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Las condiciones del suelo tienen un efecto notable sobré&
la supervivencia del Rhizobium y sobre la habilidad para
infectar los perlos radicales (7).

IONES NITRITO Y NITRATO

Los iones nitrito y nitrato inhiben la formacidén del nddu
lo (2,4). Una explicacidn que se da es que el efecto del
nitrégeno combiando sobre la infeccidn se debe a un cam -
bio en la qufmica de la superficie de los pelos radicales,
de tal manera que mds pocas lectinas son aprovechables pa
ra la unidn del Rhizobium, mientras que los efectos sobre
el desarrollo del nédule y la actividad de la nitrogenasa

se relacionan a un nivel mds bajo de carbohidratos en las
raices (10).

leichel y colaboradores (13) demostraron que la aplicacidén
de nitrato de amonio al momento de la siembra de alfalfa
resultd en una reduccidn significativa del nimero de nddu
los,pesode los nédulos, y en la fijacidn bioldgica de
nitrégeno, medida por el método de la reduccidn del aceti
leno.

Las leduminosas, como grupo, no difieren grandemente de
las no leguminosas en sus requerimientos cualitativos o
Cuantitatives por los nutrimentos minerales.

hpdrte de aquellos nutrimentos reqgueridos especificamente
para la fijacidén simbidtica de nitrdgeno (colbato, molib-
deno), los nutrimentos mineralesinfluencian la asimila -
cién del mitrdgeno a través de sus efectos en el creci -
miento de la leguminosa hospedera. Para muchos nutrimen -
tos, sin embargo, el requerimiento para la funcidn del
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nédulo es menor que para el metabolismo en cualquier par
te de la planta (19).

CALCIO, ALUMINIO Y MAGNESIO

La acidez, la deficiencia de calcio, y el exceso de alu-
minio y manganeso, tienden a acurrir juntos en los sue-
los y a interactuar en sus efectos sobre la nodulacidn y
sobre el crecimiento de la planta (16).

La interaccidn de calcio y pH sobre la nodulacidn ha si-
do demostrada con alfalfa, soya y trebol (15,21).

Se ha demostrado que la nodulacidn reguiere mas ca101o y
pH mds alto que la fijacidn de nitrdgeno y el crecimien-
to de las plantas con ndédulos ya establecidos (15, 21}.

En el género Medicago el estado criticamente sensitivo
del procesc de la nodulacién ocurre dentro de 1 a 3 dias
despuds de la inoculacidn, v correspode con el estado de
desarrollo de la planta en que comienza el encurvamiento
de los pelos radicales y la infeccidn. El crecimiento de
la raiz, el desarrollo de los pelos radicales, la elonga
cidn del hilo de infeccidn y el crecimiento del nddulo
son todos menos sensitivos que la iniciacidn del hilo de
infeccidn (15).

Después de la iniciacidn de la infeccidn, el desarrollo

del nédulo puede proceder con concentraciones de calecio
ain mds bajas que aquellas requeridas para el crecimien-
to del hospedero (15). Una interpretacidn de esta obser-—
vacidn es que la acidez y la deficiencia de calcio dismi
nuyen la asociacidn de calcioc con las paredes celulares,
las membranas celulares, © las enzimas, por lo tanto pre
vienen 1los procesos bioguimicos en la rpzosfera, tal co
mo la pectdlisis que puede ser necesaria en la inicia -
cidn de la infeccidn (15).

El calcio se requiere en cantidades mayores para la fun-
cidn del nédulo que para el metabolismo de la planta (15).
El calcio también modera los efectos tdxicos de los io -
nes de manganeso en las plantas leguminosas (20).

FORFORO, ARUFHE ¥ POTASIO
Se han eslablecldo amplianente papeles espec({ficos en el
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nédulo para el fésforo, como constituyente de los nucled-
tidos; para el azufre como constituyente de las F-S5 pro -
teinas, y para el potasio por su papel en la regulacidn
osmética y en la activacidn enzimitica (9) .

Las deficiencias de fésforo, azufre y potasio tambidn fre
cuentemente y severamente limitan la fijacién del nitrdge
no porgue limitan el crecimiento de la planta hospedera .
Aunque no hay demostraciones claras en condiciones contré
ladas que estos elementos limitan directamente la nodula—
¢idén o la fijacién de nitrdgeno, hay muchos datos que su-
gieren tales efectos en experimento de campo (16,19).

La a . . < e 0] .
e pl;caglon de fosforo.que lncrementa el crecimiento,co
unmente incrementa también el volumen, nlmero Y Peso de
log nédulos (16). Este efecto generalmente puede ser ex-
piﬁcado por efectos indirectos del fdsforo en la nodula —
cién asociados con respuestas de crecimi
3 ento por la -

minosa (19). . i

Las concentraciones de fésforo en los nddulos pueden exce
dar grandemente las concentraciones de fésforo en los ta-
Ilos, o en las raices. Sin embargo, no se ha demostradc

que la funcidn del nédulo tenga un mds alto requerimiento

{nternc por fésforo que el crecimiento de
dera (19). la planta hospg

HORO Y CORRE

Munns (16) reportd gue la funcidn del nédulo se previene

P ;a deficiencia de boro, pero es poco afectada Y nomuy
consistentemente por deficiencia de otros micro nutrien —
tes, a menos gue la deficiencia sem suficientemente seve

r? para producir dafic en las diferentes fases de la simbio
tla. : |

La defi§iencia de boro en las leguminosas produce sinto -
mas similares a los que ocurren en otras plantas, tal co-
mo la no formacidén caracteristica del meristemo. Esto su-
glere que los requerimientos de boro para el crecimientd

y diferenciacién de la planta hospedera son similares a
loa requerimientos para el desarrollo del nddulo (16).

Bl cobre se requiere en mayores cantidades para 1a fun -

e e e R
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cién del nédulo que para el metabolismo de la planta (19).
Nédulos de trébol (Trifolium subterraneun) deficientes
en cobre, incorporaron el 14C en aminoacidos y proteinas
mis lentamente que los dddulos provenientes de  plantas
sin deficiencia en cobre. Asi mismo los nédulos deficien
tes en cobre tenian menor numero de bacteroides, méa
almidén y menos citocromo oxidasa (6).

7zINC, MANGANESO, CLORO, MOLIBDENO Y COBALTO

Los micronutrimentos zinc, mangareso, ¢loro, hierro y
cobalto afectan significativamente la nodulacidn, aungue
todos son necesarios para el crecimiento del hospedero ,
la bacteria, o ambos (16).

Los reguerimientos de molibdeno y de cobalto para la fun
cidn del nddulo son mayores que los reguerimientos en
cualquier otra parte de la planta (19} .

Bl molibdeno es un cosntituyente de la nitrogenasa y de
la nitrato reductasa (9). Las plantas deficientes en mo-
libdeno a menudo tienen ndédulos pequefios, algunas veces
en cantidades anormales (1).

El papel del cobalto dentro del nédulo parece estar asos

ciado con €1, siendo un componente de al menos tres Sis-
temas de enzimas: metil malonil CoA mutasa, ribonucleoti
do reductasa y metionina sintetasa. El efecto primarico
gel cobalto en la funcién del nédulo opera a traves de
los efectos sobre la ribonucleotido reductasa (19).

HIERRO

El hierro es un constituyente de la leghemoglobina, la
cual es importante para la funcidén del nédulo (3).

El la forma Fe-S, el hierro estd intimamente involucrado
como un constituyente de ambos componentes de la nitroge
nasa y de la ferredoxina bacterial, la cual puede funcio
nar como un reductor de la nitrogenasa (3).

A pasar de estos requerimientos espec{ficos dentro del
nddulo, 1a Limitacidn de la funcidén del nédulo no parece
ser #l mayor efecto de las deficiencian de hierro o de

il —
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azufre. gato indica, de acuerdo con Robson (19), que los
requer imientos por hierre y azufre para el metabolismo

fuera del nddulo son mayores que aquellos dentro del nddu
10. R

NODULACION ¥ FIJACION DE NITROGENO

Las observaciones sobre nodulacidn solo son informativas
sobre la fijacion de nitrdgeno atmosférico. La presencia
de nédulos pequefios, verdes, puede indicar la limitacidn
de }a fijacidn de nitrdgeno por nitrdgeno combinado, o de
ficiencias de molikbdeno, fdésforo o azufre (1}. i

La éusencia © presencia muy esparcida de los nddulos pue~-

de indicar alta concentracidén de nitrato del suelo, acidez
del suelo, deficiencia de boro, asi como carencia de bac-

Lerias %nfectivas. Variaciones menos extremas en el nﬁme—

ro de nédulos, sin embargo, no pueden tener influencia en

la fijacidn de nitrdgeno, debido a que la fijacidn depen-

de mds del volumen o masa de los nddulos Y su contenidode

leghemoglobina (1) .

EFECTOS DEL SUELO EN LA NODULACION

Los'componentes del suelo, incluyendo los 4cidos gdlico y
tédnico, y ciertos exudados de la hoja y la raiz, se ha
encontrade que limitan la nodulacidn en algunes casos (4).

Otros factores tales camo temperatura y luz, deficiencia
de agua e inundaciones, interacciones con micorrizas y las
condiciones sanitarias de la rafz también influencian 1la

nodulacidn y la fijacidn de nitrdgeno, bajo condiciones de
campo.

Las condiciones adversas de suelo y de la siembra se pue~
den solucionar parcialmente por la aplicacidn de un gran
nimero de bacterias para incrementar la probabilidad de
que suficientes bacterias sobrevivirdn hasta que se desa-
rrollen las rafces y pueda ocurrir la infeccidn.

Cultivos preparados comerciales de inoculantes se encuen-
tran en el mercado para cultivos especf{ficom. Por tanto
#e debe usar el Indculo correcto para la inooulacidn d;
cada tipo de semilla de leguminowa.

e e
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METODOS PARA MEDIR LA FIJACION DE NITROGENO

Se han utilizado muchos métodos para estimar la habili -
dad de los cultivos para fijar nitrdgeno atmosférico. En
tre estos mftodos se incluyen la acumulacién de nitrdge-
no, los métodos de diferencia, los métodos isotdpicos,
los métodos indirectos y la reduccidn del acetileno.

La deteccidn de pequefios cambios de nitrdgeno en siste -
mas naturales en el campo es dificil, y requiere técni -
cas de medicidén bastante sensitivas.

1. ACUMULACION DE NITROGENO

La mis simple estimacidn de la fijacidn de nitrdgeno
atmosférico es por la acumulacidn de nitrdgeno total del
cultive. Este método se basa en la asuncidn de que todo
el nitrdgeno presente en el cultivo proviene del nitrégg
no fijado simbidticamente (14).

El procedimiento estandard para el analisis de nitrdgeno
e$ la determinacidn por el método Kjeldahl (17). Este mé
todo se ha aplicado ampliamente para medir la fijacidn de
nitrdgeno (11).

2. METODO DE DIFERENCIA

Una medida ajustada de fijacidn de nitrdgeno atmosfé
rico por la técnica de acumulacién de nitrdégeno se obtie
ne cuando se estima la contribucién del nitrdgeno del
suelo al nitrdgeno total de las leguminosas.

Este procedimiento se conoce como el método de diferen -
cia (22), y tiene tres versiones:a.- comparacién de una
leguminosa con una no-leguminosa, b.- comparacién de una
leguminosa con una leguminosa gue no nodule, y ¢.- compa
racidn de leguminosas inoculadas y no-inoculadas (14).

3. METODOS ISOTOPICOS

La fijacidn de nitrégeno 15, un método directo  para
medle la fijacidn de nitrdgeno atmosférico, es el método
para cheguesr la validez de otros métodos de fijacidn (%),
y ha sldo wtilieado en muchas investigaciones (11,14).

coaiBalaEe e
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el : ‘ s intactas a que
La fijacidn de nitrdégeno también puede ser estimada por preferzblgmente = debinagiaruzlzgtzﬁt;;;1de1Pia:ta5 tie
dilucidn isotdpica. En este método, tanto el cultivo que Lestescudios han demosdr '6§ de acetilenc 5 veces mayor
estd fijando nitrégeno como el testigo, que no fija nitrd nrd 1nten§édadessdea§§dgzc; 2 veces mayor que los siste-
geno se cultivan en un suelo al que se le adiciona una‘pg que éos :fc:iozecigitados, 1¢ que indica un efecto adver
quefia cantidad de 15N§ camo nitrato o amonio (13). Zzsdeelz mutilacién de la planta sobre las intensidades

s acetileno (23).

Otros métodos isotdpicos Se basan en la abundancia de isé' fe, Fedugclon, de

» i P '
Sépescastitaled [14). Los estudios sobre la actividad de la nitrogenasa se han

. demente por el desarrolleo del método de
S MBTCD0S TNRIRECI0: iggzizigzagzlgzzgtileno. gste método se ha utilizado en
ltivos tales como alfalfa, soya y frijoles para Sle
Se han usado muchos métodos indirectos para estimar la i tividad de la nitrogenasa para fijar nitrdgeno.
hdbilidad de las leguminosas de fijar nitrdgeno atmosféri Toar 18, aot v
ca, tales como el indice de nodu%acién, nimero de nédulos, ENERGIA PARA LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO
peso fresco o peso seco de los nodulos y concentracidn de )

leghemoglobina en los nddulos o la cantidad de leghemoglg

nf IaClOII] e ni [Oge 1@ atmosier ic nNno soLamence Fe {HIF‘
p (14) - Lia f d t t f - 1 t

re nitrogenasa sino también eneryia en la forma de ATE,
y ferredoxina y flavodoxina reducidas (2, 12).

%« METODO DE LA REDUCCION DEL ACETILENO : la
El ATP y los reductores necesarios como soportes para .
- 4 L 3 L w7 . # - - T 3 o 3 1O 1 ~as prevle
El método de la reduccidn. del acetileno, que tiene co fijacidn de nitrdgenc en S iémb%gilca ”i .
me ventajas sensitividad, velocidad Yy economia, se basa en nen . de los productos fotosintéticos producidos pe _
la propiedad universal y especifica de 1a nitrogenasa de
formar etileno a partir del acetileno. Ningdn otro siste- i Aei meldcul SN
ma bioldgico cataliza esta reaccidn (18). La conversidn de una molécula de’Nz SR, e wr
Nl requiere alrededor de 24 moleculas de ATP (8,12, '

planta.

La intensidad de produccidn de etileno es una medida de ) . ) -t poci Bl bici SaeEn
la nitrogenasa (2). Se han degcrito muchas variaciones de Parte de la energila reguerida para la'f1jab192 3
este método (5, 11, 14). de nitrdégeno se usa para romper la triple unidn del 2
que es muy estable.

Hardy y Holsten (11) dan una detallada descripcidén de 1la
metodologia y aplicacidn de la reduccidn del acetileno pa

Experimentos con nitrogenasa,provenientes de varios orda
rala estimacidn de la fijacién bioldgica de nitrdgeno.

nismos, han mostrado que aproximadamente el 75% dg] 1w
? jo de electrones a través de la nitrogenasa se utiliza en

' » e . g . - ¥ ¢ se 'l 259
Las teécnicas de la reduccidn del acetileno utilizan nddu- . la reduccidn de N3 a NH3, y el remanente, © sea e

los o sistemas de raices decapitadas intactas, o el siste ' se utiliza en la evolucidn del Hy (8,14) ,

ma de rafces de plantas intactas, los cuales se encierran : R CrAGE radind

en un recipiente impermeable a los gases. Las muestras de En la ausencia de Ny o de cualquier otro susrraao R

A8 se toman sobre un per{édo de varias horas para deter-— ble gque se adicione, todo‘el flgjo dg ﬁlé?gruge @ tohww

minar la intensidad de reduccidn de acetileno. de la nitrogenasa se utiliza en la reduccion de protone:
a Hy, en un proceso gue es dependiente del ATP {B;é. ]pﬂ

Las aplicaciones iniciales de la reduccidn del acetileno : pdrdida de My, la cual requiere alrededor de d mo_“:;.:c.jn;

para investigar la fijacidn del nitrdgeno por las legumi - i de ATP por mol de Hy, es importante poquOrhzf Qvltnkdu,

nosas empleaban nddulos separados de la planta, megmentos que la vant idad de fotosinterizado aprn:eg;n ]- ;(j.ntﬁn

de raflz noduladan, o directamente la planta eoh el suelo . 10 pusds ser un factor primario Limitante de 1a f

(a3, : s TTE———
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de nitrdgeno atmosférico (12).

BIBLIOGRAFIA

1. ANDERSON, A. J. Molybdenum as a fertilizer. Adv. Agron.

8:163-202. 1956.

2. ATLAS, R, M. and BARTA, R. Microbial ecology; fundamen
takg?nd applications. London, 1981. Addison—Wésley_
Publishing Co., London, 1981. 560 P.

3. BERGENSEN, F. J. Biochemistry of symbiotic nitrogen

fiXation in legumes. Ann. Rev. Plant Physiol. 22:
121-140. 1971.

4. BURNS, R..C. and HARDY, R. W. F. Nitrogen fixation in
bacteria and higher plants. Spring-Verlag, New York,

1975. 189 p. Molecular Biology, Biochemistry and
Biophysics 21.

5. BURRIS, R. H. Methodology. p. 9-33. In A. Quispel
(ed.). The biology of nitrogen fixation. North
H?lland Publish Co., Amsterdam, 1974. Frontiers of
Biology. Vol. 33.

6. CARTWRIGHT, B. and HALLWORTH, E.G. Effects od copper

deficiency on root nodules of subterranean clover.
Plant Soil 33:685-698. 1970.

Vs DATEf R. A. Physical factors affecting field nodula -
tion and nitrogen fixation: nodulation difficulties
related to low pH. p. 261-262. In A. H. Gibson, and
W. E. Newton. (eds.). Current pe?gbectives in nitro
gen fixation. Proc. 4 th Int. Symp. on Nitrogen Fi-

x?tion. Amsterdam, 1981. Elsevier /North-Holland
Biomedical Press.

8. EMERICH, D, H. and EVANS, H. J. Biological nitrogen
fixation with and emphasis on the legumes. p. 117-
145. In Biochemical and photosynthetic aspects of
energy production. New York, 1280. Academic Presgs.

9. BVANS, H. J, and RUSSELL, S8.A, Physlologional chemistry

of symbiotic nitrogen fixation by legumes. p. 191~
244, In J. R. Postgate (ed.). The chemistry and
biochemistry of nitrogen fixation. Plenum Press,
London, 1971.

10. GIBSON, A. H. Phycal factors affecting field nodula-
tion and nitrogen fixation; combined nitrogen and
legume nodulation. p. 263-264, In A. H. Gibson,
and W. E. Newton (eds.) Current perspectives in
nitrogen fixation. Proc. 4th Int. Symp. on Nitro =
gen Fixation. Amsterdam, 1981. Elsevier/North-Ho -

1land Biomedical Press.

11. HARDY, R. W. F., and HOLSTEN, R. D. Methods for mea-
surement of dinitrogen fixation. p. 451-482. In
R. W. F. Hardy and A. H. Gibson (eds.). A treatise
on dinitrogen fixation. Sec. IV. Agron. and Ecol.
New York, 1977. John Wiley.

12. HARDY, R. W. F., and HAVELKA, U.D. Nitrogen fixation
research: a key to world food?. Science 188:633 -
643. 1975.

13. HEICHEL, G. H., BARNES, D. K. and VANCE, C. P. Nitfg
gen fixation of alfalfa in the seedling year. Crop
Sci. 330-335. 1981.

14. LARUE, T.A. and PATTERSON, G. How much nitrogen do
legumes fixs Adv. Agron. 34~15-38. 1981.

15. MUNNS, N. D. Nodulation of Medicago sativa in selu =
tion culture. V. Calcium and pH requeriments during
infection. Plant Soil 32:90-102. 1970.

16. MUNNS, N. H. Mineral nutrition and the legume symbio
sis. p- 353-391. In R. W. F. Hardy, and A. H. Gib
son (eds.). A treatise on dinitrogen fixation. Sec,
IV. Agron. and Ecol. New York, 1977. John Wiley.

17. NELSON, D. W., and SUMMERS, L. E. Determination of
total nitrogen in plant material. Agron. J. 65:108

12, 1973,

18, POSTAGATE, J. R. The fundamentals of nitrogen fixa
Bhon, Cambridge Univ. Press, Cambridge, 1982, 252
'z

e en———



