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

Lidieth Uribe.

ABSTRACT

Rhizobium nodule formation: factors that may confer competitive
advantage. Adaptations that may confer advantage in nodule fonnation 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 La caracterizaci6n de poblaciones de Rhizo-
bium con el uso de tecnicas de serologfa, resisten-

En estudios ecol6gicos sobre la simbiosis cia intrfnseca a antibi6ticos, susceptibilidad a fa-
Rhizobium-leguminosa, el tennino competencia gos y patr6n de protefnas, isoenzimas y plasmi-
generalmente ha sido utilizado para referirse a la dos, indica gran heterogeneidad genetic a entre
competencia por sitios de fonnaci6n de n6dulos cepas (Beynon y Josey, 1980; Kingsley y Bohlool,
en la leguminosa hospedera, y no a la rase ex- 1983; Robert y Schmidt, 1985; Bromfield et ai.,
planta donde lag cepas de Rhizobium tam bien 1986; Young et ai., 1987; Harrison et ai., 1989;
compiten por recursos como espacio y nutrimen- Pinero et ai., 1988). Sin embargo, no se ha encon-
tOg (Alexander, 1985; Woomer et ai., 1988). trado relaci6n entre lag caracterfsticas utilizadas

Brockwell et ai. (1982); Jansen van Rens- en la identificaci6n de cepas, la efectividad sim-
burg y Strijdom (1982) han sugerido que no existe bi6tica (Vincent, 1988, Harrison et ai., 1989) y la
una relaci6n directa entre la capacidad de persistir capacidad de persistir en el ambiente.
en el suelo y la competitividad en la formaci6n de En esta revisi6n se discutiran algunas carac-
n6dulos. De modo que lag presiones selectivas pa- terfsticas que pueden conferir ventaja en la fonna-
ra sobrevivir en el ambiente y para formar un nu- ci6n de n6dulos y estrategias utilizadas para la ob-
mero mayor de n6dulos, parecen ser diferentes. El tenci6n de cepas competitivas.
estudio exhaustivo de la poblaci6n nativa de Rhi-
zobium ieguminosarum bv phaseoii aislada de la ADAPTACIONES QUE PUEDEN
rizosfera de frijol por Segovia et ai. (1991) apoya CONFERIR VENTAJA
esta propuesta, al encontrar una frecuencia relati- EN LA FORMACION DE NODULOS
va de 1 tepa infectiva (capaz de formar n6dulos)
contra 40 cepas no fonnadoras de n6dulos. Capacidad de crecer en bajos niveles de fosfato

en medio de cultivo
El P es el principal factor nutricional que li-

11 R .b'd bl ' '6 II d ab ' I d 1993 mila la fijaci6n biol6gica de N (Freire, 1984). Si
ecl 1 0 para pu lcaCI nee n e. . . .
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Ia materia organica del suelo despues del N, gene- crecimiento en condiciones de baja concentraci6n
ralmente su disponibilidad para plantas y micro- de fosfato en el medio de cultivo (Keyser y
bios se encuentra reducida, ya que solo una peque- Munns. 1979; Cassman el aI., 1981a; 1981b; Beck
i\a fraccioo esta en la forma soluble absorbible por y Munns, 1984; Morales, 1987).
las plantas (H2PO4-' HPO4-2) (Cunningham y Keyser y Munns (1979) evaluaron la tole-
Munns, 1985; Stevenson, 1986). El P restante se rancia de 65 cepas de Bradyrhizobium a concen-
encuentra formando compuestos organicos solu- traciones bajas (5-10 J.LM) de Pi en medio liquido
bles, compuestos inorganicos insolubles (con Ca, y encontraron que el crecimiento de algunas de las
Fe, AI y silicato), y formas organicas no disponi- cepas disminuy6 con niveles bajos de fosfato. Re-
hies (biomasa microbiana, residuos de plantas y sultados similares fueron obtenidos con cepas de
animales no descompuestos y materia organica del B. japonicum (Cassman el al., 1981b) yR. legumi-
suelo) (Stevenson, 1986). nosarum biovar phaseoli (Morales, 1987). Estu-

Las plantas dependientes de la fijaci6n bio- dios del comportamiento de 40 cepas pertenecien-
16gica de N requieren de mas fosfato (Pi) que las res a 6 especies de Rhizobium y Bradyrhizobium
que utilizan exclusivamente N mineral. Se ha ob- en medio con baja concentracion (5 J.LM, 0,5 J.LM Y
servado que bajo diferentes condiciones de dispo- 0,06 J.1M) de Pi (Beck y Munns, 1984), indicaron
nibilidad de Pi, este se encuentra en mayor con- que la tolerancia a estos niveles se encuentra am-
centraci6n en los n6dulos que en la raiz 0 en el pliamente distribuida. La variaci6n observada
vastago de la planta (Graham y Rosas, 1979; puede dererse a perdida de la capacidad de creci-
Pereira y Bliss, 1987). Smart el al. (1984a; 1984b) miento en ambientes con bajos niveles de fosfato,
observaron al respecto, una alta concentraci6n de ya que las cepas se cultivan en medios con con-
polifosfato en bacteroides de Bradyrhizobium sp. centraciones 1(XX) a 1<XXX> veces mayores que las
La aplicaci6n de fertilizante fosf6rico mejora la encontradas en el suelo (Cassman et al., 1981b), y
nodulaci6n y la efectividad de la fijaci6n (Graham a variabilidad genotipica entre las cepas.
y Rosas, 1979; Graham, 1981; Freire, 1984; Beck y Munns (1984) sugieren 3 mecanis-
Singleton el al., 1985; Rosas y Bliss, 1986a; mos que permiten alas cepas crecer en condicio-
1986b; Morales, 1987; Pereira y Bliss, 1987). nes de baja disponibilidad de fosfato.

En Costa Rica Ia mayoria de los suelos con-
tienen niveles bajos de P disponible. El analisis de - Cal2acidad I1ara almacenar fosfato
13765 muestras de suelo indic6 que el 75% de los en medio de cultivo
suelos presentaron valores menores de 10 ppm (320
J.1M) de P (Bertsch, 1986). En las soluciones de Se ha observado, en varias especies de rizo-
suelo. este elemento se encuentra general mente en bios, diferencias entre cepas en la capacidad de al-
concentraciones de 1 a 10 J.LM y puede rapidamente macenar fosfato internamente (Cassman et al.,
llegar a alcanzar en Ia rizosfera valores de 0,1 a 1 1981a; Beck y Munns, 1984). Estudios realizados
J.1M por sustracci6n de las falceS de la planta (Cass- JX)r Cassman et al. (1981a) indican que la concentra-
man et al., 1981a). Estudios en los que se utiliz6 P cion total de Pi en cepas de B. japonicum vari6 de
marcado radioactivamente indicaron una reducci6n 1,6% a 2,4% del peso seco, 10 que permiti6 el creci-
del 50% de la concentracion inicial de P dentro de miento de 4 0 5 generaciones despues de la transfe-
una zona que se extendio a 1,5 mm a partir de la su- rencia a un medio de cultivo libre de este elemento.
perficie de Ia raiz (Cole y Sanford, 1988). Beck y Munns (1984) encontraron que la cantidad de

Los niveles bajos de P pueden afectar la sim- Pi alrnacenado JX)r cepas de diferentes especies vario
biosis, al disminuir el suplemento de fotosintatos al entre 1 % y 2% del peso seco de las bacterias, cuando
n6dulo (Singleton el al., 1985), reducir Ia tasa de estas se cultivaron en un medio que con tenia 2 mM
crecimiento bacteriano (Cassman et al., 1981b) y la de Pi, y entre 0,25% a 1,7% cuando cra:ieron a nive-
poblaci6n total de aislamientos de Rhizobium y les de 5 J.LM. Los autores senalan que el numero de
Bradyrhizobium (Keyser y Munns, 1979). generaciones obtenido despues de la transferencia a

un medio con niveles de O,(X) J.LM de Pi, dependi6 de
Tolerancia a condiciones de baja concentraci6n la cantidad almacenada, de la eficiencia en la utiliza-
de f~fato en medio de cultivo cion del mismo y del tamafio del inOculo, y que las

Se han observado diferencias entre cepas de cepas de cra:imiento lento almacenaron una mayor
Rhizobium y Bradyrhizobium en la capacidad de cantidad de P que las de crecimiento rapido.~
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Se ha identificado en las celulas granulos tIanspone 10 a 180 veces mas que la obtenida
electIodensos que se cree que contienen polifosfa- en condiciones de alta disponibilidad (Smart el
tos (Cassman et al., 1981a; Smart, 1984a). Cass- al., 1984b) y permiti6 el crecimiento a concen-
man et al. (1981) detenninaron su presencia cuan- tIaciones menores de 1 ~M en el medio de culti-
do el nivel de Pi dentIo de la celula fue mayor de vo (Smart et al., 1984a). En las cepas de creci-
1,5%, observando ademas que el volumen de los miento rapido indujo la sintesis de muchas pro-
granulos dependio del porcentaje de Pi almacena- teinas periplasmicas, entre ellas la fosfatasa al-
do. Los autores sugieren que los granulos consti- calina (Smart et al., 1984c), 10 que correlaciona
tuyen un mecanismo complementario de aim ace- con el alto nivel de actividad de esta enzima ob-
namiento, el cual se moviliza rapidamente en con- servado en condiciones limitantes (Smart et al.,
diciones de deficiencia. 1984b).

Independientemente de estos mecanismos,
. Utilizacion de fosfato intemo Cunningham y Munns (1985) indican que algunas

cepas podrian, en un suelo acido, influenciar el ni-
Smart et al. (1984a) sugieren que la utiliza- vel de fosfato disponible en su microambiente par

ci6n del Pi almacenado para el crecimiento celu- la excrecion de polisaciridos extIacelulares.
lar solo ocurre cuando las bacterias se transfieren
a un medio libre de este nutriente, ya que en pre-
sencia del mismo las celulas restauran la concen- Ventaja ecol6gica de la tolerancia a bajos
traci6n interna antes de reasumir el crecimiento niveles de fosfato
celular. La rizosfera es un sitio especialmente acti-

vo, en donde, como se discutio anteriormente,- CaDacidad de absorber ba_ias pueden ocurrir cambios importantes en la disponi-

concentIaciones de fosfato bilidad de Pi. Al parecer las cepas de Rhizobium
ban desarrollado mecanismos que no s610 les per-

En algunas especies de las familias Entero- mite utilizar eficientemente pequei'las cantidades
bacteriaceae y Pseudomonodaceae, se ha obser- de este elemento, sino aprovechar la exposici6n a
vado la presencia de un sistema de transporte de concentraciones altas del mismo (a partir de los
Pi dependiente de energia, en el que la tasa de n6dulos en descomposici6n) para su almacena-
absorci6n aumenta al disminuir la concentraci6n miento y utilizaci6n posterior en la colonizaci6n
de fosfato en el medio de cultivo (Poole y Han- de la rizosfera (Cassman et al., 1981a; Beck y
cock, 1986). En Escherichia coli la respuesta a Munns, 1984).
la disminuci6n de Pi esta bien caracterizada a ni- La alta capacidad de absorci6n de fosfato y
vel bioqufmico, genetico y molecular. Esta bac- el mantenimiento de un nivel interno pudieron
teria tiene 2 sistemas de transporte, el sistema de haberse seleccionado como una estrategia para
transporte de fosfato inorganico (Pit), que con- sobrevivir en un ambiente cambiante como la ri-
siste en un sistema de baja afinidad, expresado zosfera. Esta idea se ve apoyada POT el alto valor
constitutivamente, y el sistema de transpone de de Km que posee el sistema de transpone de Pi
fosfato inorganico de alta afinidad (Pst), que in- presente en las cepas de Rhizobium, en compara-
crementa su actividad cuando las condiciones ci6n con E. coli y par la observaci6n de Cassman
son limitantes (Matin et al., 1989). et al., (1981a) de que el crecimiento bacteriano

A diferencia de E. coli. Rhizobium parece cesa cuando la cantidad de Pi celular disminuye
teneT s6lo un sistema de transporte de P, cuya sfn- al 0,3% del peso seco. Smart et al. (1984a), han
tesis es reprimida en condiciones de abundancia y especulado que el mantenimiento de este nivel
que alcanza su actividad maxima cuando el Pi es intemo les pennite alas celulas pennanecer via-
limitante. Como en todas las especies estudiadas, bles par algun tiempo en la eventual disminuci6n
es unidireccional, requiere energia, yes sensible a del suplemento de fosfato. Ya que el P almacena-
cambios en temperatura, pH y concentraci6n celu- do alcanza solamente para pocas generaciones
laT. La Km de este sistema es mucho mayor que la (Cassman et al., 1981a; Smart et al., 1984a), la
observada en E. coli (Smart et al., 1984b). En di- capacidad de absorci6n de Pi a bajos niveles es
ferentes cepas de Rhizobium, la disminuci6n de importante en la persistencia de las cepas en el
fosfato en el medio de cultivo aument6 la tasa de suelo.
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AdhesiOn a las particulas de suelo Debe considerarse, como sugieren Ames y
El ~pel de la porosidad del suelo en la so- Bergman (1981), que los cultivos mantenidos en

brevivencia de cepas de Rhizobium leguminosa- laooratorio pueden perder movilidad, 10 que daria
rum bv trifolii ha sido estudiado en detalle por ventaja competitiva a las cepas nativas.
Postma et al. (1990) y Postma et al. (1991), quie-
nes observaron Ia competencia por espacio entre Efectividad en la fijacion de N
Rhizobium y una mezcla de bacterias inoculadas Un lema controversial es si la capacidad de fi-
en un suelo esteril. Dicha competencia resulto en jar N (efectividad), estA relacionada a Ia competitivi-
un porcentaje menor de Rhizobium unido a las dad en la formaci6n de n6dulos. Se ha senaIado con
particulas de suelo; en este caso muchos de los po- base en estudios de competencia entre cepas efecti-
ros fueron ocupados por las bacterias introducidas. vas e inefectivas (Robinson, 1969; Labandera y
La importancia ecol6gica de la asociaci6n a parti- Vincent, 1975), que el hospedero distingue a favor
culas se refleja en la disminuci6n de la sobrevi- de !as cepas efectivas. Sin embargo en estudios uti-
vencia de Rhizobium en presencia de los depreda- lizando mutantes inefectivos se observ6 que Ia com-
dores y competidores. En general, los porcentajes petitividad en Ia formaci6n de n6dulos fue indepen-
de Rhizobium y de otros microorganismos asocia- diente de Ia efectividad, Ia cual fue retenida durante
dos a particulas fueron mayores en tratamientos la mutaci6n (Amarger 1981; Bromfield et al.,
donde los depredadores estaban presentes que en 1985); Hahn y Studer, 1986). Amarger (1981a)
los tratamientos sin depredadores. En un estudio seftala al respecto que, aunque la efectividad y Ia
posterior, Postma et al. (1991) encontraron que Ia competitividad no son caracteristicas dependientes,
poblaci6n final de las cepas evaluadas sigui6 el posiblemente fueron en algunos casos asociadas por
mismo patr6n que el numero de celulas asociado a selecci6n natural. S610 con el estudio de cepas iso-
particulas; la cepa que present6 el porcentaje mas genicas se puede determinar el papel de Ia efectivi-
bajo de asociaci6n rue una de las que present6 me- dad en la capacidad competitiva de las cepas, auna-
nor sobrevivencia. Encontraron ademas diferen- do al entendimiento delligamen entre los diferentes
cias en la adhesi6n a partlculas entre mutantes con circuitos de regulaci6n en Rhizobium.
alteraciones en la superficie ceiular y el tipo sil- Algunos autores indican que existe un me-
vestre. Estas diferencias podrian conferir ventaja canismo de compensaci6n mediante el cual el hos-
en la adhesi6n a partlculas y eventualmente en la pedero puede, en situaciones en las que el numero
formaci6n de n6dulos. de n6dulos efectivos es baja, aumentar la masa

nodular efectiva a traves de Ia canalizaci6n prefe-
Movilidad en el suelo rencial de fotosintatos a los n6dulos efectivos

Ames y Bergman (1981) estudiaron el efecto (Singleton y Stockinger, 1983; Singleton y
de la movilidad de las cepas sobre la capacidad Tavares, 1986).
competitiva y encontraron que una cepa silvestre
form6 mas n6dulos que la.~ cepas mutantes no m6vi- Produccion de bacteriocinas
les. La importancia practica de esta caracteristica se La cepa de Rhizobium leguminosarum by.
refleja en los estudios de Weaver y Frederick trifolii (T24) produce la trifolitoxina, una bacteria-
(1974a; 1974b), quienes determinaron que la cepa cina que inhibe el crecimiento del 95% de cepas
inoculada form6 una mayor proporci6n de n6dulos de R. leguminosarum bv trifolii. viceae y phaseoli
en Ia corona que en !as raices laterales. McDermou probadas y algunas cepas de R. [redii (Tripleu y
y Graham (1989) encontraron una disminuci6n en la Barta, 1987). Estos autores determinaron con el
poblaci6n de bacterias al aumentar Ia distancia del usa de mutantes de la cepa 1'24, que Ia expresi6n
sitio de inoculaci6n. Mientras que 33-39% de los de competitividad requiere tanto de la producci6n
n6dulos de Ia corona fueron formados por la cepa de trifolitoxina como de la capacidad de nodula-
inoculada, huoo muy pocos en las falces laterales. ci6n. Triplett (1988); Triplett et al. (1989) aisla-
AI parecer las cepas estudiadas fueron incapaces de ron, mapearon y subclonaron los genes de produc-
sostener altas poblociones a traves del sistema radi- ci6n y resistencia a la trifolitoxina (tfx) y exami-
cat en desarrollo. Esto podrfa estar relacionado al naron su capacidad para restaurar el fenotip. En-
hallazgo de que los inoculantes aplicados a la semi- contraron ademas que estos genes no son respon-
lla presentaron menor ocupaci6n de n6dulos que los sables de la inefectividad en la fijaci6n de N
aplicOOos al suelo (Oliveira y Graham, 1990). observada en la cepa 1'24.
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ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION les como pH, AI, Mn, temperatura, humcdad, dis-
DE CEPAS COMPETITIV AS ponibilidad de nutrientes, asi como a la presencia

EN LA FORMACION DE NODULOS de microorganismos antagonistas y a la compati-
bilidad de las cepas con su leguminosa hospedera

Alta concentracion del inOculo (Graham et al., 1982; Doughri y Bottomley, 1983;
Una estrategia utilizada para incrementar el Gibson y Jordan, 1983; May y Bohlool, 1983; Jo-

numero de n6dulos derivados del inoculanle es au- sephson y Pepper, 1984; Dowling y Broughton,
mentar la concentracion de celulas presenles en el 1986). Sin embargo se desconoce en la mayoria de
mismo. Sin embargo, a veces no es posible ni los casas el papel de estas caracteristicas en la ca-
practico elaborar inoculantes con la cantidad nece- pacidad de una cepa introducida para persistir,
saria de bacterias para superar la poblacion nativa multiplicarse y formar nodulos. Wolff et al.
(Alexander,1985). (1991) observaron que variaciones en la tolerancia

Weaver y Frederick (1974a) advirtieron que de las cepas en pruebas in vitro a acidez, alta tem-
en suelos que contienen Bradyrhizobium en canti- peratura, AI, toxicidad de Mn y limitacion de Fe
dades de 103 0 mas bacterias/g de suelo, es poco no se relacionaron a la competitividad de la cepas
probable oblener una nodulacion adecuada con las en el campo. En estudios de invemadero se obser-
tasas normales de inoculacion. Sparrow y Ham vo que la tolerancia de las cepas a niveles bajos de
(1983) encontraron que no hubo respuesta a la Pi en media de cultivo correspondio con la capaci-
inoculacion de R. phaseoli en suelos con menos de dad de nodular Glycine max. Vigna radiata y P ha-
104 cepas nativas. Thies et al. (1991) observaron seolus vulgaris en suelos deficientes de P (Beck y
que el exito de la inoculacion de 7 leguminosas en Munns, 1984). Resultados similares fueron obser-
suelos de Hawaii estuvo inversamenle relacionado vados con la varied ad de frijol Negro Huasteco
al numero de cepas nativas presentes en el suelo. (Morales, 1987). En experimentos a nivel de cam-
La presencia de 50 celulas/g de suelo elimino la po en los que se utilizo lenteja, se encontro que la
respuesta a la inoculacion, mientras que cuando cepa inoculada rue mas efectiva en condiciones de
estuvieron presentes menos de 10 celulas/g de baja fertilizacion con P que las cepas nativas
Rhizobium, la producci6n econ6mica debida a la (Dhingra et al., 1988). Con relacion a esto, Taylor
inoculaci6n aument6 el 85% de !as veces y solo el et al. (1990) observaron que cepas de Bradyrhizo-
6% cuando rue mayor de 10 celulas/g de suelo. Si bium seleccionadas para tolerancia a bajo Pi y alto
este razonamiento se aplica a Costa Rica, en el 78% AI no fueron muy efectivas con las variedades to-
de los 94 sitios muestreados de siembra de frijol, no leranles utilizadas. Estos resultados pueden deber-
habria respuesta a la inoculaci6n debido al tamai'lo se a falta de compatibilidad entre las cepas de Rhi-
de la poblacion nativa que rue en promedio 3,7 X zobium y las variedades usadas y a la presencia
103 (Soto-Mu~oz, 1992). Debe considerarse sin factores ambientales que afeclen elestablecimien-
embargo, que la capacidad competitiva par sitios de to de las cepas 0 su capacidad simbi6tica. Los es-
formaci6n de n6dulos varia de una cepa a otra y es- tudios de Richardson et al. (1988) sobre el efecto
ta determinada par la inleraccion del genoma de la de la acidez, el Ca y el AI sobre la inducci6n de
planta, de la cepa introducida, de la poblaci6n nati- los genes nod en cepas de R. leguminosarum bv
va y de los factores ambientales. Al respecto, Mea- trifolii concuerdan con 10 anterior. Los genes nod
de et al. (1985) observaron que al inocular una cepa codifican prolefnas esenciales para la invasion de
en dos sitios que conlenfan una poblacion de bacte- la planta y establecimiento de la simbiosis; el gen
rias similar en numero, en el sitio I el in6culo se es- Nod D reconoce los compuestos flavonoides exu-
tableci6 en el 73% de los n6dulos y en el sitio II dados por el hospedero apropiado y activa la
unicamente form6 el 33% de los mismos. Bajo con- transcripcion de los operones nod (Cunningham et
diciones controladas la cepa dominanle del sitio II al., 1991). Los autores observaron que la expre-
rue igualmenle competitiva que el inoculanle. Asi si6n del gen nod D no rue afectada par el ambito
los factores ambientales pueden decidir cuaIes ce- de pH utilizado, ni par la adicion de 22,5 ~M de
pas predominan en los n6dulos. Alo 1250 ~M de Ca. Sin embargo, la inducci6n

de la expresi6n de nod A se redujo cuando el pH
Tolerancia in vitro rue menor que 5,7 y en presencia de AI, y la adi-

Se ha observado gran variaci6n en el ambito ci6n de Ca mitig6 ligeramenle este efecto. Debe
de susceptibilidad de las cepas a factores ambienta- destacarse que la cepa de mayor tolerancia a Al en
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medio de cultivo foe la m~s sensible a la inhibi- de genes que puedan luego introducirse a cepas
ci6n de la expresi6n de los genes nod. efectivas en la fijaci6n de N (MartInez-Romero y

Rosenblueth, 1990), 0 bien, seleccionar cepas
Seleccion a nivel de campo competitivas en el campo y manipularlas en labo-

Una alternativa para los suelos que contienen ratorio par adici6n de los genes que aumenten su
poblaciones de Rhizobiwn es utilizar inoculantes a efectividad.
base de cepas nativas adaptadas al ambiente (Mea-
de et ai., 1985). En el prograrna de Frijol de Cen- Genes que confieren efectividad simbiotica
troamerica y Cuba, se realizan aislamientos de ce- Chen et ai. (1991) aumentaron la capacidad
pas nativas que se eval\Jafl en diferentes ambientes simbiotica de la cepa ANU1173 de R. iegwnino-
a Divel de campo. Las mejores cepas se prueban en sarum bv trifoiii capaz de nodular a pH 4,4, al
toda la regiOn, y en algunas de ellas se ha observa- reemplazar el pl~smido pSym par un pl~smido
00 respuesta a la inoculaci6n bajo condiciones limi- que confiri6 mayor capacidad de fijar N. A su vez,
tantes de N con las cepas CR 477, Kim 5 y CIAT la transferencia de un pl~smido simbi6tico a aisla-
166 (pROFRIJOL/CIAT, 1991). mientos incapaces de formar n6dulos de R. iegu-

minosarum bv phaseoii result6 en cepas inefecti-
Restriccion de la nodulation vas (Segovia et ai., 1991).

Otra estrategia para prevenir la nodulaci6n
par cepas nativas es el usa de variedades que res- Genes que confieren competitividad
tringen la nodulaci6n como las variedades PIs de Un ejemplo es la transferencia de los genes
soya y los cultivares de Pisum sativum portadores (tfx) involucrados en la competitividad de la no-
del gen sym-2. dulacion. Triplett (1990) insert6 en forma estable

Cregan y Keyser (1986), Keyser y Cregan los genes (tfx) en el genom a de la cepa efectivaR.
(1987), Cregan et ai. (1989) seleccionaron a partir ieguminosarum bv trifoiii TAl y construyo una
de 1278 genotipos de soya, 13 genotipos que res- cepa capaz de producir trifolitoxina que result6
tringen la nodulaci6n con la cepa USDA 123, y los muy competitiva cuando se inocul6 con una cepa
denominaron genotipos PI. Las cepas del serogru- sensible. Esos experimentos constituyen la prime-
po 123 son muy competitivas y poco efectivas, y ra transferencia estable de genes involucrados en
se encuentran comunmente en los suelos. Los ge- la competitividad en la formaci6n de n6dulos a
notipos PI no Corman n6dulos con la mayoria de una cepa efectiva. Dichos genes pueden ser trans-
estas cepas mientras que si 10 hacen con la cepa feridos y expresados en mochas especies de Rhi-
efectiva USDA 110. Sin embargo, la restriccion no zobium y ser utiles como solucion al problema de
se aplica a todo el serogrupo y algunos aislamien- competencia en una amplia variedad de legumino-
tos fueron muy competitivos contra USDA 110. sas. Ademas, su inserci6n estable al cromosoma

Asi, par ejemplo, la variedad de arveja Af- evitaria la transferencia par conjugaci6n a la po-
ganistan es un cultivar primitivo que general mente blaci6n nativa (Triplett, 1990).
no forma n6dulos con cepas europeas de R. iegu- Otro ejemplo es el aislamiento de cepas pre-
minosarum bv viciae como PF2, y nodula con ce- valentes en la localidad, seguida par la introduc-
pas del media Oriente como la cepa TOM aislada cion del gen nod X que nodule un cultivar desea-
de Turquia (Dowling et ai., 1988). Este comporta- ble portador de sym-2. Fobert et ai. (1991) cons-
miento se debe a un gen recesivo (Sym-2) en la truy6 un mutante, Tn5nodX y 10 evalu6 en inver-
planta hospedera (Holl y LaRue, 1976, citado par nadero con el cultivar Trapper nn al que se ha
Dowling et ai., 1988) ya un gen extra de "rango" incorporado los genes sym-2. Sin embargo el uso
de hospedero, el gen nod X, presente en el plasmi- de cepas seleccionadas 0 construidas que parten
do Sym de la bacteria (Davis et ai., 1988). Las nod X no asegura la nodulaci6n selectiva y efi-
mutaciones en nod X suprimen la capacidad de ciente par la cepa inoculada (Fobert et ai., 1991).
nodular la variedad Afganistan pero no la nodula- Se ha observado que la nodulaci6n de cepas de las
ci6n de arvejas comerciales. variedades Afganistan e Iran par la cepa Tom era

suprimida par la presencia de una cepa no formado-
Manipulacion genetica de las cepas ra de n6dulos, y que el grado de supresi6n vari6

Desde otra perspectiva el estudio de las ba- con la cepa utilizada (Winarno y Lie, 1979; Ohlen-
ses de la competitividad permitiria el aislamiento doff y Martensson, 1990). Dowling y Broughton
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(1988) identificaron. aislaron y clonaron los genes caracterfstica a considerar para mejorar la respues-
involucrados en el bloqueo competitivo de la ino- ta a la inoculaci6n, ya que, como se discuti6 antes,
culaci6n; estos genes se encuentran en el plMmido la capacidad de las cepas para absorber Pi a bajas
Sym de la cepa PF2. concentraciones y su habilidad para el almacena-

miento del mismo, pueden conferir ventaja en la co-
Respuesta a I~ compuest~ Oavonoides 10nizaci6n y persistencia en la rizosfera (Cassman et

Se ha demostrado que la expresi6n de los al., 1981a; Beck y Munns, 1984), especialmente si
genes nod de Rhizobium es afectada por la secre- se observa el hallazgo de Soto-Muiioz (1992), quien
ci6n de compuestos fen61icos estimulatorios e in- encontr6 cepas nativas capaces de nodular frijol en
hibitorios de la planta (Long, 1989). Djordjevic et 94 sitios de siembra en Costa Rica, a pesar de que el
al. (1987) sugirieron que parte de las diferencias 52% de los suelos estudiados presentaban niveles
observadas en la capacidad competitiva de las ce- menores de 10 pmi (320 I.1M) de P. Estas cepas
pas de R. trifolii se debe a variaci6n en la sensibi- adaptadas al ambiente podrian seT mas competitivas
lidad, ambito y velocidad de respuesta a la secre- en la formaci6n de n6dulos que las cepas utilizadas
ci6n de los mismos. Los resultados obtenidos POT como !noculante.
Cunningham et at. (1991) apoyan esta idea, ya Se hate necesaria entonces, la busqueda de
que observaron gran heterogeneidad en la respues- combinaciones cepa-cultivar capaces de estable-
ta de las cepas a la presencia de compuestos flavo- cerse bajo estas condiciones,
noides, Esta caractenstica puede teneT implicacio-
nes importantes en las relaciones cepa-cultivar. RESUMEN
Cunningham et at, (1991) evaluaron la adici6n de
un compuesto flavonoide para aumentar la capaci- Se discuten algunas adaptaciones que pue-
dad competitiva del inoculante. Sin embargo, en- den conferir ventaja en la formaci6n de n6dulos,
contraron que la variabilidad observada en la res- con enfasis en la tolerancia de las cepas a bajos ni-
puesta de las cepas y el costo de la aplicaci6n de veles de P. Se analiza la capacidad de Rhizobium
estas sustancias a nivel de campo, hacen esta prac- para crecer en condiciones de baja concentraci6n
tica inadecuada. de fosfato y la importancia que puede teneT esta

caracterfstica en la sobrevivencia de las cepas y
CONCLUSIONES establecimiento de la simbiosis.

Se revisa ademM el uso de diferentes estrate-
EI metodo tradicional de selecci6n de cepas gias para la obtenci6n de cepas competitivas, que

consiste en escoger bajo condiciones controladas incluye tecnicas convencionales de selecci6n de ce-
los genotipos que presenten mayor capacidad para pas en condiciones in vitro y a Divel de campo, asf
fijar N . La evidencia presentada indica la necesi- como el uso de tecnicas de ingenierfa genetica.
dad de considerar la competitividad, ademM de la
efectividad en la fijaci6n de N , cuando se selec- LI'fERATURA CITADA
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