdn algunas carac-
terfsticas que pueden conferir ventaja en la forma-
cién de nédulos y estrategias utilizadas para la ob-
tencién de cepas competitivas.

ADAPTACIONES QUE PUEDEN
CONFERIR VENTAJA
EN LA FORMACION DE NODULOS

Capacidad de crecer en bajos niveles de fosfato
en medio de cultivo

, El P es el principal factor nutricional que li-
mita. la fijacién biolégica de N (Freire, 1984). Si
bien es un constituyente esencial de todos los or-
ganismos vivos y el nutrimento méis abundante en
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la materia orgénica del suelo después del N, gene-
ralmente su disponibilidad para plantas y micro-
bios se encuentra reducida, ya que solo una peque-
fia fraccion esta en la forma soluble absorbible por
las plantas (H,PO,", HPO4'2) (Cunningham vy
Munns, 1985; Stevenson, 1986). El P restante se
encuentra formando compuestos organicos solu-
bles, compuestos inorgénicos insolubles (con Ca,
Fe, Al y silicato), y formas orgénicas no disponi-
bles (biomasa microbiana, residuos de plantas y
animales no descompuestos y materia organica del
suelo) (Stevenson, 1986).

Las plantas dependientes de la fijacién bio-
légica de N requieren de mis fosfato (Pi) que las
que utilizan exclusivamente N mineral. Se ha ob-
servado que bajo diferentes condiciones de dispo-
nibilidad de Pi, éste se encuentra en mayor con-
centracién en los nédulos que en la raiz o en el
vastago de la planta (Graham y Rosas, 1979;
Pereira y Bliss, 1987). Smart et al. (1984a; 1984b)
observaron al respecto, una alta concentracién de
polifosfato en bacteroides de Bradyrhizobium sp.
La aplicacién de fertilizante fosférico mejora la
nodulacién y la efectividad de la fijacién (Graham
y Rosas, 1979, Graham, 1981; Freire, 1984;
Singleton et al., 1985; Rosas y Bliss, 1986a;
1986b; Morales, 1987; Pereira y Bliss, 1987).

En Costa Rica la mayoria de los suelos con-
tienen niveles bajos de P disponible. El andlisis de
13765 muestras de suelo indicé que el 75% de los
suelos presentaron valores menores de 10 ppm (320
uM) de P (Bertsch, 1986). En las soluciones de
suelo, este elemento se encuentra generalmente en
concentraciones de 1 a 10 4M y puede rdpidamente
llegar a alcanzar en la rizosfera valores de 0,1 a 1
MM por sustraccién de las raices de la planta (Cass-
man et al., 1981a). Estudios en los que se utiliz6 P
marcado radioactivamente indicaron una reduccién
del 50% de la concentracion inicial de P dentro de
una zona que se extendié a 1,5 mm a partir de la su-
perficie de la raiz (Cole y Sanford, 1988).

Los niveles bajos de P pueden afectar la sim-
biosis, al disminuir el suplemento de fotosintatos al
nddulo (Singleton et al., 1985), reducir la tasa de
crecimiento bacteriano (Cassman et al., 1981b) y la
poblacién total de aislamientos de Rhizobium y
Bradyrhizobium (Keyser y Munns, 1979).

Tolerancia a condiciones de baja concentracion .

de fosfato en medio de cultivo
Se han observado diferencias entre cepas de
Rhizobium y Bradyrhizobium en la capacidad de

crecimiento en condiciones de baja concentracién
de fosfato en el medio de cultivo (Keyser y
Munns, 1979; Cassman ef al., 1981a; 1981b; Beck
y Munns, 1984; Morales, 1987).

Keyser y Munns (1979) evaluaron la tole-
rancia de 65 cepas de Bradyrhizobium a concen-
traciones bajas (5-10 uM) de Pi en medio liquido
y encontraron que el crecimiento de algunas de las
cepas disminuy6 con niveles bajos de fosfato. Re-
sultados similares fueron obtenidos con cepas de
B. japonicum (Cassman et al., 1981b) y R. legumi-
nosarum biovar phaseoli (Morales, 1987). Estu-
dios del comportamiento de 40 cepas pertenecien-
tes a 6 especies de Rhizobium y Bradyrhizobium
en medio con baja concentracién (5 uM, 0,5 uM y
0,06 uM) de Pi (Beck y Munns, 1984), indicaron
que la tolerancia a estos niveles se encuentra am-
pliamente distribuida. La variacién observada
puede deberse a pérdida de la capacidad de creci-
miento en ambientes con bajos niveles de fosfato,
ya que las cepas se cultivan en medios con con-
centraciones 1000 a 10000 veces mayores que las
encontradas en el suelo (Cassman et al., 1981b), y
a variabilidad genotipica entre las cepas.

Beck y Munns (1984) sugieren 3 mecanis-
mos que permiten a las cepas crecer en condicio-
nes de baja disponibilidad de fosfato.

- Capacidad para almacenar fosfato

n medi Itiv

Se ha observado, en varias especies de rizo-
bios, diferencias entre cepas en la capacidad de al-
macenar fosfato internamente (Cassman et al.,
1981a; Beck y Munns, 1984). Estudios realizados
por Cassman et al. (1981a) indican que la concentra-
cién total de Pi en cepas de B. japonicum varié de
1,6% a 2,4% del peso seco, lo que permitié el creci-
miento de 4 0 5 generaciones después de la transfe-
rencia a un medio de cultivo libre de este elemento.
Beck y Munns (1984) encontraron que la cantidad de
Pi almacenado por cepas de diferentes especies vario
entre 1% y 2% del peso seco de las bacterias, cuando
éstas se cultivaron en un medio que contenia 2 mM
de Pi, y entre 0,25% a 1,7% cuando crecieron a nive-
les de 5 pM. Los autores sefialan que el nimero de
generaciones obtenido después de la transferencia a
un medio con niveles de 0,06 UM de Pi, dependi6 de
la cantidad almacenada, de la eficiencia en la utiliza-
cién del mismo y del tamario del inéculo, y que las
cepas de crecimiento lento almacenaron una mayor
cantidad de P que las de crecimiento répido.
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Se ha identificado en las células granulos
electrodensos que se cree que contienen polifosfa-
tos (Cassman et al., 1981a; Smart, 1984a). Cass-
man et al. (1981) determinaron su presencia cuan-
do el nivel de Pi dentro de la célula fue mayor de
1,5%, observando ademas que el volimen de los
granulos dependi6 del porcentaje de Pi almacena-
do. Los autores sugieren que los grianulos consti-
tuyen un mecanismo complementario de almace-
namiento, el cual se moviliza rdpidamente en con-
diciones de deficiencia.

- ilizacién fato intem

Smart et al. (1984a) sugieren que la utiliza-
cién del Pi almacenado para el crecimiento celu-
lar sélo ocurre cuando las bacterias se transfieren
a un medio libre de este nutriente, ya que en pre-
sencia del mismo las células restauran la concen-
tracién interna antes de reasumir el crecimiento
celular.

En algunas especies de las familias Entero-
bacteriaceae y Pseudomonodaceae, se ha obser-
vado la presencia de un sistema de transporte de
Pi dependiente de energia, en el que la tasa de
absorcién aumenta al disminuir la concentracién
de fosfato en el medio de cultivo (Poole y Han-
cock, 1986). En Escherichia coli 1a respuesta a
la disminucidn de Pi est4 bien caracterizada a ni-
vel bioquimico, genético y molecular. Esta bac-
teria tiene 2 sistemas de transporte, el sistema de
transporte de fosfato inorgénico (Pit), que con-
siste en un sistema de baja afinidad, expresado
constitutivamente, y el sistema de transporte de
fosfato inorgénico de alta afinidad (Pst), que in-
crementa su actividad cuando las condiciones
son limitantes (Matin et al., 1989).

A diferencia de E. coli, Rhizobium parece
tener sélo un sistema de transporte de P, cuya sin-
tesis es reprimida en condiciones de abundancia y
que alcanza su actividad méxima cuando el Pi es
limitante. Como en todas las especies estudiadas,
es unidireccional, requiere energia, y es sensible a
cambios en temperatura, pH y concentracién celu-
lar. La Km de este sistema es mucho mayor que la
observada en E. coli (Smart et al., 1984b). En di-
ferentes cepas de Rhizobium, la disminucién de
fosfato en el medio de cultivo auments la tasa de

transporte 10 a 180 veces mds que la obtenida
en condiciones de alta disponibilidad (Smart et
al., 1984b) y permitid el crecimiento a concen-
traciones menores de 1 UM en el medio de culti-
vo (Smart et al., 1984a). En las cepas de creci-
miento rapido indujo la sintesis de muchas pro-
teinas peripldsmicas, entre ellas la fosfatasa al-
calina (Smart et al., 1984c¢), lo que correlaciona
con el alto nivel de actividad de esta enzima ob-
servado en condiciones limitantes (Smart et al.,
1984Db).

Independientemente de estos mecanismos,
Cunningham y Munns (1985) indican que algunas
cepas podrian, en un suelo 4cido, influenciar el ni-
vel de fosfato disponible en su microambiente por
la excrecion de polisacaridos extracelulares.

Ventaja ecoldgica de la tolerancia a bajos
niveles de fosfato

La rizosfera es un sitio especialmente acti-
vo, en donde, como se discuti anteriormente,
pueden ocurrir cambios importantes en la disponi-
bilidad de Pi. Al parecer las cepas de Rhizobium
han desarrollado mecanismos que no s6lo les per-
mite utilizar eficientemente pequefias cantidades
de este elemento, sino aprovechar la exposicién a
concentraciones altas del mismo (a partir de los
ndédulos en descomposicién) para su almacena-
miento y utilizacién posterior en la colonizacién
de la rizosfera (Cassman et al., 1981a; Beck y
Munns, 1984).

La alta capacidad de absorcién de fosfato y
el mantenimiento de un nivel interno pudieron
haberse seleccionado como una estrategia para
sobrevivir en un ambiente cambiante como la ri-
zosfera. Esta idea se ve apoyada por el alto valor
de Km que posee el sistema de transporte de Pi
presente en las cepas de Rhizobium, en compara-
cién con E. coli y por la observacién de Cassman
et al., (1981a) de que el crecimiento bacteriano
cesa cuando la cantidad de Pi celular disminuye
al 0,3% del peso seco. Smart et al. (1984a), han
especulado que el mantenimiento de este nivel
interno les permite a las células permanecer via-
bles por algtin tiempo en la eventual disminucién
del suplemento de fosfato. Ya que el P almacena-
do alcanza solamente para pocas generaciones
(Cassman et al., 1981a; Smart et al., 1984a), la
capacidad de absorcién de Pi a bajos niveles es
importante en la persistencia de las cepas en el
suelo. :
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Adhesion a las particulas de suelo

El papel de la porosidad del suelo en la so-
brevivencia de cepas de Rhizobium leguminosa-
rum bv trifolii ha sido estudiado en detalle por
Postma et al. (1990) y Postma et al. (1991), quie-
nes observaron la competencia por espacio entre
Rhizobium y una mezcla de bacterias inoculadas
en un suelo estéril. Dicha competencia resulté en
un porcentaje menor de Rhizobium unido a las
particulas de suelo; en este caso muchos de los po-
ros fueron ocupados por las bacterias introducidas.
La importancia ecolégica de la asociacién a parti-
culas se refleja en la disminucién de la sobrevi-
vencia de Rhizobium en presencia de los depreda-
dores y competidores. En general, los porcentajes
de Rhizobium y de otros microorganismos asocia-
dos a particulas fueron mayores en tratamientos
donde los depredadores estaban presentes que en
los tratamientos sin depredadores. En un estudio
posterior, Postma et al. (1991) encontraron que la
poblacién final de las cepas evaluadas siguié el
mismo patrén que el nimero de células asociado a
particulas; la cepa que present6 el porcentaje méis
bajo de asociacidn fue una de las que presentd me-
nor sobrevivencia. Encontraron ademds diferen-
cias en la adhesi6n a particulas entre mutantes con
alteraciones en la superficie celular y el tipo sil-
vestre. Estas diferencias podrian conferir ventaja
en la adhesi6n a particulas y eventualmente en la
formacién de nédulos.

Movilidad en el suelo

Ames y Bergman (1981) estudiaron el efecto
de la movilidad de las cepas sobre la capacidad
competitiva y encontraron que una cepa silvestre
formd mas nédulos que las cepas mutantes no mévi-
les. La importancia prictica de esta caracteristica se
refieja en los estudios de Weaver y Frederick
(1974a; 1974b), quienes determinaron que la cepa
inoculada formé una mayor proporcién de nédulos
en la corona que en las raices laterales. McDermott
y Graham (1989} encontraron una disminucién en la
poblacién de bacterias al aumentar la distancia del
sitio de inoculacién. Mientras que 33-39% de los
nédulos de 1a corona fueron formados por la cepa
inoculada, hubo muy pocos en las raices laterales.
Al parecer las cepas estudiadas fueron incapaces de
sostener altas poblaciones a través del sistema radi-

cal en desarrollo. Esto podria estar relacionado al

hallazgo de que los inoculantes aplicados a la semi-
11a presentaron menor ocupacién de nédulos que los
aplicados al suelo (Oliveira y Graham, 1990).

Debe considerarse, como sugieren Ames y
Bergman (1981), que los cuiltivos mantenidos en
laboratorio pueden perder movilidad, lo que daria
ventaja competitiva a las cepas nativas.

Efectividad en la fijacion de N

Un tema controversial es si la capacidad de fi-
Jar N (efectividad), esta relacionada a 1a competitivi-
dad en la formacién de ndédulos. Se ha sefialado con
base en estudios de competencia entre cepas efecti-
vas ¢ inefectivas (Robinson, 1969; Labandera y
Vincent, 1975), que el hospedero distingue a favor
de las cepas efectivas. Sin embargo en estudios uti-
lizando mutantes inefectivos se observé que la com-
petitividad en la formacién de nédulos fue indepen-
diente de la efectividad, la cual fue retenida durante
la mutacién (Amarger 1981; Bromfield et al.,
1985); Hahn y Studer, 1986). Amarger (1981a)
sefiala al respecto que, aunque la efectividad y la
competitividad no son caracteristicas dependientes,
posiblemente fueron en algunos casos asociadas por
seleccion natural. Sélo con el estudio de cepas iso-
génicas se puede determinar el papel de la efectivi-
dad en la capacidad competitiva de las cepas, auna-
do al entendimiento del ligamen entre los diferentes
circuitos de regulacién en Rhizobium.

Algunos autores indican que existe un me-
canismo de compensacién mediante el cual el hos-
pedero puede, en situaciones en las que el nimero
de nédulos efectivos es bajo, aumentar la masa
nodular efectiva a través de la canalizacin prefe-
rencial de fotosintatos a los nédulos efectivos
(Singleton y Stockinger, 1983; Singleton y
Tavares, 1986).

Produccién de bacteriocinas

La cepa de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii (T24) produce la trifolitoxina, una bacterio-
cina que inhibe ¢l crecimiento del 95% de cepas
de R. leguminosarum bv trifolii, viceae y phaseoli
probadas y algunas cepas de R. fredii (Triplett y
Barta, 1987). Estos autores determinaron con el
uso de mutantes de 1a cepa T24, que la expresién
de competitividad requiere tanto de la produccién
de trifolitoxina como de la capacidad de nodula-
cién. Triplett (1988); Triplett et al. (1989) aisla-
ron, mapearon y subclonaron los genes de produc-
cién y resistencia a la trifolitoxina (tfx) y exami-
naron su capacidad para restaurar el fenotip. En-
contraron adem4s que estos genes no sOn respon-
sables de la inefectividad en la fijacién de N
observada en la cepa T24.
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ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION
DE CEPAS COMPETITIVAS
EN LA FORMACION DE NODULOS

Alta concentracién del inéculo

Una estrategia utilizada para incrementar el
nimero de nédulos derivados del inoculante es au-
mentar la concentracion de células presentes en el
mismo. Sin embargo, a veces no es posible ni
prictico elaborar inoculantes con la cantidad nece-
saria de bacterias para superar la poblacién nativa
(Alexander, 1985).

Weaver y Frederick (1974a) advirtieron que
en suelos que contienen Bradyrhizobium en canti-
dades de 103 o mas bacterias/g de suelo, es poco
probable obtener una nodulacion adecuada con las
tasas normales de inoculacién. Sparrow y Ham
(1983) encontraron que no hubo respuesta a la
inoculacién de R. phaseoli en suelos con menos de
104 cepas nativas. Thies ez al. (1991) observaron
que el éxito de la inoculacién de 7 leguminosas en
suelos de Hawaii estuvo inversamente relacionado
al niimero de cepas nativas presentes en el suelo.
La presencia de 50 células/g de suelo eliming la
respuesta a la inoculacién, mientras que cuando
estuvieron presentes menos de 10 células/g de
Rhizobium, 1a produccién econdémica debida a la
inoculacién aumentd el 85% de las veces y solo el
6% cuando fue mayor de 10 células/g de suelo. Si
este razonamiento se aplica a Costa Rica, en el 78%
de los 94 sitios muestreados de siembra de frijol, no
habria respuesta a la inoculacién debido al tamafio
de la poblaci6n nativa que fue en promedio 3,7 X
103 (Soto-Murioz, 1992). Debe considerarse sin
embargo, que la capacidad competitiva por sitios de
formacién de nédulos varia de una cepa a otra y es-
t4 determinada por la interaccién del genoma de la
planta, de la cepa introducida, de la poblacién nati-
va y de los factores ambientales. Al respecto, Mea-
de et al. (1985) observaron que al inocular una cepa
en dos sitios que contenian una poblacién de bacte-
rias similar en nimero, en ¢l sitio I el indculo se es-
tablecié en el 73% de los ndédulos y en el sitio 11
tinicamente formo el 33% de los mismos. Bajo con-
diciones controladas la cepa dominante del sitio II
fue igualmente competitiva que el inoculante. Asi
los factores ambientales pueden decidir cudles ce-
pas predominan en los nédulos.

Tolerancia in vitro
Se ha observado gran variacién en ¢l dmbito
de susceptibilidad de las cepas a factores ambienta-

les como pH, Al, Mn, temperatura, humedad, dis-
ponibilidad de nutrientes, asi como a la presencia
de microorganismos antagonistas y a la compati-
bilidad de las cepas con su leguminosa hospedera
(Graham et al., 1982; Doughri y Bottomley, 1983;
Gibson y Jordan, 1983; May y Bohlool, 1983; Jo-
sephson y Pepper, 1984; Dowling y Broughton,
1986). Sin embargo se desconoce en la mayoria de
los casos el papel de estas caracteristicas en la ca-
pacidad de una cepa introducida para persistir,
multiplicarse y formar nédulos. Wolff et al.
(1991) observaron que variaciones en la tolerancia
de las cepas en pruebas in vitro a acidez, alta tem-
peratura, Al, toxicidad de Mn y limitacién de Fe
no se relacionaron a la competitividad de la cepas
en el campo. En estudios de invernadero se obser-
v6 que la tolerancia de las cepas a niveles bajos de
Pi en medio de cultivo correspondié con la capaci-
dad de nodular Glycine max, Vigna radiata y P ha-
seolus vulgaris en suelos deficientes de P (Beck y
Munns, 1984). Resultados similares fueron obser-
vados con la variedad de frijol Negro Huasteco
(Morales, 1987). En experimentos a nivel de cam-
po en los que se utilizé lenteja, se encontrd que la
cepa inoculada fue mas efectiva en condiciones de
baja fertilizacién con P que las cepas nativas
(Dhingra et al., 1988). Con relacién a esto, Taylor
et al. (1990) observaron que cepas de Bradyrhizo-
bium seleccionadas para tolerancia a bajo Pi y alto
Al no fueron muy efectivas con las variedades to-
lerantes utilizadas. Estos resultados pueden deber-
se a falta de compatibilidad entre las cepas de Rhi-
zobium y las variedades usadas y a la presencia
factores ambientales que afecten el establecimien-
1o de las cepas o su capacidad simbiética. Los es-
tudios de Richardson et al. (1988) sobre el efecto
de la acidez, el Ca y el Al sobre la induccién de
los genes nod en cepas de R. leguminosarum bv
trifolii concuerdan con lo anterior. Los genes nod
codifican proteinas esenciales para la invasion de
la planta y establecimiento de la simbiosis; el gen
Nod D reconoce los compuestos flavonoides exu-
dados por el hospedero apropiado y activa la
transcripcion de los operones nod (Cunningham et
al., 1991). Los autores observaron que la expre-
sién del gen nod D no fue afectada por el 4mbito
de pH utilizado, ni por la adicién de 22,5 uM de
Al 0 1250 uM de Ca. Sin embargo, la induccién
de la expresion de nod A se redujo cuando el pH
fue menor que 5,7 y en presencia de Al, y la adi-
cién de Ca mitigé ligeramente este efecto. Debe
destacarse que la cepa de mayor tolerancia a Al en
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medio de cultivo fue la m4s sensible a la inhibi-
cién de la expresién de los genes nod.

Seleccion a nivel de campo

Una alternativa para los suelos que contienen
poblaciones de Rhizobium es utilizar inoculantes a
base de cepas nativas adaptadas al ambiente (Mea-
de et al., 1985). En el programa de Frijol de Cen-
troamérica y Cuba, se realizan aislamientos de ce-
pas nativas que se evalian en diferentes ambientes
a nivel de campo. Las mejores cepas se prueban en
toda la regién, y en algunas de ellas se ha observa-
do respuesta a la inoculacién bajo condiciones limi-
tantes de N con las cepas CR 477, Kim 5 y CIAT
166 (PROFRIJOL/CIAT, 1991).

Restriccién de 1a nodulacion

Otra estrategia para prevenir la nodulacién
por cepas nativas es el uso de variedades que res-
tringen la nodulacién como las variedades Pls de
soya y los cultivares de Pisum sativum portadores
del gen sym-2.

Cregan y Keyser (1986), Keyser y Cregan
(1987), Cregan et al. (1989) seleccionaron a partir
de 1278 genotipos de soya, 13 genotipos que res-
tringen la nodulacién con la cepa USDA 123, y los
denominaron genotipos PI. Las cepas del serogru-
po 123 son muy competitivas y poco efectivas, y
se encuentran comunmente en los suelos. Los ge-
notipos PI no forman nédulos con la mayoria de
estas cepas mientras que si lo hacen con la cepa
efectiva USDA 110. Sin embargo, 1a restriccién no
se aplica a todo el serogrupo y algunos aislamien-
tos fueron muy competitivos contra USDA 110.

Asi, por ejemplo, la variedad de arveja Af-
ganistan es un cultivar primitivo que generalmente
no forma nédulos con cepas europeas de R. legu-
minosarum bv viciae como PF2, y nodula con ce-
pas del medio Oriente como la cepa TOM aislada
de Turquia (Dowling et al., 1988). Este comporta-
miento se debe a un gen recesivo (Sym-2) en la
planta hospedera (Holl y LaRue, 1976, citado por
Dowling et al., 1988) y a un gen extra de “rango”
de hospedero, el gen nod X, presente en el plasmi-
do Sym de la bacteria (Davis et al., 1988). Las
mutaciones en nod X suprimen la capacidad de
nodular la variedad Afganistdn pero no la nodula-
cién de arvejas comerciales.

Manipulacién genética de las cepas
Desde otra perspectiva el estudio de las ba-
ses de la competitividad permitiria el aislamiento

de genes que puedan luego introducirse a cepas
efectivas en la fijacién de N (Martinez-Romero y
Rosenblueth, 1990), o bien, seleccionar cepas
competitivas en el campo y manipularlas en labo-
ratorio por adicién de los genes que aumenten su
efectividad.

Genes que confieren efectividad simbi6tica

Chen et al. (1991) aumentaron la capacidad
simbidtica de la cepa ANU1173 de R. legumino-
sarum bv trifolii capaz de nodular a pH 4,4, al
reemplazar el pldsmido pSym por un pladsmido
que confiri6 mayor capacidad de fijar N. A su vez,
la transferencia de un pldsmido simbidtico a aisla-
mientos incapaces de formar nédulos de R. legu-
minosarum bv phaseoli resulté en cepas inefecti-
vas (Segovia et al., 1991),

Genes que confieren competitividad

Un ejemplo es la transferencia de los genes
(tfx) involucrados en la competitividad de la no-
dulacién. Triplett (1990) inserté en forma estable
los genes (tfx) en el genoma de la cepa efectiva R.
leguminosarum bv trifolii TA1 y construyé una
cepa capaz de producir trifolitoxina que resulté
muy competitiva cuando se inocul$ con una cepa
sensible. Esos experimentos constituyen la prime-
ra transferencia estable de genes involucrados en
la competitividad en la formacién de nédulos a
una cepa efectiva. Dichos genes pueden ser trans-
feridos y expresados en muchas especies de Rhi-
zobium y ser \tiles como soluci6n al problema de
competencia en una amplia variedad de legumino-
sas. Ademds, su inserci6n estable al cromosoma
evitaria la transferencia por conjugacién a la po-
blacidn nativa (Triplett, 1990).

Otro ejemplo es el aislamiento de cepas pre-
valentes en la localidad, seguida por la introduc-
cién del gen nod X que nodule un cultivar desca-
ble portador de sym-2. Fobert et al. (1991) cons-
truy6 un mutante, Tn5nodX y lo evalu6 en inver-
nadero con el cultivar Trapper nn al que se ha
incorporado los genes sym-2. Sin embargo el uso
de cepas seleccionadas o construidas que porten
nod X no asegura la nodulacién selectiva y efi-
ciente por la cepa inoculada (Fobert ef al., 1991).
Se ha observado que la nodulacién de cepas de las
variedades Afganistan e Iran por la cepa Tom era
suprimida por la presencia de una cepa no formado-
ra de nédulos, y que el grado de supresién varié
con la cepa utilizada (Winamo y Lie, 1979; Ohlen-
dorf y Martensson, 1990). Dowling y Broughton
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(1988) identificaron, aislaron y clonaron los genes
involucrados en el bloqueo competitivo de la ino-
culacién; estos genes se encuentran en el pldsmido
Sym de la cepa PF2.

Respuesta a los compuestos flavonoides

Se ha demostrado que la expresién de los
genes nod de Rhizobium es afectada por la secre-
ci6én de compuestos fendlicos estimulatorios e in-
hibitorios de la planta (Long, 1989). Djordjevic et
al. (1987) sugirieron que parte de las diferencias
observadas en la capacidad competitiva de las ce-
pas de R. trifolii se debe a variaci6n en la sensibi-
lidad, 4mbito y velocidad de respuesta a la secre-
cién de los mismos. Los resultados obtenidos por
Cunningham et al. (1991) apoyan esta idea, ya
que observaron gran heterogeneidad en la respues-
ta de las cepas a la presencia de compuestos flavo-
noides. Esta caracteristica puede tener implicacio-
nes importantes en las relaciones cepa-cultivar.
Cunningham et al. (1991) evaluaron la adicién de
un compuesto flavonoide para aumentar la capaci-
dad competitiva del inoculante. Sin embargo, en-
contraron que la variabilidad observada en la res-
puesta de las cepas y el costo de la aplicacién de
estas sustancias a nivel de campo, hacen esta préc-
tica inadecuada.

CONCLUSIONES

El método tradicional de seleccién de cepas
consiste en escoger bajo condiciones controladas
los genotipos que presenten mayor capacidad para
fijar N . La evidencia presentada indica la necesi-
dad de considerar la competitividad, ademéds de la
efectividad en la fijacién de N , cuando se selec-
cionan cepas para la produccién de inoculantes.

Las cepas de Rhizobium compiten por los si-
tios de formacién de nédulos en la leguminosa
hospedera. Se ha hablado de factores tanto am-
bientales como biol6gicos que afectan la propor-
ci6én de nédulos formados por la cepa introducida.
Existen sin embargo, pocos estudios dirigidos a
dilucidar a nivel fisiolégico y molecular las inte-
racciones hospedero microsimbionte. Debe deter-
minarse no sélo cual cepa es m4s competitiva bajo
determinadas condiciones, sino también cudles
son los mecanismos bésicos que confieren compe-
titividad, a fin de poder hacer extrapolaciones a
otros ambientes.

La tolerancia de Rhizobium y Bradyrhizo-
bium a los niveles bajos de fosfato parece ser una

caracterfstica a considerar para mejorar la respues-
ta a la inoculaci6n, ya que, como se discuti6 antes,
la capacidad de las cepas para absorber Pi a bajas
concentraciones y su habilidad para el almacena-
miento del mismo, pueden conferir ventaja en la co-
lonizacién y persistencia en la rizosfera (Cassman et
al., 1981a; Beck y Munns, 1984), especialmente si
se observa el hallazgo de Soto-Muiioz (1992), quien
encontré cepas nativas capaces de nodular frijol en
94 sitios de siembra en Costa Rica, a pesar de que el
52% de los suelos estudiados presentaban niveles
menores de 10 pmi (320 uM) de P. Estas cepas
adaptadas al ambiente podrian ser més competitivas
en la formacién de nédulos que las cepas utilizadas
como inoculante.

Se hace necesaria entonces, la busqueda de
combinaciones cepa-cultivar capaces de estable-
cerse bajo estas condiciones.

RESUMEN

Se discuten algunas adaptaciones que pue-
den conferir ventaja en la formacién de nédulos,
con énfasis en la tolerancia de las cepas a bajos ni-
veles de P. Se analiza la capacidad de Rhizobium
para crecer en condiciones de baja concentracién
de fosfato y la importancia que puede tener esta
caracterfstica en la sobrevivencia de las cepas y
establecimiento de la simbiosis.

Se revisa ademds el uso de diferentes estrate-
gias para la obtencién de cepas competitivas, que
incluye técnicas convencionales de seleccién de ce-
pas en condiciones in vitro y a nivel de campo, as{
como el uso de técnicas de ingenierfa genética.
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