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I. INTRODUCCION

La agricultura orgénica o ecoldgica plantea nuevos desafios para las instituciones de
investigacion y educacién superior en México y el mundo, ya que es muy importante
recurrir a nuevas tecnologias como los biofertilizantes y las bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas. Debido a las posibilidades reales que estos tienen de contribuir
al desarrollo de una agricultura sustentable, a mantener la calidad del ambiente y los
ecosistemas, la generacion de ingresos y la inocuidad alimentaria. Una eleccidn respaldada
cientificamente sobre la agricultura organica, dentro de una gama de opciones agricolas
sustentables, pondria a los gobiernos en condiciones de orientar su investigaciéon y sus
actividades de extension para aprovechar de manera integrada con otras alternativas
sustentables de agricultura, las oportunidades comerciales disponibles en el 4mbito nacional
e internacional. En relacion a lo recomendado por los paises miembros de la FAO, el
Programa Sobre Agricultura Orgénica o Ecoldgica (Rueda et al., 2007), incluye las

siguientes areas de accion:

1. Sistemas y redes para proveer informaciéon sobre aspectos de produccion,
conservacion, procesamiento, etiquetado y mercadeo de productos organicos;
informacién técnica sobre requerimientos de produccion, e informacién comercial
sobre oportunidades de mercado.

2. Herramientas de apoyo a politicas gubernamentales.

3. Nuevas opciones en la implementacion de agro-insumos respaldados cientificamente
para su aplicacidn en los sistemas sustentables u organicos productivos y eficientes.

4. Asistencia técnica a los paises para estudios y apoyo a los gobiernos sobre la
produccioén, certificacién y comercializacion de productos organicos certificados;
obtener acceso a mercados internacionales; capacitacion en el proceso de produccion
ecoldgica u orgdnica; asistencia técnica para desarrollar una legislacién nacional
apropiada, desarrollar capacidad de certificacion, de investigacidn, y extension y

promover el intercambio de experiencias entre investigadores de diversos paises.



Lo anterior debido a que a nivel mundial la agricultura organica es uno de los varios
enfoques de la agricultura sustentable y una de las alternativas de produccién de alimentos
que se enfoca a la inocuidad del ambiente. Asimismo, compartiendo otras direcciones de la
agricultura sustentable como son: promover agroecosistemas sociales y ecoldgicamente
sustentables, lo que significa diversificar y estabilizar los ingresos rurales; aumentar la

biodiversidad y la sustentabilidad del entorno agricola (Lira-Saldivar et al., 2007).

La utilizacién excesiva de los fertilizantes sintéticos resulta en mayores costos de
produccién y en la contaminacion de suelos y aguas; también ha ocasionado un proceso de
deterioro de los escasos recursos y una creciente dificultad para renovarlos. En las dos tltimas
décadas, una de las areas de estudio que actualmente estdn impactando en la agricultura, es la
aplicacion de biofertilizantes a través del empleo de microorganismos como bacterias y
hongos que viven en simbiosis con las plantas, lo cual ha resultado muy positivo para fertilizar
de manera organica diversos cultivos. Algunos microorganismos con efecto benéfico en las
plantas pueden tener un gran potencial como agentes biocontroladores y biofertilizantes
(Rueda et al., 2007); dentro de este grupo de microorganismos se distinguen tres grandes

grupos:

e Hongos micorrizicos.
e Microorganismos fijadores de nitrégeno.

e Rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (RPCP).

En la plasticultura el uso de técnicas modernas como solarizacién y biofumigacion en
suelos acolchados con plasticos transparentes de bajo espesor y con la adiciéon de
microorganismos antagonistas y promotores del crecimiento vegetal estan teniendo un fuerte
impulso en todo el mundo como medios viables en sistemas de produccion sustentables para
el control bioldgico de enfermedades; por lo tanto, la integracion de la solarizacién maés el uso
de microorganismos antagonistas ha generado resultados favorables en la sanidad y calidad de

los productos agricolas cosechados.



Objetivo General

Utilizando la informacion reciente de la literatura cientifica, se deberan identificar los
principales géneros y especies de bacterias y hongos rizosféricos que pueden ser empleados

como biofertilizantes.

Objetivos Especificos

e Seiialar las técnicas empleadas para su produccién masiva a nivel de planta piloto y a
escala industrial;, esto mismo se deberd realizar para las bacterias promotoras del

crecimiento de las plantas.

¢ Identificar el uso potencial de estos microorganismos para productores agricolas a nivel
gjidal y agricultores con mayores recursos econoémicos, asi como la manera de

emplearlas con las técnicas de agroplasticultura.



I1. R EVISION BIBLIOGRAFICA

Hongos Micorrizicos

La palabra Micorriza, se formé a partir del término griego mykos (hongo) y del
vocablo latin RHIZA (raiz). La historia de las Micorrizas, se remonta a unos 400 millones de
afios, especialmente al periodo DEVONICO, a partir del cual los hongos y las plantas
evolucionaron hasta lo que son hoy en dia. El botanico aleman Albert Bernard Frank, en el
afio 1885, cred el término Micorriza, para designar la asociacién que se producia entre las
hifas de algunos hongos del suelo, con los érganos subterraneos de la gran mayoria de las
plantas superiores. Muchos autores identifican a las micorrizas como: “la asociacion
simbiética entre determinadas especies de hongos del suelo y las raicillas (pequefias raices),
de diferentes especies de plantas”. Es decir que, se trata de la unién arménica e intima, de
ayuda mutua y fraternal, entre un hongo y las raicillas de una planta (Rivera, 2007). En el

Cuadro 1 se muestra la ubicacion taxonémica de los hongos micorrizicos arbusculares.

Cuadro 1.- Ubicacion taxondémica de los hongos micorrizicos arbusculares. Fuente: INVAM,

1998
Orden Glomales
Suborden Glominae Gigasporinae
Familia Acaulosporaceae Gomaceae Gigasporaceae
Género | Acalauspora | Entrophosphora| Glomus | Sclerocytis | Gigaspora | Scutellospora

Las micorrizas son pequefias raices o pelos radicales de muchas especies, en su
mayoria arboles, que se han infectado con hongos y forman una asociacion de larga vida en la
que el hongo vive dentro o sobre las células de las raices, en la Figura 1 se muestran las
estructuras que desarrollan las micorrizas dentro y fuera de la raiz. Ocurren algunos cambios

morfolégicos, en particular la formacion de raices cortas y muy ramificadas. Ciertos factores

4



desconocidos parecen estar involucradas en el establecimiento de asociaciones micorrizicas.
La simbiosis micorrizica no es unilateral. El hongo absorbe nutrientes del huésped los cuales
son vitamina B, alfa cetodcidos y aminodcidos. Por otra parte, la absorcién de nutrientes
minerales por las raices se incrementa considerablemente, tal vez por la permeabilidad en las
células radicales. Las asociaciones micorrizicas pueden ser complejas y extensas,
involucrando mds de un macrosimbionte. Se pens6é originalmente que las plantas
heterotroficas carentes de clorofila del género Monotropa (pipa de indios y otras) que viven
en el suelo de bosques templados de coniferas, eran sapréfitas; ahora se sabe que ellas
obtienen su nutricion de los arboles vecinos mediante el paso de sales y de carbohidratos via
hifas de las micorrizas, las cuales estan asociadas con sus propias raices y las de los arboles

cercanos (Ruiz, et al., 2001).

Las micorrizas facilitan la absorcién de todos los elementos minerales, pero sobre
todo, la de los menos solubles y poco mdviles en el suelo, es decir, el fosfato, el cobre y el
zinc. El fésforo organico y el fosforo mineral insoluble que integra la mayor parte de este
elemento presente en el suelo, son casi inaccesibles a las plantas. El fésforo, ademas de ser
muy poco mévil, se encuentra en muy baja concentracion alrededor de la raiz. Merece una
mencién especial el papel que tienen los hongos en el metabolismo del nitrégeno,
especialmente las ectomicorrizas que son capaces de absorber varias formas nitrogenadas y
transferir  este  nitrogeno a la planta en forma de  aminoécidos.

(Http://www.biologia.edu.ar/fungi/micorrizas.html)




Figura 1. Esquema general de las estructuras desarrolladas por los hongos micorrizicos
arbusculares dentro y fuera de la raiz colonizada. (a) ilustra el aspecto de las esporas formadas
en el micelio externo, (b) los arbusculos o estructuras de intercambio entre el hongo y la
planta a nivel intracelular y (c) el entramado de hifas que constituye el micelio externo
(Fuente: http://www.ivic.ve/bid_fonacitll/micorrizas/Micorrizasconcepto.htm).

Microorganismos fijadores de nitréogeno

Los procesos naturales de fijacion biolégica del nitrégeno (FBN) tienen un papel
importante en la activacién de los sistemas agricolas sustentables por su beneficio ambiental.
El incremento de su aplicacién puede mitigar la necesidad del uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos con su consiguiente efecto benéfico al ciclo del nitrégeno, el
calentamiento global y el saneamiento de las aguas subterrdneas y supetficiales. Este proceso
depende basicamente de la accién de los microorganismos en conjunto con las plantas.
Existen algunas especies de microorganismos que poseen la habilidad de convertir el
nitrégeno atmosférico (N») a amonio (NH4") mediante la accién de la enzima nitrogenasa.
Estas especies son denominados diazotrofos y requieren de energia para realizar su

metabolismo (Urzua, 2005).

Dentro de los diazdtrofos capaces de realizar este proceso se encuentran los
denominados fijadores de vida libre, los cuales fijan N, atmosférico sin la cooperacion de
otras formas vivas, siendo la familia Azotobacteriaceae la que agrupa uno de los géneros mas
importantes utilizados en la biofertilizacion a diferentes cultivos. El género Azotobacter es uno

de los microorganismos utilizados como biofertilizantes que més se aplica e investiga en Cuba y

6



en otras partes del mundo. Sus propiedades benéficas se ponen de manifiesto en una gran
variedad de hortalizas, granos y otras plantas; se considera de menor importancia agricola por
incorporar modestas cantidades de nitrégeno al suelo. Bhattacharya y Chaudhuri (1993)
reportan que Azotobacter es capaz de fijar de 20 a 30 kg. de N ha™ afio, pero tanto Azotobacter
como Azospirillum en determinadas condiciones su efecto beneficioso no solo se debe a la
cantidad de N, atmosférico fijado, sino a la capacidad de producir vitaminas y sustancias
estimuladoras del crecimiento como: 4cido indolacético, acido giberélico, citoquininas y

vitaminas; las cuales influyen directamente en el desarrollo vegetal.

Otro grupo de microorganismos que se convierten en ﬁjladores de N, cuando viven en
asociaciones simbidticas con organismos superiores de vida son las bacterias pertenecientes al
género Rhizobium, las que establecen relaciones simbiéticas con plantas leguminosas. Entre
los diferentes sistemas bioldgicos capaces de fijar N, atmosférico, la simbiosis Rhizobium-
leguminosa contribuye con la mayor cantidad aportada al ecosistema y a la produccion de
alimentos. Aunque hay diversas asociaciones que apoyan a la fijacién biolégica del N, en la
mayoria de los lugares agricolas la fuente primaria (80%) del nitrogeno fijado bioldgicamente
ocurre a través de dicha simbiosis. Se estima que ésta puede oscilar entre 200 y 250 kg * N ha'
afio (FAO, 2004), calculandose que puede alcanzar el 20 % de la cantidad fijada anualmente
sobre el planeta; por lo tanto, constituye la asociacién mas elaborada y eficiente entre plantas y

microorganismos.

La primera indicacién de que las plantas pueden fijar el nitrogeno del aire se obtuvo en
1833 por Boussingault, quien demostré que las leguminosas pueden aumentar el contenido de
nitrégeno en el suelo. En 1886 los fisiclogos alemanes H. Wilfarth y H. Hellriegel
demostraron que las bacterias que viven en los nédulos de las leguminosas eran las
responsables del proceso. Las leguminosas son el grupo principal de plantas que fijan
nitrégeno simbidtico siendo el simbiote una bacteria del género Rhizobium. Ciertas plantas no
leguminosas tienen nédulos con microorganismos que pueden fijar nitrégeno. Por ejemplo;
aliso (Alnus spp.), mirto de pantano (Myrica gale) y el Hippophae rhamnoides (Torres et al.,
2001).



Las ventajas de esta simbiosis son multiples:

1.

La planta puede autoabastecerse de nitrogeno, elevando considerablemente su

contenido de proteinas.
Puede aportar nitrégeno a un cultivo acompafiante de especies diferentes a las

leguminosas (ej.: praderas asociadas compuestas por gramineas y leguminosas).

3. Puede dejar nitrégeno disponible en el suelo para el cultivo siguiente en la rotacion,

siempre que se incorporen los rastrojos y se mineralice el nitrégeno. Una variante
corresponde al uso de abonos verdes donde se establece un cultivo de leguminosas con
el unico objetivo de incorporarlo al suelo para promover la mineralizacion de su

nitrégeno y suplir asi, las necesidades del cultivo siguiente en la rotacion.

4. La eficiencia de la utilizacién del nitrégeno fijado por parte de la planta es cercana al

100%; a continuacién se muestra la utilizacion del nitrégeno fijado mas energia
metabdlica de la planta y la accién enzimatica utilizados en la reaccién normal para
que el nitrégeno se utilizado por la planta:

N, + 16 ATP + 8e-+ 8H' nitrogenasa—> 2NH; + 8H, + 16 ADP + 16 Pi en

comparacion sélo con 50-60% de los fertilizantes nitrogenados aplicados al suelo.

Es necesario puntualizar que las aplicaciones de fertilizantes nitrogenados sintéticos se

pierden parcialmente por lixiviacion, volatilizacidn, desnitrificacion e inmovilizacién

microbiana, pudiendo convertirse en contaminantes de suelos, plantas, aguas, animales e,

inclusive, para los seres humanos (Granados et al., 2001).

Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de Plantas (RPCP)

Las bacterias son una coleccién de diversos microorganismos procariotas que poseen

diferente morfologia y fisiologia. Las bacterias pueden ser segun su forma: esféricas (cocos),

bacilares (bacilos) o retorcidas en hélice (vibriones y espirilos). Algunas poseen flagelos o

cilios que les permite moverse en un medio liquido. Unas son fotosintéticas, como las

cianobacterias, que obtienen energia de la luz solar y carbono del di6xido de carbono. Otras

bacterias obtienen energia del metabolismo de compuestos inorganicos como €l amonio y el



sulfuro. Se conoce un gran numero de bacterias de vida libre o asociativa que fijan Na, pero
solo algunas destacan por su potencial como biofertilizantes o promotoras de crecimiento.
Entre los géneros mas conocidos dentro del grupo de aerobias estan Azotobacter, Beijerinckia,
Derxia y Azospirillum; en las aerobias facultativas se presentan Enterobacter, Pseudomonas,
y Bacillus y los géneros de bacteria anaerobia Metanobacterium, Clostridium 'y Desulfovibrio
(Ferrera-Cerrato, 1995 y Rodriguez, 1995). La Figura 2 muestra un esquema que ilustra los

componentes u organelos principales de una bacteria.

o Cipeula

— Pared cetlar o Mersbrana ¢elular

ADH

— Foln
Nucleside

Figura 2. Principales componentes y brgéﬁelbé id%é)las bacterias.
(Fuente:www.monografias.com/trabajos39/bacterias/bac1.gif)

La propuesta de la biotecnologia ecoldgica es ofrecer alternativas al control quimico
de las enfermedades de las plantas, como los pesticidas o fertilizantes quimicos (Dobbelaere
et al., 2003). Entre estas opciones ecologicas, esta el desarrollo de inoculaciones de
rizobacterias promotoras del crecimiento en la planta para incrementar su uso globalmente.
Por ejemplo, actualmente hay cerca de 25 millones de ha de soya inoculadas con
Bradyrhizobium japonicum en Sudamérica y cerca de 500,000 ha de trigo y maiz inoculados
en Argentina y México con productos comerciales de Azospirillum (Izaguirre-Mayoral et al.,
2007).

Las bacterias promotoras de crecimiento son conocidas como RPCP o PGPR
(Promoting Growt Plant Rhizobacteria) y fue definido por Kloepper (1989) como bacterias
habitantes de la raiz que estimulan significativamente el crecimiento de las plantas e

incrementan la tolerancia a otros microorganismos causantes de enfermedades.



Las RPCP son bacterias exdgenas introducidas en los agroecosistemas que actuan
positivamente en el desarrollo de la planta. Sin embargo, la reproducibilidad de las bacterias
corrige el potencial de los efectos de la inoculacién en la asociacién de la raiz de la planta con
comunidades microbianas que son fuentes a las que se le deben prestar mas atencion. Para
conocer esto se debe comprender en detalle las interacciones mutualistas entre inoculantes y
los microorganismos requeridos residentes en la rizésfera. Mecanismos usados por las RPCP
pueden ser directos o indirectos; lo anterior conlleva a la secrecién de reguladores de
crecimiento, y lo Gltimo que ocurre durante la produccién de compuestos antimicrobianos es
la reduccion de los efectos letales de los fitopatogenos. Los diferentes modos de accién
pueden conducir a diferentes relaciones entre un inoculante y las comunidades microbianas de
la raiz. Las comunidades de rizobacterias también son afectadas por la planta, ingenieria
genética, el estrés ambiental y las practicas agricolas. Estos factores parecen determinar la
estructura de la comunidad mas que un agente activo exdgeno introducido a las RPCP en

niveles altos (Dos Santos, 2005).

La mayoria de las RPCP son activadas cuando se aproximan o entran en contacto con
la raiz de la planta inoculada, es decir en la rizosfera. La mayoria de las comunidades de
rizobacterias son atraidas hacia del suelo y pocas son originadas de la asociacion semilla-
microorganismo (Costa et al., 2006). La rizésfera es un complejo habitable para la accion del
desarrollo radicular (principalmente a la residencia de los microorganismos) con componentes
bidticos y abidticos del suelo, que también responden a estos medios. La introduccion de una
gran cantidad de bacterias exdgenas como inéculo afecta el potencial de los microorganismos
nativos, al igual, un inéculo puede ser afectado por estos. Tales interferencias pueden ser
incrementadas y disminuir el efecto de las RPCP efectivas, de alli la necesidad de estudiar la

ecologia microbiana de la rizésfera siguiendo las aplicaciones de RPCP (Dos Santos, 2005).

BIOFERTILIZANTES

Durante las cuatro décadas pasadas hemos sido testigos de la proliferacion de la
poblacién humana y la multiplicacion de la produccion de alimentos. La nutricién mineral de
la planta ha desempefiado un papel clave en el incremento en el suministro de alimento. El

aumento en la produccion de los cultivos ha sido posible a través del uso comercial de los
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fertilizantes hechos por el hombre. El uso de fertilizantes nitrogenados se ha incrementado
nueve veces y los fosforados mas de cuatro veces (Vance, 2001). El enorme aumento en la
fertilizacion nitrogenada y fosforada, ademés de la introduccién de técnicas de alta
productividad y de sistemas intensivos agricolas, han permitido que estos sucedan con costos
relativamente bajos (Vance, 2001). El incremento del uso de fertilizantes y los sistemas de
alta produccién también han generado problemas en el medio ambiente, tales como el
deterioro de la calidad del suelo, del agua superficial y de las aguas subterraneas, asi como la
contaminacién del aire, la reduccién de la biodiversidad y la represion de la funcion de los
ecosistemas (Socolow, 1999; Vance, 2001).

La contaminacién ambiental como resultado de una mayor disponibilidad de nutrientes
sintéticos puede ser directa o indirecta. Directamente, es mediante €l uso indebido, exﬁesivo 0
inadecuado manejo de los fertilizantes, ya que puede resultar que los fertilizantes se percolen,
volaticen, acidifiquen y se desnitrifiquen. Indirectamente, es mediante la produccion y
transporte (combustién de combustible fosil) de fertilizantes resultado del CO; del aire y la
contaminacién con nitrégeno, los cuales son depositados dentro de los ecosistemas terrestres.
Dentro del contexto de sustentabilidad es fundamental lograr el balance quimico y bioldgico
que permita mantener la capacidad productiva del suelo durante la produccion agricola. Sin
embargo, existen mﬁltiples factores que impactan la condicién del suelo y pueden alterar
dicho balance. Ejemplo de ello son las labores de cultivo, tales como la compactacién del
suelo y la aplicacién de compuestos quimicos (por ejemplo fertilizantes, pesticidas, etc.). Un
componente esencial para mantener el equilibrio de los agroecosistemas son los
microorganismos que habitan la rizésfera, ya que éstos soportan el desarrollo de las plantas
por diferentes rutas. La pérdida de alguna de las funciones de los microorganismos
rizosféricos puede derivar en un desequilibrio y por consecuencia en la pérdida de la

sustentabilidad del sistema (Mena-Violante et al., 2007).

El suelo como base de los recursos y de la produccion se encuentra enmarcado en un
ambiente complejo, heterogéneo y fragil, que evidencia una alta susceptibilidad a la erosion y
una baja fertilidad natural, con efectos en la produccion de los cultivos, en la productividad
del trabajo y en la factibilidad del establecimiento de los sistemas productivos sustentables.
La recuperacion y el mantenimiento de la fertilidad de los suelos sobre una base sustentable,

constituyen un factor de gran importancia en el desarrollo de la produccién agropecuaria a
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nivel mundial. De ahi la importancia de intensificar los estudios que permitan mejorar su
estabilidad y productividad a largo plazo. En las dos ultimas décadas, una de las areas de
estudio que actualmente estan impactando en la agricultura, es la aplicacion de biofertilizantes
a través del empleo de microorganismos como bacterias y hongos que viven en intercambio
simbidtico con las plantas, lo cual ha resultado muy positivo para fertilizar diversos cultivos
(Rueda et al., 2007).

Los biofertilizantes para uso agricola son elaborados con diferentes microorganismos
que presentan un efecto positivo sobre algunos procesos de descomposicion y sintesis que se
dan en el suelo; los microorganismos se propagan en medios de cultivo especificos
(condiciones adecuadas) para luego adicionarlos a un soporte o sustrato que aporta el medio
para la sobrevivencia y conservacién de los microorganismos. Dichos productos pueden ser
liquidos o sélidos, los cuales, una vez aplicados al suelo, a las semillas o a las plantas,
encuentran las condiciones adecuadas para iniciar su actividad biolégica (mayor velocidad de
descomposicién de sustratos y aporte de nutrientes, entre otros). Estos productos pueden
contener uno o mas microorganismos, de tal forma que se mantengan los principios basicos de
los ecosistemas naturales, los cuales son sustentables por sus constituyentes, la calidad y
cantidad de sus poblaciones. Otro aspecto importante es que los suelos presentan grandes
variaciones con respecto al tipo y niumero de microorganismos. Generalmente los suelos mas
fértiles, menos degradados, con mayor contenido de materia orgénica y menos contaminada
con productos quimicos, permiten mantener poblaciones altas de microorganismos, con una
mayor diversidad de especies. El éxito en la aplicacion de los inoculantes dependera del
conocimiento de los requerimientos nutricionales del cultivo, asi como de su interaccion con
otros microorganismos, incluyendo su habilidad para coexistir en cultivos mezclados, tanto

antes como después de su aplicacion al suelo (Lira-Saldivar et al., 2007).

Tomando en cuenta lo expuesto, la utilizaciéon de los biofertilizantes en los sistemas
productivos es una alternativa viable y sumamente importante para lograr un desarrollo
agricola ecolégicamente sustentable, ya que permite una produccién a bajo costo, no
contamina el ambiente y mantiene la conservacion del suelo desde el punto de vista de
fertilidad y biodiversidad. En la actualidad, el uso de biofertilizantes, aplicados como

inoculantes dentro de los sistemas de produccién agricola, estd teniendo un gran auge,
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especialmente para lograr una mayor disponibilidad de los nutrientes que permitan un
rendimiento mayor de los cultivos, con la conservacion del medio ambiente y una mayor tasa

de retorno de la inversion (Rueda et al., 2007).

Los nutrientes mas limitantes para el desarrollo de los cultivos son el nitrogeno (N) y
el fosforo (P) (Schachtman ef al., 1998). Si bien el suelo puede contener altas cantidades de
cualquiera de los dos nutrientes, méas no estan facilmente disponibles para el uso de las
plantas. La mayoria del N esta ligado a la materia organica del suelo. Regularmente después
de la fertilizacion, las plantas compiten con los microorganismos del suelo para disponer
facilmente del N soluble. Los problemas con el P son diferentes. En suelos acidos, cuando se
agregan cantidades considerables de fertilizantes, el P precipita con fierro o aluminio,
mientras que en suelos alcalinos el P precipita como fosfato de calcio (Hinsinger, 2001). Por
consiguiente, la deficiencia de P puede ser un problema dificil de superar a través de la
adicion de fertilizantes fosfatados. La fertilizacion extensiva requerida supera los limites de N
y P que pueden conducir a una fuente de escurrimiento, y los nutrientes solubles pueden
lixiviarse facilmente en los cuerpos de agua o en las aguas subterraneas. Por ejemplo, el
fosforo lixiviado desde los sistemas agricolas, al igual que el nitrégeno es lo primero eﬁ
causar la eutrofizacién (acumulacién de nitrogeno) y la hipoxia (falta de oxigeno) en lagos y

estuarios a nivel mundial (Vance, 2001).

Asociaciones simbidticas entre microorganismos y plantas

Esta demostrado el efecto beneficioso que tiene el uso de diferentes microorganismos
del suelo como alternativa para la nutricién de las plantas, la defensa de los suelos contra la
degradacion y la proteccion fitosanitaria de los cultivos, formando parte inseparable de formas
diferentes y métodos de agricultura sustentable. Estos microorganismos (que por naturaleza
son organismos del suelo) se han logrado aislarlos y reproducirlos de manera vertiginosa,
convirtiéndolos en grandes aliados del productor y de las personas que los emplean para
diferentes fines y propdsitos naturales y ecoldgicos. La simbiosis puede considerarse como
una forma de parasitismo reciproco en el que uno o ambos socios se benefician de la
asociacién y ninguno sufre a causa de ella. Son posibles muchos y distintos niveles de

asociacion, desde una libre y casual agregacion de especies diferentes hasta la relacion
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estrecha, precisa y permanente de nodulos radicales o liquenes. Todas las simbiosis poseen

algo en comun: permite a uno o ambos socios soportar los rigores del ambiente (Rivera,
2007).

Las asociaciones simbiéticas pueden ser FACULTATIVAS, donde los socios pueden
vivir ya sea solos o en asociacion, u OBLIGADAS, en la que uno o ambos socios son
incapaces de sobrevivir independientemente. Las EPIFITAS so6lo crecen o se apoyan sobre su
huésped; tal es el caso de los helechos y ciertas orquideas tropicales que se apoyan sobre
troncos de arboles para poder tener un apoyo fisico y obtener del aire y el agua de lluvia los
elementos indispensables para su crecimiento y desarrollo en esa asociacion
www.diccionariosdigitales.net/GLOSARIQS%20y%20VOCABULARIOS/Botanica-9-
MICORRIZAS.

Funcion de las micorrizas en las plantas

Las plantas con micorrizas en general realizan cambios en el estatus nutricional de las
plantas (incorporacién de P, N, etc.), sin embargo, también se han reportado que promueven
cambios fisiologicos. Asi, las plantas que se asocian con hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), alteran los niveles de substancias reguladoras de crecimiento, metabolitos
secundarios, la fijacién de nitrégeno por bacterias relacionadas a Rhizobium y tal vez una de
las alteraciones mas significativas son los cambios en el intercambio de gases (Rojas-Andrade
et al., 2003). Las plantas formadoras de MA incrementan la tasa fotosintética, y este
incremento es el resultado de las modificaciones en las fases luminosa y oscura. Estos
cambios estan influenciados por el tipo de HMA, el material genético de la planta y de las
condiciones ambientales. Reportes mas recientes, sugieren que la fotorespiracion en las
plantas de tomate se reduce y esta se puede mantener mas tiempo fotosintéticamente activa

(Mena-Violante et al., 2007).

Beneficios de las micorrizas

De acuerdo con reportes recientes (Rivera, 2007) se mencionan los siguientes

beneficios de las micorrizas:



e Incrementan el 4rea fisiologicamente activa de las raices.

e Incrementan la captacion de agua en las plantas y los nutrientes como fosforo,
nitrogeno, potasio y calcio del suelo.

e Incrementan la tolerancia de las plantas a las temperaturas del suelo y a la acidez
extrema causadas por la presencia de aluminio, magnesio y azufre.

e Proveen proteccion contra ciertos hongos patégenos y nematodos.

e Inducen relaciones hormonales, provocando que las raices alimentadoras permanezcan

fisiologicamente activas por periodos mayores que las raices no micorrizadas.

Diferencias entre tipos de micorrizas

Diferentes taxénomos expresan que existen varios tipos o grupos de micorrizas,
aunque los de mayor importancia se distribuyen en tres grupos: Endomicorrizas,

Ectomicorrizas y Ectoendomicorrizas (Mendoza y Ramirez, 2001).

Las Endomicorrizas o Micorrizas Endotroficas

Una gran cantidad de hifas fingicas (hongos) existentes en el suelo invaden las partes
jovenes de las raices y penetran a veces hasta las células del parénquima sub epidérmico. Esta
accion no afecta a las células de los tejidos y se establece el intercambio a ese nivel celular El
micelio de los hongos penetra en el tejido cortical de la raiz de la planta y provoca una
infeccién progresiva de las células de la corteza. Un ejemplo de este proceso, se puede ver en
la Micorriza Vesiculo-Arbuscular (MVA), que forma en las células de la corteza extremos de
micelios ramificados, similares a un arbol (arbisculos), actuando en calidad de drganos
nutritivos mediante los cuales tiene lugar el metabolismo simbiético entre el hongo y la

planta. Ademas, se forman versiculos o nédulos como drganos de reserva (Reis et al,, 1999).

Los micelios féingicos no solo penetran en la capa cortical de la raiz, sino que se alojan
en el interior de sus células, y en parte son digeridas por la planta hospedante, que se
benefician de sus albuminoides y nitrégeno organico. Se forman endomicorrizas en las
plantas de las familias Ericdceas, Lilidceas y en las Orquidiaceas. En estas ultimas han sido

mejor estudiada que en las demas. Se encuentran endomicorrizas en muchas plantas herbaceas
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(inclusive muchas plantas de cultivo, también en plantas lefiosas, tales como palmeras, café,

té, cacao y citricos) (Boriel et al., 20053).

Endomicorrizas Ericoides: En este caso, las plantas participantes en la asociacion
simbiotica son de la familia Ericdceas y los hongos pueden ser ascomicetos o
basidiomicetos. Su caracteristica principal es su versatilidad en cuanto al uso de las
fuentes de C, N y P, ya sean de origen orgénico o no.

Endomicorrizas Orquidoides: Formadas entre plantas de la familia Orquidaceae y
hongos basidiomicetos. En la fase heterotrofa del ciclo de vida de esta familia de
plantas, reciben compuestos carbonados a partir del hongo. Como caracteristicas
morfologicas del hongo, cabe destacar que tras penetrar en las células de la raiz forma
marafias dentro de la célula hospedera previa invaginacién de la membrana
plasmética, asi como agregados poco organizados de hifas (pelotones) que liberan los
nutrientes cuando degeneran.

Endomicorrizas arbusculares: Los hongos implicados en la formacién de estas,
pertenecen al phylum Glomeromcycota, y dicha asociacion la realizan con la mayoria
de las plantas terrestres. La principal caracteristica morfoldgica de estos hongos es su
ramificacién dicotémica repetida una vez que han penetrado en las células del cortex
de la raiz, para la formacién de los arbisculos, estructura tipica de la colonizacion de
dichos hongos. Algunas especies de estos hongos forman otras estructuras en el
interior de la raiz 1lamada vesiculas, que contienen sustancias de reserva y por las que

también se ha conocido a éstos con el nombre de vesiculo-arbusculares.

En las endomicorrizas el micelio invade la raiz, inicialmente esta penetracion es

intercelular, pero luego penetra en el interior de las células radicales, desde la rizodermis

hasta las células corticales. En la Figura 3 se ilustra el proceso antes sefialado.
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Figura 3. Esquemas que ilustran la invasion de la micorriza producida por Glomus sp. en la
region de la endodermis del sistema radicular de las plantas, sefialando que las hifas del hongo
crecen principalmente en la region de las paredes celulares y luego invaden el citoplasma de
las células.(Fuente: http://www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/)

e

Las micorrizas provocan pocos cambios en la estructura de la raiz; generalmente no se
observa un crecimiento denso de hifas en la superficie de la raiz, o sea no hay un manto o
crecimiento micelial. Sin embargo si hay una red micelial interna. El micelio penetra en la
raiz, donde inicialmente es intercelular, pero luego penetra en el interior de las células
radicales, desde la rizodermis hasta las células corticales. Una vez dentro de las células, forma
mintsculas arborescencias muy ramificadas que se llaman arbusculos. Estos arbusculos son
los que aseguran una gran superficie de contacto entre ambos simbiontes. Los arbusculos
tienen una vida efimera, de algunos dias hasta algunas semanas, y siempre terminan por ser

digeridos por la planta hospedera (http://www.biologia.edu.ar/fungi/micorrizas.html).

Las Ectomicorrizas o Micorrizas Ectotroficas

Las hifas fingicas permanecen en la superficie epidérmica, alrededor de la cual
forman una vellosidad que reemplaza a los pelos radicales. Rodean de una densa capa de
micelios (Red de Harting), las partes mas finas de la raices, hasta envolverlas por completo,
incluso en el apice vegetativo de la misma. Las hifas de los hongos envuelven las raices de las
plantas, penetran intracelularmente en el parénquima de la corteza, sin infectar sus células.
Los hongos que las forman son: Basidiomicetes y Ascomicetes principalmente. Se forman
Ectomicorrizas principalmentev sobre especies forestales y lefiosas: avellanos, abedules,
coniferas, etc. Sus filamentos micelares, aunque pueden insinuarse a través de los espacios

intercelulares de la raiz, no penetran en sus células. Si las Ectomicorrizas no estan en contacto



con una rajz su crecimiento es limitado y pueden morir rapidamente. Colonizan las raices por

un corto periodo de tiempo que puede estar entre los 5 y 12 dias (Rivera, 2007).

En las ectomicorrizas el micelio invade la raiz sin entrar en el interior de las células,
de aqui el nombre de ectomicorrizas. Se caracteriza por una modificacién morfoldgica de la
raiz que pierde sus pelos absorbentes y generalmente los extremos se ramifican profusamente

y se acortan ensanchandose (Figura 4).

Figura 4. Ilustracién que muestra las raices modificadas en la ectomicorriza formada por un

hongo desconocido sobre la  planta llamada Fagus  sylvatica  (Fuente:
http://www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/ecm.html).

El extremo de una raiz ectomicorrizada tipicamente esta cubierta por un manto de
hifas, como una vaina, que puede ser desde una capa floja hasta pseudo-parenquimatica.
Desde este manto se extiende una red de hifas entre las primeras capas de células de la corteza
radical y rara vez llegan hasta la endodermis, pero sin entrar en el interior de las células, de
aqui el nombre de ectomicorrizas. Esta red se llama "red de Hartig", donde las hifas también
pueden tener formas muy variadas. Las ectomicorrizas estan ampliamente dispersas en la
naturaleza y se estima que el 10% de la flora mundial presenta este tipo de asociacion.
Principalmente las familias Pinaceas, Betulaceas, Fagiceas, y también Ericaceas y algunas
Myrtaceas, Juglyaceas y Salicaceas (Borie et al, 2005). Los hongos que forman estas
micorrizas son en general los conocidos hongos de sombrero, como "amanitas" y "boletos".
Solo en Norteamérica son mas de 2.000 especies, en su mayoria Basidiomycetes y algunos
Ascomycetes ("trufas"). Muchos de estos hongos pueden ser cultivados en cultivo puro,
aislados de su planta huésped, pero no pueden formar carpéforos en su ausencia (Reis ef al,

1999).



Las Ectoendomicorrizas o Micorrizas Ectoendotroéficas

Constituyen una estructura intermedia: pequefio grupo de plantas y micelios. Es un
grupo menos numeroso, sus funciones son similares al grupo de Ectomicorrizas, aunque
también desarrollan funciones similares a algunas Endomicorrizas. Las Ectoendomicorrizas
son frecuentisimas en las plantas lefiosas, las coniferas, cupuliferas y betuldceas, que son los
elementos mas importantes de la vegetacion forestal de las regiones templadas. Hay otros
grupos de micorrizas, pero que no tienen interés econémico, ni ecoldgico. Algunas plantas

acuaticas y pantanosas no forman micorrizas (Fogar et al., 2002)
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Cuadro 2. Diferentes tipos de micorrizas y sus caracteristicas morfologicas (Granados et al.,

2001).
DENOMINACION DENOMINACION CARACTERISTICAS PLANTA HONGOS
CLASICA ACTUAL HUESPED QUE LO
FORMAN
Forman mantos que Betulaceae
cubren a la raiz.
Formadoras de Fagaceae Agaricaceae
“manto” Hifas solo intercelulartes
ECTOMICORRIZAS que forman la red de Pinaceae Boletaceae
Harting.
Eucaliptus Otros
Hongo de micelio
ceptado
Desarrollo mayoritario
de! hongo dentro de la
raiz. Se han Ficomicetos
encontrado en la | microscopicos
Vesiculo-arbusculares Hifas externas no mayoriade las | pertenecientes
formadas de manto. plantas que a la familia
viven sobre la | Endogonaceae
salvo en hifas vigjas.
Hifas inter e
intracelulares.
Rudimento de manto. Ericaceae
Ericoides Hifas inter e Epicradeceae Ascomicetos
intracelulares.
Empetraceae
No forman vesiculas ni
Ericaceas arbusculos.
ENDOMICORRIZAS Forman mantos. Arbustus
Arbutoides Hifas intra e Arctostaphylos Boletus
intercelulares.
Pyrolaceae
Monotropaceae
La planta huésped tiene
un periodo de su ciclo de
vida heterétrofo durante
el cual, para sobrevivir,
Orquidéceas. necesita ser m.fectztd'o por Orchidaceae Basidomicetos
un hongo micorrizico.
La infeccién del huésped
por el hongo puede
evolucionar a micorriza o
parasitismo.
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Figura 5. Simbiosis del hongo con la raiz de los diferentes tipos de micorrizas (Rivera, 2007).
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Beneficios de las ecto y endomicorrizas en el crecimiento y desarrollo de las
plantas.

Se puede afirmar que el principal beneficio que: realizan las micorrizas esta
relacionado con la nutricion de las plantas. Este proceso de la nutricién por medio de las
micorrizas estd extremadamente difundido entre los vegetales, tiene notable importancia
porque permite la vida de las plantas en determinadas condiciones y facilita la toma de los
alimentos por parte de las plantas superiores, en competencia con la infinita y mucho mas
adaptable microflora del suelo. Son muchos los beneficios que nos brindan las micorrizas
para la planta, que las convierten en fieles aliadas de los productores, empresarios,
investigadores, cientificos y poblacion en general. A continuacion tratamos de resumir los

beneficios mas importantes que pueden brindar las micorrizas (Rivera, 2007):

1. Una mejor asimilacién de los nutrientes en las plantas, que facilita un aumento de la
produccion y una mayor calidad bioldgica de ésta.

2. Una mayor tolerancia de las plantas frente a muchos factores de estrés: sequia,
desequilibrios en el pH, contenidos altos de sales, exceso de viento, entre otros. Esto
se debe a que facilita una adecuada evapo-transpiracién de la planta y un mejor
funcionamiento fisioldgico de éstas en sentido general.

3. Al estar mejor nutridas las plantas, promueve en éstas una mayor resistencia frente a
microorganismos patégenos.

4. Es sumamente importante para el crecimiento de las plantas, en aquellas zonas o
regiones, en las cuales los factores importantes para la produccion agricola, se
encuentran por debajo del estado Optimo para el desarrollo de las plantas (dunas de
arena, suelos pobres, superficies devastadas, etc.).

5. El empleo de las micorrizas significa un ahorro de insumos y una mejor proteccion del
medio ambiente.

6. Un marcado incremento en los procesos de absorcion y traslocacién de nutrientes
como: N, P, K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Mo, Fe, Mn, entre otros.

7. Un aspecto de gran interés en el empleo de las micorrizas es lo relacionado a la
nutricién del fosforo (P). Estas desempefian un papel importante en la absorcién del P
presente en los suelos principalmente en las zonas tropicales donde las cantidades de P

asimilables a las plantas son frecuentemente bajas:
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» Generalmente bajo estas condiciones, en la zona de crecimiento radical ocurre
un rapido agotamiento del P. Los mecanismos quimicos involucrados en la
absorcién de este elemento por el hongo se desconocen, sin embargo se sabe
que toma el P en forma de i6n ortofosfato y lo transporta a través de las hifas
en forma de polifosfato.

» Se logra una mayor eficiencia en el uso de los fertilizantes fosforicos aplicados
en suelos deficientes y con elevada capacidad de fijacion de los fosfatos,
predominantes en las zonas tropicales.

» Ademas del efecto directo sobre el crecimiento de las plantas, aumento en el
crecimiento de las raices y la fijacién bioldgica del N en las plantas, el cual es
deficiente en la mayoria de los suelos tropicales.

8. Una mayor resistencia de las plantas a las toxinas.

9. Por su parte, en suelos afectados por los efectos negativos de los metales pesados, se
ha comprobado que las plantas micorrizadas poseen mayor resistencia, gracias a la
capacidad que obtiene para inmovilizar los metales en la raiz, impidiendo que éstos

pasen a la parte aérea de la planta.

Benéficos que provocan las micorrizas en los suelos

Las micorrizas realizan varias funciones en el suelo que incrementan mucho su potencial
agro productivo y sus posibilidades de sostén y mantenimiento de las diferentes especies
vegetales. A modo de resumen mencionamos los siguientes efectos (Mendoza y Ramirez,
2001):

1. Las micorrizas prolongan el sistema radical de las plantas, y ello facilita una mayor
retencion fisica de las particulas del suelo, limitando los efectos dafiinos de la erosion
causada por el agua.

2. Son las micorrizas regeneradoras de suelos degradados, ya que al facilitar el
mejoramiento de la estructura de éste, incrementa sus posibilidades de retencion de

humedad, aireacion y descomposicion de la materia organica.
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3. La presencia de micorrizas en los suelos, moviliza una gran cantidad de nutrientes que
antes no estaban a disposicion de las plantas, por lo que incrementa la fertilidad de
éstos.

4. Las micorrizas mejoran la capacidad productiva de suelos poco productivos, como los
afectados por la desertificacion, la salinizacion, la erosion hidrica y edlica.

5. Otro de los efectos mas interesantes de las micorrizas en el suelo, es su papel en
relacién con el ecosistema en el que se desarrollan; asi interaccionan con diversos
microorganismos del suelo, estableciendo cooperaciones provechosas con unos y
compitiendo con otros generalmente de tipo patégeno, e incluso interactuando con la
microfauna de la rizésfera (nematodos, afidos, 4caros, entre otros).

6. En zonas aridas y semidridas las micorrizas, pueden ayudar a las plantas simbiontes a
captar agua para tolerar el estrés hidrico.

7. Las micorrizas generan sustancias aglomerantes (glomalina), que actian como
cemento o aglutinantes, promoviendo una mayor capacidad y estabilidad fisica,

quimica y bioldgica de los suelos.

Proceso de infeccion de las micorrizas.

Hay una coincidencia casi general, la simbiosis para formar micorrizas, se produce en

etapas o pasos (Tejeda er al., 1997):

1. Se produce una “identificacién” mutua planta-hongo / hongo-planta, en la rizosfera, o
en regiones proximas a los pelos radicales. Este reconocimiento lo facilitan al parecer,
sustancias exudadas o emitidas por la raiz, que provocan el crecimiento del micelio y
un biotropismo positivo del mismo hacia la raiz.

2. El acercamiento y el “acoplamiento” progresivo y gradual del micelio y la raicilla
origina el contacto intercelular, al formarse una estructura que amarra y ata ambas
biomasas.

3. La “colonizacién” causa los cambios morfoldgicos y estructurales tanto en los tejidos
colonizados por el hongo, como en la organizacion de la pared celular de la raiz.

4. Se produce la “integracion fisiolégica” de ambos simbiontes (hongo-raiz).
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5. Por Gltimo se origina una “alteracion” de las actividades enziméticas, que se coordinan

entre los simbiontes para integrar sus procesos metabolicos.

Este proceso de asociacion para formar micorrizas provoca alteraciones morfologicas
y anatémicas en las plantas colonizadas tales como: cambios en la relacién tallo-raiz, en la
estructura de los tejidos radicales, en el numero de cloroplastos, el aumento de la
lignificacién, la alteracion de los balances hormonales, etc. Efectos que no son sdlo
explicables como una simple mejora nutritiva de la planta, debido al aumento de la eficacia en
la absorcién de los nutrientes por la raiz, gracias a la formacién de la micorriza, sino que
responde a cambios metabolicos més profundos y complejos debidos a la integracion
fisiologica de los simbiontes. Si bien las asociaciones micorrizicas se consideran en general
no especificas, es decir, que cualquier hongo simbionte puede colonizar cualquier planta
receptiva, existen sin embargo «algunas preferencias» o una mejor afinidad compatibilidad

entre determinadas parejas hongo / planta (Bidwell, 1993).

Infeccion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

Bolan, (1991) cita que el hongo penetra en el interior de las células, el huésped, por
reaccién de defensa, sintetiza fibras de polisacaridos en la interfase del arbusculo y la

membrana celular. El establecimiento de las HMA tiene tres fases.

1. Latencia; de 16 a 32 dias
2. Logaritmica de 4 a 6 semanas

3. Estabilizacion de 1 a 2 meses

La modificacion de las propiedades de absorcién nutrimental de las raices

micorrizadas depende de (Mendoza y Ramirez, 2001):

a) El desarrollo de las hifas extramatricales en el suelo
b) Absorcién de P por las hifas
¢) Translocacion de P a través de las hifas a distancias considerables

d) La transferencia de P desde el hongo hacia las células radiales.
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La colonizacion de las raices por HMA se extiende por la epidermis y el parénquima
cortical, sin penetrar el endodermo ni el tejido vascular y meristematico, estableciendo una
marcada diferencia con las infecciones radiales de los hongos patdégenos que si penetran los

haces conductores y los meristemos (Hernandez, 1991).

La simbiosis comienza con la emision del tubo germinativo de la espora en el suelo, al
encontrar condiciones favorables, después el micelio del hongo crece a través del suelo hasta
encontrar una raiz hospedera, donde forma una estructura similar a un apresorio y penetra
entre las células epidérmicas o los pelos radicales. La penetracion comienza con la
colonizacién del tejido parenquimatoso de la raiz, y se forman los arbusculos. Por cada metro
de raiz colonizada se producen entre 7 y 250 m de hifas externas de los hongos MA. La hifa
ramificada se encuentra rodeada por una membrana plasmatica de las células del parénquima
cortical, siendo el espacio apoplastico producido entre la membrana plasmatica y el hongo, la
zona de intercambio de los nutrientes. La vida del arbusculo es muy corta, inferior a 15 dias.
Mediante microscopia electronica, se determiné que el contenido celular de los arbusculos es
el de una “célula” metabdlicamente activa, con gran cantidad de mitocondrias, cuerpos
protéicos, nucleos, pequefias vacuolas y cuerpos polivesiculares. La pared celular de los
arbusculos, se mantiene excepcionalmente delgada e inmadura a lo largo de las ramas de estas

estructuras (Soroa ef al., 1999).

Las vesicﬁlas se forman generalmente en los extremos de las hifas del hongo y pueden
producirse a lo largo de todo el parénquima cortical colonizado; suelen aparecer mas tarde
que los arbusculos y son considerados érganos de reserva, principalmente lipidos. La
colonizacion del hongo puede extenderse por la superficie de la raiz y penetrar en ésta, el
grado de infeccién de las raices varia con la naturaleza de la planta hospedante, ¢l estado
nutricional del suelo y las condiciones climaticas donde la planta esta creciendo. Cuando la
infeccion interna esta bien establecida, las hifas del hongo pueden crecer externamente desde
la raiz de la planta hacia el suelo (micelio externo) y explorar un volumen de suelo inaccesible

a las raices (Bago et al., 2001).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares producen normalmente esporas a

partir del micelio externo, y también en algunos casos, las forman en el interior de la raiz a
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partir del micelio interno (Bago et al., 2001). Los arbtsculos desarrollados se mantienen
viables durante unas tres semanas, después esporulan en sus ramas, finalmente los arbusculos
terminan convertidos en un grupo de esporas, las cuales pueden permanecer inalteradas en el
suelo por mucho tiempo, mientras que las hifas del hongo se colapsan tras una permanencia
en el suelo de 2 a 4 semanas si no encuentran una raiz hospedera. En la Figura 6 se describe el
ciclo de vida de uno de los mas importantes hongo micorrizicos arbusculares que ya se esta

comercializando (Glomus intraradices).

Formacion de
hifas
wmterceluiares y
arbusculos

D N L
Desarrollo de hifas
exploradoras

ormacion de e

FASES
FASES INTRARRADICALES EXTRARRADICALES

Figura 6. Descripcion del ciclo de vida de Glomus intraradices (Fuente:
hitp://www.fbme.fcen.uba.ar/~21-3-2007/microrganismos-inoculantes%5B 1%5D.pdf)

Transferencia de nutrientes del suelo a la planta por medio de las micorrizas.

Los primeros trabajos mostraban como el manzano micorrizado presentaba un mayor
contenido de Fe y Cu, cuando estos crecian en suelos deficientes de estos elementos. Por otra
parte, se puso de manifiesto como los hongos formadores de micorrizas arbusculares
mejoraban la absorcion de fosfatos por parte de la planta, también que eran capaces de
transferir N a la planta mediante la absorcién de NH," o de la de NOs™ del suelo. En la Figura

7 se muestra un esquema que ilustra cdmo se realiza la transferencia de los nutrientes entre el
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suelo y las células de las raices inoculadas con hongos micorrizicos. Las causas de esta
mejora nutricional pueden ser multiples de acuerdo con diversos reportes
(www.diccionariosdigitales.net/ GLOSARIOS%20y%20VOCABULARIOQS/Botanica-9-
MICORRIZAS):

1. Las hifas del hongo son capaces de competir més eficientemente que las raices con
otros microorganismos del suelo por los nutrientes.

2. Dichas hifas, pueden absorber fuentes de nutrientes no disponibles para la planta.

3. Como consecuencia de su tamafio y distribucion, el micelio extraradial es capaz de
explorar un mayor volumen de suelo que las propias raices, por lo que aumenta la
capacidad de absorcién de los nutrientes.

4. Se ha postulado con la idea de que los transportadores de los hongos micorrizicos

presenteri una mayor afinidad por el sustrato mineral que la planta.

’ et ol
vwwmmm R I R

g

ﬁmm m} M&

Celula hongo

Flgura 7. Transferen01a de nutrientes en las celulas de las raices con micorrizas.

Nutricion fosfatada en plantas micorrizicas, mecanismos de accién y supresion de
la colonizacion

El fosfato es un nutriente mineral limitante para el crecimiento de las plantas debido a
su baja solubilidad en muchos de sus estados naturales. Los hongos micorrizicos arbusculares
transportan fosfato desde reservorios a distancia hasta la planta, lo que se ha podido mostrar
usando compartimentos en €l suelo con 33p s6lo accesibles a las hifas del hongo y no a las
raices de la planta. En este sistema incluso bajo condiciones no limitantes del aporte de

fosfato, las raices colonizadas reducen la actividad de su propio sistema de absorcion del
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fosfato. Otros estudios han puesto de manifiesto que la mayoria de las plantas aumentan la
absorcion del fosforo al establecer asociaciones micorrizicas, pudiendo llegar a ser
responsables del 100% de la incorporacidon del fosfato en algunas especies vegetales. La
absorcion de fosfato es un mecanismo altamente eficiente, lo que se pone de manifiesto por la
rapida incorporacion de fésforo por las hifas del micelio extraradial, requiriéndose tan solo
tres horas para alcanzar los niveles méaximos de incorporacion del polifosfato, velocidad
comparable a la de los organismos hiperacumuladores de fosfato. Se han clonado los
transportadores de fosfato involucrados en la absorcion del fosfato desde el medio externo
hasta las hifas fungicas de Glomus versiforme, G. intraradices y Gigaspora margarita. Este
transporte estd asociado a un simporte de protones, que es creado con distintas enzimas H'-
ATPasas. Para evitar la acumulacion de iones fosfato, que dificultarian el funcionamiento
normal del hongo mediante un aumento en la presiéon osmética, dichos iones se polimerizan
formando cadenas de polifosfato (alrededor de 17 unidades) y que se acumulan
fundamentalmente en las vacuolas celulares. Son concretamente unas vacuolas tubulares que
se encuentran asociadas a los microtubulos del citoesqueleto, quienes contienen esas cadenas
de polifosfato. El fosfato asi acumulado en el interior de las vacuolas, es transportado al

micelio intraradial (Rivera, 2007).

Una vez que esta en el micelio intraradial, el polifosfato es hidrolizado, liberandose el
fosfato, mediante la actividad de ciertas fosfatasas alcalinas presentes en las vacuolas. De
todos los procesos en relacion a la transferencia del fosfato, la liberacién de fésforo por el
hongo es el menos conocido y mas inusual en biologia, ya que el fésforo es un nutriente
escaso y los organismos generalmente no lo liberan al medio externo. Actualmente se
considera que esta liberacion puede estar inducida por la planta hospedera mediante
mecanismos desconocidos y que ocurren a través de un canal iénico no identificado. Sin
embargo, si da un poco de luz a este proceso el hecho de que se hayan descrito
transportadores de fosfato que se expresan especificamente en raices micorrizadas de plantas
como Solanum tuberosum, Medicago truncatula y Oryza sativa. La inmunolocalizacion del
transportador de M. truncatula (MtPT4), sugiere que se localiza especificamente en la
membrana periarbuscular, y que usa el gradiente de pH establecido a través de esta
membrana, para tomar el fosfato previamente liberado desde los arbusculos fingicos hasta el

espacio periarbuscular, siendo por lo tanto la transferencia del fosfato un proceso activo que
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ocurre preferencialmente a nivel de las células colonizadas por los arbisculos. Para poder
ejemplificar esquematicamente esta nutricion fosférica se muestra la Figura 8 en la cual se

detalla dicho proceso (Bago et al., 2001).

Zona de agotamiento _ (b)
de Pi
N o
Honga Micomizico SR 33 | 1 Epecenely L r
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el interfaces.
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Raiz de la planta O HMA-planta

Figura 8. Transporte de fésforo (P) en plantas micorrizadas. (a) la raiz de la planta crea una
zona de agotamiento de P causada por la asimilacidon de P y la baja tasa de difusion de P en el
suelo. El micelio extrarradical del hongo micorrizico arbuscular (MA) crece hacia la zona de
agotamiento, alcanzando un nuevo almacén de P soluble. (b) La interface implica la captacién
de P en la simbiosis MA. Las interfaces suelo-planta, suelo-hongo MA y hongo MA-Planta se
muestran en el esquema. La traslocacién transmembranal del P estd medida por
transportadores de P que residen en la membrana de las células de la interface
correspondiente. (Bago et al., 2001).

Nutricion nitrogenada con micorrizas

Los hongos micorrizicos son también capaces de transferir nitrogeno del suelo
circundante a la planta mediante la absorcién de NH," o de NO;". Asimismo hay indicios de
cierta capacidad de transporte de N organico, especialmente de aminoéacidos. En apoyo a esta
ultima forma del transporte de N, se ha aislado un gen que codifica una cadena de
aminoacidos de G. mosseae. Sin embargo, los hongos micorrizicos prefieren como fuente de
N al amonio en comparacién al nitrato. La incorporacion del amonio se lleva a cabo mediante
transportadores especificos, de los que actualmente tan s6lo se ha aislado uno en G

intraradices. El amonio asi absorbido, se incorpora rapidamente al glutamato, para crear
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glutamina, lo que podria ocurrir por distintos mecanismos, aunque el mas probable parece ser
el ciclo de la glutamina sintasa, ya que sus actividades han sido detectadas en los hongos
micorrizicos. En la asimilacion de nitrato, parece estar implicada la enzima nitrato reductasa,
cuya actividad se ha detectado tanto en esporas, como en extractos de raices micorrizadas;
molecularmente, se ha aislado el gen codificante para una nitrato reductasa de G. intraradices,
que se expresa fundamentalmente en el arbusculo. Esta actividad permitiria la reduccion del
nitrato para su posterior incorporacién a la glutamina en forma de amonio (Mendoza y

Ramirez, 2001).

La transferencia de N hasta su absorcion por la planta, ocurre por un proceso asociado
al ciclo de la urea y al transporte del polifosfato. El proceso comienza con la entrada del
amonio o nitrato a las hifas extraradiales, donde el nitrato sera transformado en amonio por la
nitrato reductasa, y dicho amonio mediante la accién de la urea se convierte en arginina. Ya
como arginina es translocado al micelio intraradial asociandose a la transferencia de
polifosfato. Una vez en la fase intrarradical del hongo, la arginina entra a formar parte del
ciclo nuevo de la urea, liberandose ornitina y urea, que por accion de la ureasa y la ornitina
aminotranferasa liberan el amonio que sera asi transferido a la planta. La posibilidad de una
transferencia directa de la arginina desde el hongo a la planta, ha sido descartada debido a que
no se detectan carbonos marcados en la parte aérea de la planta cuando se afiade BC-acetato

en el medio donde crece el hongo. El proceso antes sefialado se resume en la Figura 9.
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Figura 9. Mecanismo propuesto para el transporte de nitrégeno a la planta en micorrizas
arbusculares. El nitrogeno absorvido se transforma en amonio o se adquiere como tal.
Mediante el ciclo de la urea pasa a formar parte de la arginina. La transferencia al micelio
intrarradial se lleva a cabo en forma de arginina, asociada a los polifosfatos. Luego el micelio
intrarradial libera el amonio de nuevo mediante el ciclo de la urea (Bago et al.,2001).
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Costo energético de la planta en la simbiosis micorrizica

El huésped proporciona al hongo los glucidos que no puede sintetizar, ya que esta
desprovisto de clorofila. En muchos tipos de micorrizas, los glucidos transferidos de la planta
al hongo, sobre todo los azucares simples como la sacarosa, la glucosa y la fructuosa; en las
ectomicorrizas son transformadas en glucidos especificos (glucégeno y manitol) antes de ser
empleados por los tejidos del hongo. Las sustancias glucidicas que son aprovechadas por las
micorrizas probablemente se estima que corresponden del 20 al 40% de la totalidad de las

sustancias fotosintetizadas en el caso de las ectomicorrizas (Bidwell, 1993).

Fijacién bacteriana de N; como biofertilizante

Aproximadamente el 82% del aire que respiramos esta compuesto de N, atmosférico.
Si bien, el aire es abundante en N, es el nutriente mas limitado en el crecimiento de la planta
por que el N atmosférico no esta disponible para que la planta lo tome. Algunas bacterias son
capaz de fijar N, a partir del N atmosférico. Estas bacterias forman varias asociaciones con las

plantas:

1. Muchas son de vida libre, fijan N; en el suelo.

2. Algunas viven en simbiosis y tienen asociaciones endofiticas muy estrechas con las
plantas.

3. Ofras viven en asociacion cerrada en la zona radical de la planta (rizdsfera), sin llegar

a formar simbiosis intima endofitica.

La cantidad de N fijado por estos diferentes sistemas es considerable, si bien las
variaciones han resultado desde las condiciones del medio ambiente o las enormes diferencias
de las combinaciones de microbio-planta. La estrecha proximidad de estos microorganismos
para sus plantas hospederas permite el uso eficiente del N en la planta, minimiza la

volatilizacion, la lixiviacion y la desnitrificacion (Rai. 2006).

Bacterias que fijan N, simbiéticamente

La mayoria de estas asociaciones ocurren al nivel de la rizésfera; Lynch (1990) define

a la rizésfera como toda aquella porcion de suelo que estd fuertemente influenciada por las
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raices de las plantas, la cual a su vez se divide en tres partes: (1) Rizoplano (microorganismos
pegados a la raiz), (2) endorrizdsfera (microorganismos dentro de la raiz) y (3) ectorrizésfera
(microorganismos que actuan de manera circundante a la raiz). Dicha asociacion se inicia
como respuesta al llamado “efecto rizosférico”, el cual sucede a través de un intercambio de
sefiales que se disparan a partir de la interaccién microbio-planta, con resultados claramente

benéficos para los dos.

Cerca del 40% del carbono fijado en la fotosintesis en la parte aérea de la planta,
puede ser excretado a la rizosfera, lo que afecta positivamente a la mayoria de las bacterias
que ahi habitan, las cuales se nutren de los exudados de las raices que emiten las plantas,
como azucares, vitaminas, factores de crecimiento, acidos organicos, glucidos y mucigel. La
mayoria de los microorganismos se encuentran interactuando en la rizésfera (regién del suelo
alrededor de la raiz de la planta influenciada por su metabolismo), donde el ambiente es
distinto del resto de la zona edafica. Uno de los fendmenos importantes que se produce en la
rizésfera es la presencia de una gran variedad de sustancias organicas, como aminoacidos,
acidos organicos, carbohidratos, derivados de éacidos nucleicos, factores de crecimiento y
enzimas que, directa o indirectamente, tienen influencia positiva o negativa sobre los

microorganismos que ahi habitan (Ferrera-Cerrato, 1995).

Rhizobia

Son las bacterias mas conocidas y que mas N; fijan simbi6ticamente, estas pertenecen
a la familia Rhizobiaceae (Rhizobia) e incluye los siguientes géneros: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium y Allorhizobium (Graham y
Vance, 2000). Este tipo de bacterias infectan leguminosas y tienen una distribucion global que
van desde latitudes norte en Europa y Norteamérica hasta el Ecuador, asi como en los tropicos
de Australia y Sudamérica. En dareas tropicales y ecuatoriales, las leguminosas son
particularmente importantes; ya que son utilizadas en sistemas silvopastoriles y agroforestales
(Dommergues y Subba Rao, 2000). La capacidad de fijar N, por rhizobia varia mucho (arriba
de 450 kg N*ha™') entre la especie de la planta hospedera y la cepa bacteriana (Unkovich y
Pate, 2000). Por lo tanto, se debe seleccionar la mejor cepa de rhizobia compatible con el

hospedero para la seleccion de biofertilizantes. Adicionalmente a estas caracteristicas
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importantes estan las cepas esenciales de rhizobia que son consideradas para aplicaciones
practicas como biofertilizantes. Estas deben de tener una alta tasa de fijacion de N, y capaces
de competir con los rhizobium nativos para maximizar la infeccion del cultivo deseado
(Stephens y Rask, 2000). Desde una perspectiva practica, el inéculo debe ser facilmente
producido y tener un alto grado de supervivencia en aplicaciones a campo una vez que sean

inoculadas las semillas deseadas (Date, 2000).

La inoculacién de las leguminosas es una vieja practica que llevé a un estancamiento
de la técnica durante mas de un siglo en los sistemas agricolas de los Estados Unidos y en el
Reino Unido (Catroux et al., 2001). La inoculacion es particularmente importante cuando los
residentes locales y las poblaciones de rhizobia en el suelo estdn ausentes o son muy bajos
(Catroux et al., 2001). Por ejemplo, en suelos acidos no los contienen o las densidades de las
poblaciones son muy bajas, como en la simbiosis de alfalfa con rhizobia (Sinorhizobium
meliloti), mientras que en suelos basicos contienen un bajo potencial de inoculo de

Bradyrhizobium sp., un simbionte rhizobia de Lupinus spp. (Catroux et al., 2001).

Antes de iniciar un programa a gran escala de inoculacién con rhizobia, es necesario
evaluar las necesidades del indculo y realizar un analisis costo-beneficio. Si la densidad de
poblacion de rhizobia es alta en el suelo, es probable que la inoculacion sea una inversion
innecesaria y la practica de la inoculacion salga sobrando. Catroux et al. (2001) sugieren que
cuando la densidad de poblacién de rhizobia es baja (menos de 100 rhizobias por gramo de
suelo), es probable que la inoculacion sea benéfica para la buena productividad del cultivo. En
densidades bajas de poblacion la inoculacion resultaria rentable independientemente de la
fijacion eficiente de N, de las rhizobias nativas. Desgraciadamente, los métodos faciles,
simples y econdmicos de cuantificacion de poblaciones de rhizobia no estan muy disponibles.
Los experimentos en campo consumen mucho tiempo y pueden tomar varios meses. Los
ensayos microbiolégicos son mas convenientes y toman pocas semanas pero requieren una

experiencia considerable (Brockwell y Bottomley, 1995).

El indculo de rhizobia puede ser producido y aplicado en numerosas formas. El
inéculo puede ser preparado en varias formulaciones como polvo, liquido y granular. Las
formulaciones granulares son convenientes ya que permiten un control de la tasa de

colocacién y aplicacién (Stephens y Rask, 2000). Una caracteristica adicional de la
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importancia de un indculo es la seleccion del medio de transporte (ejemplo: turba, perlita,
suelo mineral o carbon). Cualquier transporte que se elija, es necesario que se esterilice para
asegurar la supervivencia del indculo y la posterior tasa de infeccion (Catroux et al., 2001). Es
importante poder controlar la calidad del in6culo, desafortunadamente, la calidad del in6culo
es a menudo cuestionable, en mas de un 90% los indculos disponibles no tienen efectos
practicos en la productividad de las leguminosas (Brockwell y Bottomley, 1995). Estas son
razones suficientes para la falta de rendimiento en los cultivos inoculados que pueden excluir
la inoculacion exitosa. Tanto los gobiernos de los paises como organismos internacionales han
controlado y estandarizado las medidas necesarias para simplificar y clarificar las normas de
calidad y de comercializaciéon de la produccion de indculos. Por otro lado, instituciones
académicas y agricolas cuentan con estaciones experimentales que apoyan proporcionando la
informacién que pueden ayudar a las necesidades del control de calidad. Actualmente, la
compra de un inéculo en muchos casos es una inversion de un valor debatible (Stephens y

Rask, 2000).
Frankia

Es un género de actinomicetos fijadores de N, capaces de infectar y nodular a un
grupo de 8 familias principalmente de plantas lefiosas (Wall, 2000). Estos organismos
llamados plantas actinorhizales son usadas en la recuperacién de suelos, para produccion de
madera, lefia, se usan en plantaciones mixtas, para barreras rompe vientos y para sombras a lo
largo de desiertos y costas (Schwencke y Carti, 2001). La actinorhizal Hippophae rhamnoides
es cultivado por sus bayas. La fijacion de N, por Frankia debe ser estimado de forma similar
a una simbiosis rhizobiana (Dommergues, 1995). A pesar del potencial importante de la
simbiosis que ejerce Frankia, solo se dispone de informacion limitada para las practicas de
inoculacién y sus usos. La inoculacién con Frankia puede ser ventajosa en medios éridos,
sitios perturbados y 4reas donde las plantas actinorhizobiales nativas estén ausentes
(Schwencke y Card, 2001). Los principales factores para la seleccion de cepas es similar a lo
descrito para Rhizobium sp. Ademas las propiedades simbiéticas de las cepas, caracteristicas
tales como su edad de inoculacién en el cultivo, concentracién celular y métodos de
preservacion puede afectar el grado de infeccion. No existe una cepa universal adaptada a

todos los medios y a genotipos hospederos diferentes, la mejor combinacién de planta-
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Frankia debe ser seleccionada y caracterizada para cada 4rea y para cada especie deseada

(Schwencke y Card, 2001).

La inoculacién y nodulacién antes del trasplante en vivero mejora la sobrevivencia y
rendimiento (Prat, 1992). Consecuentemente, la inoculacién en vivero probablemente es méas
eficiente (Sprent y Parsons, 2000). El in6culo de Frankia puede ser liofilizada, congelada en
glicerol o cultivada en un medio complejo. Las esporas de Frankia pueden ser usadas con
éxito para la inoculacion en Casuarina cunninghamiana, pueden ser utilizados de igual
manera como la inoculacién de rhizobia, en formulaciones y transportes diferentes. Esto
agrega flexibilidad a la seleccion de los métodos mas simples y aplicables para la inoculacién

de cada programa (Rai, 2006).
Cianobacterias.

Las cianobacterias son importantes ecolégicamente. Por ejemplo, las cianobacterias,
Trichodesmium, contribuyen aproximadamente con el 36% de la fijacion global de N,
(Gallon, 2001). La fijacién de N, por las cianobacterias es esencial para el cultivo de arroz.
Hasta a finales de los 70’s la simbiosis de Azolla-Anabaena fue la mejor fuente de N para 6.5
millones de hectareas de cultivo de arroz en China. Actualmente, la presion de poblacion y el
incremento en los costos laborales tiene en disminucion la dependencia sobre la simbiosis de
las cianobacterias en los cultivos de arroz chino (Graham y Vance, 2000). En Uruguay y gran
parte de Asia, las cianobacterias (pricipalmente Nosftoc y Anabaena) todavia tienen una
importancia vital para la fertilizacion de los campos de arroz (Irisarri et al., 2001). Las
cianobacterias y la fijacién de N, tienen una nueva aplicacién en la remediacion de suelos
aridos. En los suelos aridos de Sahelian en Nigeria, la fijacién de N, por cianobacterias se
presenta en la corteza del suelo como una fuente disponible. Esas cianobacterias han mostrado
un incremento en el contenido de N en el suelo (Rai, 2006), por lo tanto, se tiene un gran

potencial de regeneracion extrema de los suelos aridos.

A pesar de la importancia tradicional de la fijacidn de N, por las cianobacterias en los
cultivos de arroz y sus usos en la posible regeneracion de suelos aridos o los ecosistemas
propensos a inundaciones, la produccidn y la aplicacion de cianobacterias esta todavia en

desarrollo. Sin embargo, las cianobacterias deben ser fuertemente consideradas como
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biofertilizantes soportando las practicas agricolas sustentables en diversos agroecosistemas
(Rai, 2006).

Proceso de infeccion de la asociacion leguminnosa-Rhizobium

El proceso de nodulacién es muy interesante y se ha estudiado mucho. El primer paso
es la produccion de una sustancia en la raiz que parece contener hormonas induciendo a los
pelos radicales a encorvarse tomando una forma retorcida. Es muy posible que en la
invaginacion y destruccion de la pared celular del pelo radical tomen parte enzimas
extracelulares producidas por las bacterias. Estas invaden el pelo radical y se mueven en el
interior de la corteza formando una estructura filamentosa que consiste de un material
mucilaginoso en el que va embebida la bacteria. Esta sustancia comprende una mezcla de
flavonoides modificados que provocan cambios en la actividad de las Rhizobium. Las células
corticales se dividen estimuladas por el filamento infeccioso y de estas divisiones se forman
células poliploides. Por lo general hay también algunas células tetraploides en la corteza de
cualquier raiz diploide normal. Las estructuras del nédulo se forman por divisiones repetidas
de las células diploides. Las bacterias que infectan a las células del nédulo aumentan mucho
en tamafio, en diversidad y en forma y cesan de dividirse. Las bacterias son liberadas en el
interior de las células corticales a través del extremo del hilo de infeccidon. Al liberarse,
quedan envueltas por la membrana plasmatica de la célula de la planta y se depositan en
forma compartimentada, dentro del citoplasma de las células corticales donde se transforman
en formas denominadas bacteroides, los cuales casi alcanzan a llenar las células infectadas. El
nédulo después crece por division de las células hospederas y llega a estar bien provisto de

tejido vascular (Urzda, 2005).

El Rhizobium es especifico para el género de leguminosa y se conocen 6 grupos
diferentes. Para que la nodulacion tenga éxito se necesita una fuerte inoculacion de la
bacteria. La nodulacion y la fijacién de nitrogeno son afectados por el estatus de la planta
respecto al elemento; es necesario que las plantas sean vigorosas, de ahi en adelante la
cantidad de nitrogeno fijado es inversamente proporcional a la cantidad de nitrogeno fijado
utilizable. Un nivel apropiado de carbohidratos, y por lo tanto la fotosintesis, se necesita

también para una fijacién efectiva del nitrogeno, ya que la energia para hacerlo se deriva de la
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respiracion de los carbohidratos. El nitrégeno fijado en los nédulos se convierte en
aminoacido rdpidamente, proceso que requiere esqueletos de carbono que proporciona la
actividad respiratoria. El nitrégeno orgénico se transfiere a la planta hospedera por el xilema,
en principio en forma de asparagina en las leguminosas o de citrulina en el aliso (Bidwell,
1993). Desde hace mucho tiempo se encontré que los nddulos efectivos contenian un
pigmento rojizo 1lamado leghemoglobina, que es similar a la hemoglobina de los mamiferos.
Este pigmento parece funcionar como un transportador de oxigeno en el proceso de fijacion
del nitrégeno en los nddulos. Probablemente es importante en el metabolismo oxidativo que
provee la energia necesaria para la fijacion de nitrégeno, pero también podria funcionar
protegiendo de los efectos del oxigeno atmosférico a la enzima fijadora de nitrogeno que es
sensible al oxigeno. Parece ser un factor ventajoso mas esencial para la actividad de los
nddulos. El amoniaco, derivado de la fijacion del nitrdgeno o procedente de alguna otra
fuente, entra al ciclo bioquimico reaccionando con el aminodcido glutamato, el cual es
catalizado por la glutaminosintetasa para dar lugar a otro aminodcido (la glutamina). (Torres
et al., 2001). En la Figura 10 se describe como se da el proceso de infeccion en una

leguminosa.
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Figura 10. Raices de la planta de chicharo (Pisum sativum) con nédulos fijadores de
nitrégeno de la bacteria Rhizobium (1zquierda). Los nédulos de la raiz se desarrollan como
resultado de la relacion simbidtica entre la bacteria rhizobial y los pelos radiculares de la
planta. (A) La bacteria reconoce los pelos de la raiz y comienza a dividirse, (B) la bacteria
mediante hilos o hifas infecciosas permiten la entrada a las células de las raices, (C) las cuales
se dividen hasta formar el nédulo. Imagen real que muestra los nédulos formados por la
bacteria en las raices (Derecha). http://www.britannica.com/EBchecked/topic-
art/416291/7/The-roots-of-an-Austrian-winter-pea-plant-with-nodules.
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La fijacion biolégica de nitrégeno por Rhizobium

El nitrégeno es un elemento esencial para los organismos vivos. Estd presente en las
proteinas y los aminoacidos. Aunque los cultivos también requieren fertilizarse con fosforo y
potasio, en el suelo la escasez principal es de nitrogeno. La fertilizacion nitrogenada implica
altos costos econdmicos para el agricultor, pero los efectos adversos mds serios de la
fertilizacion masiva en el mundo son ambientales: el deterioro de los suelos, la contaminacién
ambiental por la fabricacién de fertilizantes, asi como la contaminacién con nitratos de
mantos acuiferos superficiales y subterraneos. La abundancia de los compuestos nitrogenados
en el agua produce el fendmeno denominado eutrofizacién, que es el crecimiento anormal de
bacterias que utilizan estas ricas fuentes nutritivas. Con ello, agotan el oxigeno disuelto en el
agua y producen la muerte masiva de peces y otros organismos. Asimismo, el consumo de
agua con alto contenido de compuestos nitrogenados como nitratos y nitritos produce severos
dafios a la salud humana. Por otro lado, una fraccién importante del nitrogeno agregado como
fertilizante es convertido en 6xido nitroso por bacterias desnitrificantes. Este compuesto es un
gas con efecto invernadero 100 veces més potente que el diéxido de carbono y se constituye

como un contaminante clave para el calentamiento global (Peralta-Diaz, 2007).

Hay un inmenso reservorio de nitrégeno en la atmosfera, el cual constituye el 82% del
total gaseoso. Sin embargo, estd en una forma quimica tan estable, que es imposible que los
organismos como las plantas y los animales puedan asimilarlo. El nitrogeno presenta un ciclo
natural por el que a través de las transformaciones quimicas forma parte de la biosfera vy,
después de los ciclos vitales de los organismos, regresa a la atmosfera. Las leguminosas son
una de las familias de angiospermas mas extendidas en el planeta, con cerca de 11,000
especies, que incluye arboles, arbustos y plantas de gran importancia agrosilvicola; por
ejemplo, alfalfa, trébol, frijol, soya, chicharo, haba, lenteja y cacahuate. En condiciones
favorables, las leguminosas como haba y chicharo pueden obtener hasta el 90% de sus
requerimientos de nitrégeno mediante la fijacion simbidtica con Rhizobium leguminosarum,
mientras que la soya asociada a Bradyrhizobium japonicum puede obtener del 40 al 60%. El
frijol es uno de los cultivos con menor eficiencia de toma de nitrégeno (Lira-Saldivar et al.,
2007).
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La bacteria Rhizobium es un bacilo corto, algunas veces pleiomoérfico, da tincion
negativa de Gram, aerobio estricto, no forma esporas, mévil por flagelos peritricos o un solo
flagelo lateral. La familia Rhizobiacea es un género heterétrofo, comun en el suelo, su
temperatura ptima de crecimiento en condiciones artificiales es de 25°C y su pH 6ptimo es
de 5 a 8. La nomenclatura de las especies se dio originalmente por el tipo de leguminosa de
las cuales se aislé y refleja un perfil de especificidad por la planta hospedera. Un ejemplo de
esto se representa con la cepa CFN42 de Rhizobium etli, 1a cual fue aislada en Celaya, Gto.,
Meéxico, misma que fue caracterizada y nombrada con el nahuatl para frijol (et/) por la Dra.
Esperanza Martinez (Peralta-Diaz, 2007). El establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium
y la leguminosa para fijar el nitrégeno es un proceso complejo, donde la formacion de

nédulos se da en etapas sucesivas de interaccion entre los dos organismos (Peralta-Diaz,
2007).

Produccion de Rhizobium

Es posible realizar una produccion en el laboratorio del biofertilizante, para realizar
ello se emplea medio de peptona (0.5%), levadura (0.3%) y cloruro de calcio (7 mM), con
antibiotico (acido nalidixico a 20 microgramos por mL), con agitacién de 200 rpm a 30°C de
incubacion. Se prepara un preinoculante que se crece por dos dias y se inoculan matraces
Fehrback de 2 litros para hacerlo crecer otros dos dias. Las células se centrifugan y se lavan
con solucién salina (0.8%) para eliminar los restos del medio rico, ya que es inhibitorio de la
actividad simbidtica de Rhizobium. Las células se agregan al sustrato, que puede ser
vermiculita, perlita (agrolita) o turba (molida y neutra) o mezclas con diferentes proporciones

de estos materiales.

La caracteristica més importante que debe tener el sustrato es una alta capacidad de
proveer poros para la sobrevivencia de la bacteria. Empacada en bolsa de polietileno puede
permanecer viable por 4 meses a temperatura ambiente y por mas de medio afio en
refrigeracion. En liquido también es posible conservarla, a 4°C, por unas tres semanas. En una
escala mayor, como en reactores, se propagan a 30°C, para inyectar oxigeno con agitacion; el
medio puede ser definido de sales. Comlnmente se emplea el siguiente medio de cultivo

acido succinico 10 mM, cloruro de amonio 10 mM, fosfato basico de potasio 1.2 mM, sulfato
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de magnesio 0.8 mM, ;:loruro de calcio 1.5 mM, trazas de cloruro de hierro. En este caso,
después de propagarlo por tres dias no se requiere centrifugar y se puede envasar
directamente. La concentracién de bacterias debe ser del orden de 5x10® unidades formadoras
de colonias por gramo para asegurar la cantidad suficiente de bacterias por semilla. Los lotes
de biofertilizante deben ser evaluados con conteos bacterias viables, asi como para asegurar

una pureza razonable (Lira-Saldivar et al., 2007).

Efecto del pH en la simbiosis leguminosa-Rhizobium

En un estudio con Rhizobium leguminosarum biovar. Viciae el cual se produjo en el
cultivo puro se utilizé el medio definido M & W ajustando el pHa 5,6 y 7. A estos medios se
le afiadieron 50 y 100 mg L™ de imazetapir tanto en su formulacién técnica como comercial;
el crecimiento del microorganismo se determiné espectrofotométricamente a 680 nm. Con el
objetivo de estudiar la influencia del pH del medio en el efecto inhibidor de imazetapir
(herbicida) en la biosintesis de aminoécidos usados en el crecimiento de R. leguminosarum. El
crecimiento de R. leguminosarum evaluado con imazetapir en su formulacion técnica mostro
un comportamiento diferente con los pH utilizados. Con pH’s de 6 y 7 no se evidenci¢ efecto
inhibitorio alguno a las dosis de 50 y 100 mg L', sin embargo a pH 5 se observaron
inhibiciones del 45 y 70%, respectivamente, pudiendo asi difundirse (bacteria) con mayor
facilidad a través de las membranas celulares. A pH 5, la proporcion de imazetapir en forma
neutra fue mayor que a pH 6 6 7. Esto explica el efecto mayor observado a pH 5, lo cual no se
mostré a pH’s de 6 y 7. Estudios similares realizados con este herbicida en plantas, han
mostrado también un efecto inhibitorio mayor del herbicida cuando el pH del medio en que se
encuentra el producto era acido. El imazetapir es un herbicida que pertenece a la familia de las
imidazolinonas, con un amplio espectro de control de malezas y que se utiliza tanto en

preemergencia como en postemergencia de diversas leguminosas (Vitta ef al., 2005).

Otro factor importante en la penetracién de los herbicidas en las células es la
formulacién del producto utilizado. Se realiz un experimento similar al antes descrito; para
el producto técnico se emple6 la formulacién comercial del imazetapir, que ademas del
ingrediente activo contiene adyuvantes y surfactantes. Con la formulacién comercial, al igual

que con el producto técnico, no se observd inhibicion alguna en el crecimiento de R.
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leguminosarum a pH 6 y 7. Sin embargo, cuando el pH utilizado fue 5 mostr6 un 90% de
inhibicion, por lo que se experimentd el crecimiento del microorganismo a 50 mg L', no
habiéndose apreciado crecimiento alguno cuando la dosis utilizada fue de 100 mg L. Lo
anterior sugiere que existe un efecto diferencial a pH 5 dependiendo de la formulacion de
imazetapir utilizada, observandose mayor inhibicién del crecimiento de R. leguminosarum
con la formulacidén comercial. Este comportamiento diferente podria explicarse por una mejor
absorcion del herbicida en el microorganismo cuando se utiliza la formulacién comercial, o
bien como un efecto toxico de los coadyuvantes y surfactantes que forman parte de esta

formulacion (Urzua, 2005).

Otros beneficios y perspectivas con Rhizobium

Con el biofertilizante de Rhizobum etli se han presentado beneficios adicionales en el
frijol; por ejemplo, en general una mejor salud de la planta, mayor vigor, menos ataque de
plagas como mosquita blanca, menor tasa de picado de semilla por gorgojo y un ciclo vital
ligeramente mas corto. Estos efectos necesitan reconfirmarse y determinar su magnitud. El
biofertilizante se esta utilizado también con frijol como cultivo de cobertura asociado a
acacias nativas en ensayos de manejo integral sustentable, para obtener grano y lefia, en
Morelos, México. Adicionalmente, se ha experimentado con cultivos distintos al frijol y se
han observado también varios de los beneficios mencionados. Hay reportes publicados de que
Rhizobium puede beneficiar, no precisamente por fijacion de nitrégeno, a cultivos de
hortalizas como betabel y zanahoria, también se ha encontrado asociado a la rizésfera y
espacios intercelulares de maiz en la milpa tradicional. Se requiere realizar mas trabajo, no
s6lo en estos temas, sino también en la busqueda de sustratos de bajo costo disponibles
localmente, en producir biofertilizantes para otras leguminosas como alfalfa, soya, chicharo,
haba y lenteja con aislados efectivos de las regiones de cultivo, probar combinaciones de
organismos benéficos (Rhizobium-micortiza, Azospirillum-micorriza, Azospirillum-Rhizobium
u otros como Bacillus-Azospirillum) y sus efectos, asi como extender la vida util de las

presentaciones comerciales, etc. (Peralta-Diaz, 2007).

Debido a que las leguminosas en México forman parte fundamental de la dieta de sus

habitantes, a pesar de que un alto porciento de los suelos mexicanos son pobres en nutrientes
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esenciales como el nitrogeno, necesario para la sintesis de proteinas y clorofila, por ello se
requiere aplicar fertilizante nitrogenado. Las plantas solo lo absorben y asimilan nitrégeno
(N3) como amonio y/o nitratos, de ahi la necesidad de usar los fertilizantes quimicos, los que
aplicados iracionalmente, tienen un elevado costo, una accién desgastadora del suelo y
contaminan el ambiente. Lo anterior obliga a buscar alternativas de solucion que reduzcan su
uso, pero que mantengan el rendimiento del cultivo vegetal (Sanchez-Yafiez, 2008). Por lo
tanto, se considera que la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) es una de las alternativas
mas viables para recuperar N en el ecosistema, se ha estimado que 175 millones de

toneladas/afio se fijan biologicamente, del cual el 70% va al suelo (Carrera et al., 2004).

La FBN es una ventaja para las leguminosas ya que pueden tomar nitrogeno del aire a
través de la simbiosis con Rhizobium Esta es una manera de reducir la cantidad del N
derivado de fertilizantes al incrementar la proporcién de N; fijado via Rhizobium. Por eso se
asegura el maximo beneficio de la asociacion mediante el establecimiento de una bacteria que
retina cualidades de competencia y efectividad para fijar N en las raices de la leguminosa
(Peralta-Diaz, 2007). En los suelos agricolas la asociacion Rhizobium-leguminosa es la mas
importante fuente de N, pues se ha reportado que en las leguminosas noduladas, bajo
determinadas condiciones ambientales (suelos pobres en este elemento) pueden fijar hasta los
100 kg Ny/ha/afio (FAO, 1995). Este mecanismo provee la demanda del N para satisfacer las

necesidades nutricionales mas importantes de la planta.

RHIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO DE LAS
PLANTAS (RPCP) Y ANTAGONISTAS DE FITOPATOGENOS

La mayoria de las investigaciones realizadas en este ambito se han enfocado a la
precision de los mecanismos involucrados en el control bioldgico y relativamente poco en el
conocimiento relacionado con la promocién directa del crecimiento de las plantas. Esto ha
dado pauta para realizar estudios que consideran principalmente la densidad del indculo,
fisiologia de la cepa promotora, temperatura, propiedades del suelo, cultivo y genotipo de la
planta; el objetivo ha sido entender de manera clara los mecanismos de promocién del

crecimiento de las plantas inducido por cepas de RPCP, con el propdsito de aislar y
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seleccionar nuevas cepas que representen una fuente exitosa de inoculantes bioldgicos en la

agricultura, asi como en la elaboracion de productos comerciales (Delgadillo et al., 2001).

En afios recientes se ha caido en cierta controversia, ya que no se sabe hasta que punto
se puede considerar una rizobacteria como RPCP, por lo que se han establecido cuatro

caracteristicas que definen este grupo:

a) Que no requieran de la invasion de tejidos de las plantas, como ocurre en hongos
micorrizicos con la formacién de arbusculos o nédulos, que es el caso de Rhizobium.

b) Que tengan una densidad poblacional elevada en la rizosfera después de su
inoculacién, ya que una poblacion que declina rapidamente tiene una baja capacidad
competitiva con la microflora nativa del suelo.

¢) Que presenten capacidad de colonizacion efectiva en la superficie de la raiz y, como
consecuencia, puedan influir positivamente en el crecimiento de la planta.

d) Que no produzcan dafio en el hombre ni a otros microorganismos.

Cabe mencionar que en la actualidad el uso de microorganismos benéficos representa
s6lo el 1.4% (380 millones de ddlares) del mercado global para el control de plagas y
enfermedades. La bacteria mas usada es Bacillus thuringiensis. Una de las causas de su éxito
es su facilidad de formularse, a diferencia de los biofungicidas, donde el producto requiere del

manejo del microorganismo vivo para obtener el efecto benéfico (Delgadillo et al., 2001).

Mecanismos de accion de las RPCP

Los mecanismos de los promotores de crecimiento de la planta (PGP) pueden ser
directos o indirectos. Los mecanismos directos de los PGP conllevan a la secrecion de
reguladores de crecimiento como fitohormonas que se obtienen de la activacion de los
metabolitos de la raiz o del abastecimiento de los nutrientes derivados de las raices (Burdman
et al., 2000). Los mecanismos indirectos de los PGP ocurren cuando disminuyen los RPCP o
evitan los efectos deletéreos de los fitopatégenos a través de la produccion de compuestos
antimicrobiales, compitiendo por fierro y nutrientes en los sitios de colonizacion, por
mencionar algunos mecanismos (Whipps, 2001). Esto no quiere decir que una RPCP

pertenezca exclusivamente al primer o segundo grupo. Pueden también ser dotadas de ambas
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capacidades (Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2005). Estos modos diferentes de accion
pueden conducir a diferentes relaciones entre un inoculo y las comunidades microbiales en la
raiz. Ahora es posible comprender estas influencias mutuas, debido a la disponibilidad de

nuevos métodos analiticas y computacionales.

Segun Dos Santos (2005), los mecanismos del efecto de estas bacterias promotoras del
crecimiento no son bien comprendidos, sin embargo, se ha sugerido un amplio rango de

posibilidades que incluyen mecanismos directos e indirectos.
e Mecanismos directos:

Un efecto directo y quizas el mas importante es la produccion de fitohormonas (auxinas,
giberelinas, citocininas y etileno). Otros mecanismos que han sido bien documentados son:
solubilizacién del fésforo, disminucién de la concentracion de etileno, secuestro de hierro por

sider6foros y fijacion de nitrdégeno.
o Mecanismos indirectos:

Consiste en un aumento en la movilizacién de nutrientes solubles, seguido por el
mejoramiento de la absorcion de plantas, la produccion de antibidticos para hongos, bacterias
y virus. Los metabolitos pueden funcionar como determinantes antagdnicos, que involucran
aspectos de control bioldgico, suprimen o inhiben el crecimiento de los microorganismos
perjudiciales, via produccion de sideréforos, antibidticos, accion de enzimas liticas

(glucanasas, quitinasas) o induccién de mecanismos de resistencia.

Mecanismos Directos Mecanismos Indirectos
Solubilizacion del fésforo Produccion de antibidticos
Fijacion de nitrogeno Agotamiento de hierro en la rizosfera
Produccion de fitohormonas Sistema de resistencia inducida
Disminucion de la concentracién de etileno Sintesis de metabolismos antifungicos
Secuestro de hierro por sideréforos Produccién de enzimas que lisan pared
celular de los hongos
Competencia por sitios de la raiz

Cuadro 3. Mecanismos de accion directos e indirectos de las RPCP (Dos Santos, 2005).
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La conjuncién de ambos mecanismos de accion, como se observa en el Cuadro 3, ha
dado como resultado la promocién evidente del crecimiento en plantas; se ha observado un
incremento en la germinacion, la emergencia, el vigor y el peso de las pléntulas, un desarrollo
mayor de los sistemas radiculares y un incremento de hasta el 30% en el rendimiento de los
cultivos de interés comercial tales como papa, rabano, tomate, trigo y soya. Para que un
microorganismo antagénico se pueda utilizar en el desarrollo comercial de un biofungicida se

debe cumplir con los siguientes criterios (Dos Santos, 2005):

a) Eliminacién efectiva del patégeno antes de que cause un dafio econémico importante.

b) Consistencia de los resultados en condiciones de campo.

¢) Adaptacién a un sistema de manejo integrado para el control de plagas y
enfermedades.

d) Precio competitivo con otras medidas de combate.

e¢) Compatibilidad con otros tratamientos para el control con otras plagas o
enfermedades. -

f) Adaptacion al uso cotidiano de las practicas agricolas.

g) Inocuidad a otras especies, al hombre y al ambiente.

En el Cuadro 4 se presenta la manera en que esté distribuido el uso de las RPCP y para

cuales cultivos se han estado empleando en algunos paises de Latinoamérica (Castro-
Sowinski et al., 2007).
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Cuadro 4. Importancia social de las RPCP

Pais Especies de cultivo y Area Comentarios
bacteria inoculada (ha)
Argentina | Soya- Glicine max +10 millones | 65% del cultivo de soya
es inoculado, 15 millones
Bradyrhizobium .| de dosis inoculante
Japonicum
(1 dosis inoculante= 50
kg semillas)
Trigo- Triticum | 140,000 +3% del area sembrada
aestivum
200 000 dosis
Maiz- Zea mays
(1 dosis=140 kg de
Azospirillum brasilense semilla)
Con incremento
importante
Trigo +9000
Pseudomonas
Brasil Soya +13 millones |El 75% de la soya es
inoculado con 35
Bradyrhizobium millones de dosis
Japonicum inoculante.
Frijol- Phaseolus | 500,000 11% del frijol (4.5
vulgaris millones de ha) es
inoculado
Rhizobium tropici
Bolivia Soya 400 000 60% del cultivo de soya
es inoculado
Bradyrhizobium
Japonicum
Uruguay Soya 380 000 100% del cultivo de soya
es inoculado
Bradyrhizobium
Japonicum
Forrajes y hortalizas 600 000 15% con inoculante
liquido
Diferentes especies de
Rhizobia Inoculado con peat a base
de liquido
México Maiz 60 000 a 2006 predicho para 2007
Azospirillum brasilense | 350 000
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Ejemplos de rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas

A continuacién se mencionan algunas de las RPCP que mayor impacto han tenido en
la promocién del crecimiento y que se han venido utilizando como biofertilizantes a nivel
mundial: Azospirillium brasilense, A. amazonense, A. chroococcum, Bacillus licheniformis,
B.megaterium, B. polymyxa, B. pumilis, B. macerans, B. subtilis, Burkholderia cepacia, B.
graminis, Enterobacter agglomerans, E. cloacea, Kluyvera ascorbata, Pseudomonas
aeruginosa, P. aerofaciens, P. fluorescens, P. putida, Serratia marcescens y Streptomyces
griseoviridis (Glick, 1995). Dentro de este grupo el género Bacillus es de gran interés y ha
sido objeto de muchos estudios relacionados con la promocién de crecimiento de plantas,

debido a las ventajas que éstas ofrecen sobre otros géneros bacterianos.

Ensayos preliminares realizados con este género revelan que la aplicacion de cepas
de Bacillus subtilis a semillas de sorgo y frijol, tienen un efecto positivo y significativo sobre
el crecimiento de estas plantas, principalmente en el desarrollo de la raiz. En cuanto a la
variable longitud de raiz se observo que las plantas tratadas con estas cepas incrementaron el
30% mas su longitud que las no tratadas; al igual que con el peso fresco de la planta, se
observé un 411% mas peso fresco en comparacion con el testigo. Todo esto evidencia la
capacidad de estas RPCP, de estimular de manera sustentable el desarrollo de las plantas lo
cual repercute directamente en el rendimiento del cultivo, debido a un posible sinergismo
entre el hospedante y los simbiontes, lo que permitié una mejor absorcion de los elementos
esenciales como el N y el P (Chavez-Betancourt, 2005). El incremento del desarrollo de la
raiz se ha adjudicado al papel de las sustancias reguladoras de crecimiento como las auxinas y
la accion de la enzima ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) como fuente de
nitrégeno, y que al disminuir el ACC de la raiz, no se produce suficiente etileno para detener

el crecimiento de esta (Glick, 1995).

Influencia de las rizobacterias en el crecimiento de las plantas

La promocion del crecimiento en las plantas inoculadas con rizobacterias ocurre por
varios factores; uno de ellos es por la sintesis de ciertas sustancias reguladoras del

crecimiento, como giberelinas, citocininas y auxinas, las cuales estimulan la densidad y la
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longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las plantas, lo que
incrementa a su vez la capacidad de absorcién del agua y los nutrimentos y permite que las
plantas sean mds vigorosas, productivas y tolerantes en condiciones climaticas adversas, como
las heladas o las sequias. Otro factor importante por el cual las rizobacterias ayudan a las
plantas es que existen ciertas especies que las hacen nutrirse mejor; como por ejemplo, las
Pseudomonas sp., las cuales, al solubilizar algunos nutrimentos poco moviles del suelo, como
el fosforo, mejoran el ingreso de este macronutrimento hacia la planta, lo que se traduce en
una mayor cantidad de biomasa. Otras especies, como Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp.,
aumentan el aporte de nitrégeno, influyendo directamente en el crecimiento, desarrollo y
rendimiento de la planta. Recientes investigaciones demuestran que existen algunos
mecanismos indirectos que influyen en el crecimiento y el desarrollo de las plantas, como la
produccién de ciertos metabolitos que al funcionar como antagénicos de los microorganismos
perjudiciales, hacen que las plantas se desarrollen en un ambiente idéneo libre de patogenos y

tengan un mayor crecimiento y desarrollo (Lira-Saldivar et al., 2007).

La evaluaci6n del efecto promotor por accion de las cepas de RPCP, es medido por un
incremento en la magnitud de diferentes parametros biométricos, por ejemplo; peso seco del
follaje, raiz y fruto, area foliar, nimero de hojas, altura de la planta entre otros, observando
una germinacién répida de la semilla, mejor emergencia de la plantula, aceleracion en su
desarrollo e incremento en el rendimiento del cultivo (Cattelan et al., 1998). El mecanismo
que ha sido frecuentemente involucrado para explicar los efectos de las RPCP antes

mencionadas, es la produccion de fitohormonas.

La produccion de auxinas por parte de las rizobacterias promueve la diferenciacion del
tejido vascular, la divisién y elongacion celular, la elongacion de tallos y la raiz e iniciacion
de raices adventicias y laterales. En las plantas, la auxina més importante es el acido
indolacético (AIA), este se sintetiza a partir del triptofano en el meristemo apical y en las
hojas jovenes de donde se transporta a través del floema al resto de los tejidos vegetales. La
concentracién de auxina es critica para la respuesta fisiologica, ademas de los factores que
influyen en los niveles endégenos de las auxinas, como es la sintesis de novo, degradacion,
hidrélisis y formacién de conjugados, las auxinas secretadas por las cepas RPCP pueden

funcionar como fuente exégena para la planta. Es reconocido que cepas RPCP de los géneros
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Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter y Azospirillum, sintetizan AIA y su efecto

en la planta mimetiza los efectos de AIA exdgeno (Glick et al., 1999).

Las cepas de RPCP unidas a la superficie de la semilla o la raiz de una planta en
desarrollo y en respuesta al triptofano y otras moléculas pequefias de los exudados de la
semilla y/o raiz, las RPCP sintetizan y secretan AIA; determinada cantidad de AIA bacteriano
puede ser tomado por la planta. Este AIA junto con el AIA endégeno de la planta pueden
estimular la proliferacion y la elongacién celular, o inducir la actividad de la ACC sintasa
para convertir SAM a ACC; este ACC puede ser exudado de la semilla o raiz de la planta y
ser tomado por la bacteria y subsecuentemente ser hidrolizado por la enzima ACC deaminasa,
a amonio y a-cetobutirato. La disponibilidad y el rompimiento del ACC por la bacteria
promotora disminuyen la cantidad de ACC afuera de la planta, por lo que hay un incremento
en la cantidad del ACC que es exudado por la planta para mantener el equilibrio entre los
niveles de ACC interno y externo. Esto predice que la enzima ACC deaminasa disminuye la
cantidad de ACC. Dos consecuencias que resultan de la disminucién en los niveles de ACC
en la planta son una reduccién en la cantidad de etileno y la elongacién de la raiz. Sugiriendo
que la actividad de la ACC deaminasa es uno de los principales mecanismos que las RPCP

usan para tener un efecto fitoestimulatorio (Lira-Saldivar et al., 2007)

Se tiene evidencia de que algunas especies de Pseudomonas incrementan la absorcion
de nutrimentos, como N, P y K, ademas de servir para el biocontrol de los hongos
fitopatogenos y producir fitohormonas en la rizosfera, lo cual promueve mayor crecimiento de
las plantas. En general P. fluorescens puede promover el crecimiento de las plantas, via
produccion de sideréforos extracelulares que secuestran oxidos férricos para convertirlos en
formas disponibles para las raices, ademas incrementa el volumen radical (Peter e al., 1987).
Dichas bacterias se concentran en el rizoplano y varian la proporcion de acuerdo con los
cultivos, por ejemplo, Vlassack et al. (1992), al inocular P. fluorescens en el rizoplano del
platano, encontraron el 10.8% mas de poblacién que en rizoplano de arroz (4.35%), en
comparacién con las plantas sin inocular, respectivamente. Los compuestos inorgénicos
insolubles de fosforo [Cas(PO4)2] no estan totalmente disponibles para las plantas, pero €stos
pueden convertirse, por bacterias solubilizadoras de P, en fosfatos di y monobasicos, formas

asimilables para las raices de las plantas. Las principales especies activas en esta conversion
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pertenecen a los géneros: Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus 'y

Flavobacterium (Salih et al., 1989).

Factores que afectan la funcién y estructura de las comunidades bacterianas del
suelo

a) El estrés afecta la estructura de las comunidades microbianas del suelo.

Los efectos en la produccién facilmente se observan cuando se presenta una alteracion
prolongada del medio. Factores externos o intrinsecos aplicados a los suelos pueden ser
severos, como cuando el suelo se vuelve a contaminar con metales pesados o con
hidrocarburos aromaticos volatiles que disminuyen tanto la biomasa como la variedad de las
comunidades bacterianas (Yao et al., 2006). Tales presiones pueden impactar en la calidad y
la productividad del suelo y disminuir la estabilidad cuando se hace frente a un medio

ambiente fluctuante (Girvan et al., 2005).

Otro estrés severo como la deshidratacion, la salinidad y los cambios en la
temperatura, afectan la estructura de la poblacién microbiana. La exposicion a cambios con
condiciones severas durante una estacién seca o cambios de clima extremos alternan la
actividad microbiana en el suelo, desde una disminucion en el area foliar de Tamarix aphylla
en un desierto, hasta una cubierta foliar baja de roble en un ecosistema Mediterraneo (Shamir
y Steinberger, 2007). Otro ejemplo de cambios drasticos es cuando se presenta un aumento
del 70% en la concentracion del CO, atmosférico, lo cual conduce a un cambio en la
composicién de la comunidad bacteriana de Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, que afecta
la competitividad de la cepas en ecosistemas de pastos (Montealegre et al., 2000). Estos
ejemplos pueden ser vistos cuando el estrés ambiental es extremo. Aun que no se sabe aun si
conduce a alteraciones transitorias o permanentes en la estructura de la comunidad (Smalla ez

al., 2001).

b) Practicas agricolas y disturbios ecolégicos.

Las practicas agricolas pueden no parecer severas, pero si conducen a graves
alteraciones en los parametros del suelo que afectan la rizésfera. Los cambios fisicos en la
estructura del suelo después de la labranza (Lupwayi ef al., 1998), la rotacion de cultivos

(Alvey et al., 2003) y el riego con aguas residuales (Oved et al., 2001) han mostrado un efecto
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muy significativo sobre el suelo y la asociacion raiz-bacteria, por lo tanto, la rotacion de
cultivo incrementa la diversidad bacteriana en la rizdsfera. No obstante, pastizales perennes
sostienen mas diversidad de las bacterias del suelo que la rotacion de los cereales y la papa
(van Elsas et al., 2002). La labranza reduce la diversidad bacteriana, pero esta reduccion
puede ser mas alta en la mayor parte del suelo que en la rizésfera (Lupwayi et al., 1998). Una
respuesta similar es detectada cuando se aplican compostas al suelo (Inbar ef al., 2005).
Algunos estudios han reportado que el tipo del suelo puede afectar la estructura asociativa de
la comunidad microbiana con la raiz (Dalmastri et al., 1999), esto fue sefialado cuando se
experimentd con tres especies de plantas, las que presentaron diferentes comunidades
rizosféricas cuando se cultivaron en suelos con altos contenidos de arena y limo, pero estas
diferencias se redujeron en dos de las tres especies cuando se cultivaron en un suelo arcilloso
pesado (Marschner ef al., 2004). Tales efectos deberian por lo tanto ser considerados y no

descuidarse cuando las RPCP son aplicadas al suelo.

¢) Factores de la planta que afectan la asociacién bacteria-raiz.

Entre los factores de la planta que tienen mayor influencia sobre las comunidades
microbianas se incluyen: la edad fenolégica de la misma (Herschkovitz et al., 2005), la
especie vegetal o el genotipo (Dalmastri et al., 1999) y los exudados de las raices (Castro-
Sowinski ef al., 2002). Lo antes sefialado se puede observar entre las poblaciones asociadas
con la raiz, ya que algunas plantas pueden ser mas sensibles al cambio de los exudados

producidos durante el crecimiento de la panta (Herschkovitz ef al., 2005).

Los procesos bioldgicos en la rizésfera son fuertemente influenciados por los
exudados de las raices de las plantas, los cuales consisten basicamente de compuestos de
carbon organico facilmente degradables que atraen y simulan crecimiento microbiano (Lynch,
1990). Los aspectos mas sobresalientes de los efectos en la rizosfera son los cuantitativos,
como son el tamafio de la poblacién microbiana y el incremento de las actividades cerca de la
zona rizosférica (Curl y Truelove, 1986). Una observacion detallada de los componentes del
espacio en la raiz revelan que la distribucién de las poblaciones microbianas pueden ser
afectados por su localizacién en el sistema radicular (Marschner et al., 2004). Sin embargo, es

dificil distinguir quien produce o quien altera los exudados radiculares en la asociacion
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microorganismo-raiz. Por ejemplo, los flavonoides, tienen un papel destacado en las
interacciones rizobia-leguminosa, ya que se ha descrito que pueden contribuir como

formadores de la estructura de la comunidad microbiana en la rizésfera (Shaw et al., 2006).

En la mayoria de los suelos el tamafio de las poblaciones son importantes, pero en la
rizosfera la diversidad filogenética es mas restringida (Berg et al., 2005). Concentraciones
altas de fuentes facilmente asimilables (exudados) en la rizdsfera mantienen poblaciones
microbianas que son mas activas, también son mas densas pero menos diversas que las que
estan presentes en la mayoria de los suelos (Inbar et al., 2005). La diversidad es mas
disminuida en el rizoplano que en la interface suelo-planta (Herschkovitz et al 2005). Si bien,
la diversidad esta poco relacionada con los parametros fisicos del suelo (textura) eso tambicn
es considerado en la alteracion causada por la exudacion desde la raiz y puede

adicionalmente ser empleada para seleccionar los rasgos competentes en la rizosfera (Walker

et al., 2003).

Es evidente que las interacciones suceden en forma reciproca entre el suelo, la planta
y los microorganismos y que son muy complejas por lo que deben ser detalladamente
consideradas (Costa ef al., 2006). Sin embargo, estas interacciones complejas pueden lograr
efectos benéficos cuando se tienen datos disponibles sobre el efecto de las interacciones
tripartitas en las comunidades de la rizosfera. Por ejemplo, en un estudio realizado por Berg et
al., (2005, 2006), se observé que las rizobacterias provienen de un acontecimiento natural y
las comunidades fungicas antagonistas como Verticillium dahliae se incrementan en ciertas

especies de plantas y en determinados sitios de cultivo.

En resumen, datos actuales muestran que mientras la diversidad microbiana puede
parecer fragil, las relaciones causa-efecto ligadas a la estructura de la comunidad y al medio
ambiente, los pardmetros bioldgicos y agrotécnicos estan apenas emergiendo. Este
conocimiento puede ser muy importante cuando sean aplicados los inoculantes microbianos

en gran escala.

Efectos de la inoculacién con RPCP en bacterias residentes o nativas
Una pregunta obvia es: ;Que pasa con los microorganismos de la riz6sfera cuando una

RPCP es introducida en niveles o concentraciones altas en la rizésfera? No es de sorprenderse
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que la respuesta sea que eso depende de varios factores. Esto se puede explicar por la base
genética dentro y entre poblaciones nativas de RPCP. En relacién al origen suelo-planta-
medio ambiente de estos microorganismos, ciertos grupos pueden ser favorecidos, mientras
que otros pueden ser inhibidos, o bien puede suceder que la introduccién de RPCP pudiera no
afectar la estructura de la poblacidn, pero se puede aseverar que las RPCP conducen a un
aumento en el volumen de las raices en el suelo, esto se observd en maiz inoculado con

Azospirillum brasilense (Dobbelaere et al., 2003).

Se ha sefialado que 4. brasilense produce un efecto que resulta de los mecanismos
directos basados en la excrecion de fitohormonas. Mediante este método, ninguna poblacion
bacteriana es dominante ni especifica, lo cual se ha detectado por PCR y electroforesis
avanzada (DGGE), la cual es una técnica digital basada en la deteccion de polimorfismo en un
gen rotulador comun en las poblaciones deseadas, teniendo un primer grupo general o
especifico respectivamente, siendo afectado por la inoculacién de RPCP pero las plantas si
revelan un sistema radicular denso (Lerner et al., 2006). Las inoculaciones con RPCP pueden
afectar el medio ambiente, esto puede suceder debido a una alta densidad microbiana y a una
alta actividad metabélica (enzimatica), asi como a concentraciones altas de C, P y N en la
rizésfera (Johansen y Binnerup, 2002). Por otro lado, se puede presentar un desarrollo mayor
en el entorno del sistema radical, una alta cantidad de rizésfera en la masa del suelo y un suelo

mas activo, caracteristicas que se consideran positivas (Winding, 2004).

Una hipétesis légica es que indirectamente las RPCP actian como un compuesto
antibiético secretado por la bacteria alterando las comunidades rizobacterianas. Sin embargo,
la colonizacion de la rizosfera de varias plantas en un medio conteniendo el herbicida 2,4-
diacetilforoglucinol, fenazina u otro antibiético producido por Pseudomonas fluorescente solo
han tenido efectos temporales transitorios y espacialmente limitados en las rizobacterias o
poblaciones fingicas (Bakker ef al., 2002). Aun cuando los suelos han sido sistematicamente
replantados en experimentos ciclicos, los efectos reportados han sido poco relevantes (Blouin-
Bankhead et al., 2004). Si bien grandes fracciones de rizobacterias aisladas pueden ser
sensibles a la produccién in vitro de antibidticos por las RPCP, estas poblaciones casi nunca
son afectadas por la presencia de bacterias inoculadas in vivo, aun bajo condiciones

genobidticas (Johansen y Binnerup, 2002). El traslape entre nichos que corresponden a un
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inoculante y una bacteria residente parece estar limitada, aun con organismos residentes que
estan filogenéticamente emparentados con un inoculante. La separacion espacial y la
versatilidad de los nutrientes son ciertamente dimensiones importantes que contribuyen a esta

restriccion para el traslape (Castro-Sowinski et al., 2007).

No obstante, algunos estudios indican que ocurren mayores efectos residuales de
largo plazo por las RPCP productoras de antibi6ticos en bacterias residentes tal y como 2,4-
diacetilforoglucinol producido por Pseudomonas fluorescens F113Rif, ya que este compuesto
parece ser el causante de una reduccién en la diversidad rizobial (Walsh et al., 2003). Otros
estudios apuntan fuertemente a un cambio en la estructura de la comunidad de algunos grupos
especificos de bacterias. Por ejemplo, la produccién de trifolitoxin por Rhizobium etli que ha
causado reducciones fuertes en la proporcion de trifolitoxin sensible a la bacteria de la

Alfaproteobacteria (Robleto et al., 1998).

Mientras que los resultados de muchos estudios sugieren otros factores, tales como
los mencionados en las secciones previas, pueden ser méas determinantes las estructuras
exdgenas de comunidades rizobacterianas; la introduccién activa de RPCP en niveles altos,
esta aseveracion deberian ser considerada con algunas reservas como siguen: (1) muy pocos
estudios han sido conducidos a largo plazo en los que las RPCP estin sistematicamente
introducidas y medido sus efectos. (2) son escasos los resultados para explicar el mecanismo
responsable de los efectos promotores del crecimiento de las plantas in situ debido a la
introduccién de microorganismos. (3) la definicién de adjetivos como “transitorio” y
“limitado” es correcta, asi como la resolucion aplicada en el estudio de las RPCP y que es
aceptada por la sociedad cientifica. Ademas, tales efectos temporales o limitados en la
estructura de la comunidad rizosférica pueden todavia tener efectos funcionales no bien

conocidos (Castro-Sowinski et al., 2007).

Las rizobacterias como control natural de agentes patégenos

Las rizobacterias como las del género Pseudomonas sp., eliminan numerosos
fitopatogenos del suelo, tales como bacterias, hongos, nematodos y virus, mismos que pueden
llegar a reducir los rendimientos de los cultivos establecidos en tanto en invernadero como en

campo. Las rutas de control que estos organismos ejercen son a través de diversos
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mecanismos de defensa que involucran la produccion de compuestos bacterianos, como
sider6foros, acido cianhidrico (HCN) y antibidticos. Incluso se ha comprobado que las
rizobacterias inducen en algunos casos un sistema de resistencia en las plantas que hace que
puedan tolerar el ataque de diversos patdgenos del suelo al mismo tiempo. Algunos de los
compuestos que inducen al biocontrol de las enfermedades como el hierro que es un elemento
esencial para el crecimiento de la mayoria de los microorganismos que habitan en el suelo
debido a su funcién en la reaccién enzimatica de éxido-reduccion que utilizan para su
crecimiento y desarrollo, por lo que es importante para ellos contar siempre con fuentes -
constantes de este nutrimento. Algunas rizobacterias aplican cierta estrategia para tratar de
asimilar este elemento cuando se encuentran en el suelo en pequeiias cantidades: producen
una sustancia de bajo peso molecular afin al i6n hierro, denominado sideréforo, mismo que se
encarga de atraparlo, impidiendo que esté disponible para otros microorganismos que
carezcan del sistema de asimilacién, lo que asegura que sea el Unico capaz de utilizarlo,
ejerciendo asi el control bioldgico de enfermedades importantes, tales como Fusarium sp.,

Pythium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophtora sp. (Chavez-Betancourt et al., 2007).

Otro compuesto producido por estos microorganismos es el 4cido cianhidrico
(HCN), que tiene un papel muy importante en el control biolégico de los agentes patogenos
del suelo. Sin embargo, estas sustancias, producidas en grandes cantidades pueden alterar
considerablemente la actividad fisioldgica de la planta y llevarla a su muerte. En los ultimos
afios se ha demostrado que la produccién en pequefias cantidades de HCN por las
rizobacterias induce un sistema de resistencia en las plantas que las lleva a producir ciertos
metabolitos que las ayudan a tolerar directamente el ataque de algunos patogenos del suelo y
de las hojas; esto es lo que se ha denominado induccion de resistencia sistémica. Con relacién
a la produccion de antibiéticos, entre los casos mas comunes de rizobacterias productoras de
estas sustancias estan las Pseudomonas fluorescens y P. putida, las cuales tienen la capacidad
de sintetizar algunos compuestos que causan la muerte de aquellos microorganismos

(principalmente hongos) que entren en contacto con ellas (Montealegre, 2005).

Control biolégico con microorganismos

El control biolégico ha surgido en las Gltimas décadas como una alternativa para el

manejo de fitopatdgenos y principalmente ha sido orientado al control de patogenos

56



habitantes del suelo (rizosfera), ya que éste representa un habitat heterogéneo, en donde la
region del suelo en contacto con la raiz, es decir, la rizésfera, es un habitat rico en
nutrimentos, de tal manera que el 40% de los fotosintatos traslocados a la raiz son perdidos en
el suelo en forma de mucilago, células muertas, material de la pared celular y solutos
organicos, que incluyen azicares, acidos organicos, amino4cidos y compuestos fendlicos
(Lazarovits y Nowak, 1997). Todo esto implica procesos asociados con la competencia en la
rizésfera, en donde los microorganismos que ahf residen interactiian entre si y con las raices
de las plantas por vias que afectan su crecimiento y desarrollo. Estos procesos pueden ser

considerados como neutros, dafiinos o benéficos para el crecimiento de las plantas (Fenchel et
al., 2000).

Debido a lo antes sefialado la rizdsfera ofrece la primera linea de defensa contra el
ataque de los patégenos, por lo que se considera que los microorganismos que crecen alli son
excelentes para usarse en programas de control biolégico pues el amplio espectro de actividad
antagonica de varios microorganismos contra los patogenos de las plantas hace que estas
especies sean buenos candidatos (Podile y Prakash, 1996). El control bioldgico de las
enfermedades de plantas constituye una practica ampliamente difundida y sigue siendo objeto
de investigacién y desarrollo. Un concepto amplio de control biolégico incluye nociones
sobre las practicas de cultivo y resistencia a las enfermedades. Desde esta perspectiva se
acepta que el concepto de “control bioldgico™ es el control de los patégenos por uno o mas
organismos, logrado de forma natural o a través de la manipulacién del medio ambiente,
huésped o antagonistas, o por la introduccién masiva de uno o mas antagonistas. Por otra
parte, se encuentra el concepto clasico que se restringe a que el “control biologico es el uso
deliberado de un organismo para controlar a otro”. Sin embargo, y en relacion a este Gltimo
concepto, es necesario considerar que las interacciones de multiples variables presentes en el
medio ambiente pueden modificar las interacciones entre los microorganismos y su entorno,
muchas de las cuales pueden favorecer o impedir un control bioldgico efectivo (McSpadden-
Gardener, 2002). El uso de microorganismos antagonistas de patégenos requiere de estudios
previos que se inician con la seleccién de microorganismos potenciales controladores de
fitopatogenos, para continuar con la identificacién de los mecanismos que utilizan para ejercer

el control biolégico y posteriormente se pueda desarrollar una formulacién para producirse a

57



gran escala. Los procedimientos de aplicacion de los bioantagonistas también son

fundamentales para lograr los efectos de control deseados.

En México son muy pocas las investigaciones que se han realizado sobre el control
biologico de fitopatogenos mediante microorganismos antagonistas. La mayoria de estas
investigaciones han sido efectuadas en el laboratorio o invernadero y muy pocas en campo.
En la mayoria de los casos el modo de accion de los microorganismos con actividad de
biocontrol ha sido la produccién de metabolitos con actividad antibidtica, entre ellos, el
genero Bacillus, el cual es un promisorio candidato, ya que se caracteriza por sintetizar
péptidos con actividad antibacteriana y antifingica. Una de las alternativas es el uso de
bacterias como agentes de control biolégico dada la diversidad genética de Bacillus, tanto en
el suelo como en la rizésfera, los cuales se consideran como colonizadores eficaces (Kim ef
al., 1997). Uno de los usos de B. subtilis como agente de control biolégico es mediante el
tratamiento de semillas. Su efecto benéfico cuando se aplica junto a las semillas o en forma
individual no se debe exclusivamente al antagonismo con los patégenos, sino que influye
positivamente en la germinacion, desarrollo y rendimiento del cultivo debido a la produccion

de sustancias promotoras del crecimiento y al mejoramiento de la nutricién de las plantas.

a) Ventajasy desventajas del control biolégico

El empleo del control bioldgico ofrece ciertas ventajas en comparacién con la
aplicacién de productos quimicos. Los métodos de control biologico pueden ser empleados
como parte de los programas de manejo integrado para reducir el uso de agroquimicos, asi
como lograr una disminucién del dafio ambiental, mejorar la calidad del agua y aumentar la
seguridad de la salud publica. La aplicacion coordinada de agentes de biocontrol con
plaguicidas puede reducir las acciones deletéreas de microorganismos competitivos y puede
ademas aumentar la produccion de los cultivos, debido al posible efecto de los promotores de
crecimiento de los biocontroladores. Estudios con Brassica napus tratadas con bacterias
tolerantes a fungicidas combinadas con quimicos tradicionales aumentaron la emergencia de
plantulas en presencia de Rhizoctonia solani; esto puede ser debido al efecto de los aditivos

promotores del crecimiento y al control de la enfermedad (Zablotowiccz et al., 1992).
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Algunas medidas de control biolégico pueden prevenir dafios econdmicos a los
cultivos, a diferencia'de muchos plaguicidas, el biocontrol es especifico para ciertas plagas.
Con el uso de biocontroladores, otros organismos utiles, animales o personas no resultan
afectados, logrando que éstos representen un menor peligro en relacion con el impacto
ambiental y la calidad del agua. Sin embargo, también se presentan ciertas limitantes en el uso
del control bioldgico, ya que éste requiere de mayor investigacion. La propiedad de
especificidad del biocontrolador puede a su vez ser considerada como una desventaja, ya que

puede ser de utilidad restringida (Lark, 1999).

b) Agentes de control biolégico para los microorganismos fitopatégenos

Aunque los agentes microbioldgicos incluyen virtualmente todas las clases de
organismos (hongos, bacterias, nemétodos, protozoarios, virus, etc.) las bacterias y los hongos
son los que han sido utilizados principalmente para el control biolégico. Es importante
destacar que diversos trabajos han demostrado su efecto par eliminar de la enfermedad con
agentes antagdnicos contra hongos fitopatdgenos, sin embargo, son pocos los que logran ser
exitosos al ser transferidos del laboratorio al campo o a ambientes de post-cosecha y por lo

tanto, no pueden ser comercializados.

Un primer ejemplo de la comercializacion de una bacteria antagénica fue a principios
de la década de 1970 con Agrobacterium radiobacter K-84, la cual controla la agalla de la
corona producida por A. tumefaciens; otro ejemplo es el de Bacillus subtilis A-13 la cual fue
aislada del micelio de Sclerotium rolfsii, la que mostré una actividad inhibitoria en el
crecimiento de algunos fitopatégenos y promovié el crecimiento de muchas especies de
plantas; ademas, el uso de Trichoderma harzianum evidenci6 claramente el control de
Chondroestereum purpureum en la década de 1980; posteriormente se introdujo al mercado 7.
harzianum (Trichodex 25 WP) utilizado preferentemente para el control de Botrytis cinerea
(Montealegre, 2005).

Aproximadamente 20 géneros de bacterias han mostrado su potencial antagénico
contra muchos fitopatégenos, sin embargo, son pocas las cepas que han mostrado consistencia
bajo condiciones de campo; entre las cuales se destacan los siguientes microorganismo:

Agrobaterium radiobacter, Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces
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griseoviridis, Bacillus subtilis, Amelomyces quiqualis, Cyida oleophila, Coniothyxium
minitans, Fusarium oxysporum, Gliocadium virens, Gliocadium catenulatum, Phitebia
gigantea, Phythium oligyium y trichoderma harzianum entre otros; estos ya se encuentran en

el mercado en forma comercial para el biocontrol de patégenos de plantas (Fravel, 1999).

Cabe mencionar que esta lista es relativamente pequefia respecto a la cantidad de
otros productos de origen quimico, debido a que la capacidad antagénica in vitro no siempre
resulta facil de demostrar in vivo en el suelo, en donde las observaciones directas y el analisis
quimico se dificulta, dichas limitaciones deben considerarse cuando se extrapolen los
resultados obtenidos en el laboratorio hacia en medio ambiente; es por esto que para
considerar a un microorganismo como agente antagénico es vital que cumpla con los
siguientes criterios: presentar estabilidad genética; actuar efectivamente a bajas
concentraciones; no tener requerimientos nutricionales complejos; ser capaz de sobrevivir
bajo condiciones ambientales adversas; no producir dafio al hombre y a los organismos; ser
compatible con tratamientos fisicos y quimicos; no ser patégeno contra la planta; ser capaz de
crecer en un medio barato como fermentadores y ademas, permitir crear una formulacion que

pueda ser efectiva bajo condiciones de almacenamiento (Baker, 1987).

¢) Bacillus subtilis como agente de control bioléogico.

Una de las bacterias que mas han sido estudiadas debido a su capacidad para la
supresion de enfermedades en las plantas es el género Bacillus. Son considerados como
menos competentes en la rizosfera comparados con especies del género Pseudomonas y quiza
por esta razén muchas investigaciones proponen el desarrollo de agentes de control bioldgico
por introduccién en la rizésfera con especies de Pseudomonas (Kim et al., 1997). Sin
embargo, especies de Bacillus, como grupo, ofrece ciertas ventajas sobre cepas del género
Pseudomonas y otras bacterias gram negativas para la proteccion contra hongos patogenos de
raiz, debido a su capacidad de formar endosporas y a la actividad del amplio espectro de sus
antibi6ticos, otra caracteristica es que este grupo es capaz de utilizar una extensa cantidad de

compuestos organicos simples ademas de ser anaerdbicos facultativos (Clements ef al., 2002).

Uno de los mejores ejemplos conocidos, es la aplicacién de B. subtilis A13, el cual se

aislé en Australia hace 25 afios; fue seleccionada en base a su capacidad de inhibicion in vitro
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contra 9 patégenos y posteriormente mostrd su efecto promotor de crecimiento en diferentes
cultivos como maiz, cereales y zanahoria. Otro ejemplo es la cepa de B. subtilis GB103
conocida comercialmente como Kodiak, la cual controla la enfermedad conocida como
ahogamiento de cultivo de papa, esta funciona a través de lo que se llama “nicho de
ocupacion”. B. subtilis coloniza la raiz al ocupar un espacio fisico sobre esta, desplazando asi
a los patogenos. Este producto tiene la ventaja a diferencia de otros biofungicidas de perdurar
toda la vida de la planta, ya que es un organismo vivo que convive con la raiz, alimentandose

de los exudados de ésta.

Mecanismos de accion del control biolégico

Los mecanismos de accion por los cuales opera el control biolégico son importantes
conocerlos, ya que podrian explicar su justificacion para utilizarlo. Se proponen tres

mecanismos: competencia, parasitismos y antibiosis (Vifias et al., 2005).

e Competencia

La competencia entre los microorganismos por nutrientes esenciales, puede resultar

en el desplazamiento del patégeno; un ejemplo de esto es la presencia de sideréforos.

Sideréforo

Del griego: transportador de fierro, es un compuesto quelante de fierro secretado
por microorganismos. El ion fierro Fe** tiene muy poca solubilidad a pH neutro, por ende no
puede ser utilizado por los organismos. Los sideréforos disuelven estos iones a complejos de
Fe** que pueden ser asimilados por mecanismos de transporte activo. Muchos sideréforos son
péptidos no ribosomales. Visto de otra forma: bajo condiciones andxicas, el hierro esta
generalmente en el estado de oxidacion +2 (ferroso) y soluble. Sin embargo, bajo condiciones
6xicas, el hierro se encuentra generalmente en la valencia +3 (férrico), formando varios
minerales insolubles. Para obtener hierro de dichos minerales, las células producen
sideroforos acoplables al hierro para la unién y transporte hacia dentro de la célula. Gran parte
de los sideroforos consisten de derivados del 4cido hidroxamico, el cual actia muy fuerte

como quelante férrico. Otras estrategias para aumentar la solubilidad del hierro y su

61



aceptacion por parte de la célula son: la acidificacion del entorno (usado por las raices de las
plantas) o la reduccién extracelular del Fe’ a iones de Fe?* mas solubles. Ejemplos de
sideréforos producidos por bacterias y hongos son ferricromo (Ustilago sphaerogena),
Pseudomonadaceae  (Pseudomona  aeruginosa), enterobactina  (Escherichia  coli),
enterobactina y bacillibactina (Bacillus subtilis), ferrioxamina B (Streptomyces pilosus),
fusarinina C (Fusarium roseum), yersiniabactina (Yersinia pestis), vibriobactina (Vibrio
cholerae), azotobactina (4zotobacter vinelyii), pseudobactina (Pseudomonas B 10) y también

la bacteria eritrobactina (Saccharopolyspora erythraea)

(http://es.wikipedia.org/wiki/Sider%C3%B3foro).

Otro ejemplo de la competencia por nutrimentos es la de Botrytis cinerea 'y
Penicillium expansum los cuales son hongos de postcosecha tipicamente dependientes de los
nutrimentos, como los hongos necrotréficos sus esporas requieren de estas sustancias para
germinar y comenzar el crecimiento de las hifas antes de penetrar al sustrato. Estos
nutrimentos se encuentran en las heridas de las frutas, donde la competencia microbiana actua

inhibiendo el desarrollo de estos patogenos (Diaz de Villegas et al., 2002).

e Parasitismo.

Un segundo modo de accién del control biolégico lo constituye el parasitismo, el cual
opera por la accién de las enzimas extracelulares degradativas tales como quitinasas y
gluconasas. La actividad de la quitinasa, fue demostrada por la pérdida en la eficacia del
biocontrol por mutantes de Serratia marcecens, en las cuales el gen ChiA habia sido
inactivado; asi mismo, una recombinante de Escherichia coli expresé el gen ChiA de S.
marcescens, la cual demostro ser fue efectiva al disminuir la incidencia de las enfermedades

causadas por los hongos S. rolfsii y R. solani (Oppenhein y Chet, 1992).

o Antibiosis.

Este mecanismo de accidn esta involucrado con la eliminacion de las enfermedades de
las plantas. El papel que juegan los antibi6ticos es el de conferir una ventaja competitiva a los

microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos. El ejemplo mas
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conocido sin duda ha sido la produccion de penicilina por Penicillium notatum descubierta en
1929. Otro ejemplo es el de Trichoderma sp., un reconocido hongo antagonista del que se
conocen mas de 33 especies presentes en los mas diversos habitats. Trichoderma, actia

mediante diferentes mecanismos antagonizando contra muchos patégenos de plantas (Monte,
2001).

Uso de microorganismos antagonistas y promotores de crecimiento en la

solarizacion de suelos.

El uso de la solarizacién de suelos con acolchado de polietileno transparente se ha
venido utilizando en diversas regiones del mundo como parte de un sistema integral para los
manejos sustentable de enfermedades en cultivos horticolas. La efectividad a mediano y largo
plazo de la solarizacién mas microorganismos antagonistas y promotores del crecimiento de
las plantas ha sido demostrado por algunos autores como Steven et al., (2003), quienes
utilizaron la solarizacién y Trichoderma virens como agente de control biolégico para reducir
el dafio causado por el hongo Sclerotium rolfsii y el nematodo Meloidogyne incognita en el
cultivo de tomate. Estos autores encontraron que la integracion de solarizacion con T. virens
redujeron significativamente las poblaciones de los organismos dafiinos antes mencionados

durante mas de dos afios después de haber solarizado el suelo durante cuatro semanas.

Con la finalidad de encontrar agentes de biocontrol contra Verticillium dahliae en
solanaceas Tjamos et al., (2000), analizaron el efecto de bacterias antagonistas obtenidas de
las partes apicales de las raices de tomate que se sembraron en suelos previamente
solarizados. Cincuenta y tres de las 435 cepas bacterianas aisladas tuvieron un efecto
antagonista contra V. dahliae y otros patogenos del suelo. Una actividad significativa de
biocontrol fue demostrada bajo condiciones de invernadero con 18 aislados de los
microorganismos antagonistas identificados como Bacillus sp. También estos autores
demostraron que en suelos sembrados con papa muy infestados con Verticillium las semillas
de papa que se espolvorearon con una formulacién en polvo de Bacillus mostraron una clara
reduccion en el desarrollo de los sintomas causados por este hongo y ademas se incremento el

rendimiento de papa en 25% en comparacion con el testigo.
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El efecto de la solarizacion de pre-siembra mas la bacteria antagonista Pseudomonas
aureofaciens (BG33) fue estudiado bajo condiciones de campo con la finalidad de controlar el
nematodo de los duraznos por Nyczepirl et al (1998). Las bacterias antagonistas fueron
aplicadas a las zonas de las raices de los duraznos al momento de la plantacién y después de
que se habian solarizados las parcelas experimentales. Los autores reportan un efecto positivo
sinergista entre la solarizacién y el agente de biocontrol BG33, ya que se redujo

significativamente la poblacién de nematodos (Criconemella xenoplax).

La efectividad de la solarizacién y un producto bionematicida conteniendo esporas
liofilizadas de bacterias antagonistas (Bacillus firmus) fue evaluada en invernadero y campo
contra los nematodos agalladores Meloidogyne spp. y Pasteuria penetrans por Giannakou et
al (2007). El periodo de solarizacion aplicado fue de 15 a 30 dias y la dosis del bionematicida
fue 0.9 g*Kg,'1 de suelo, la cual fue aplicada justo antes de aplicar la pelicula de polietileno o
inmediatamente después de su remocién. Los resultados mostraron que la combinacion de la
solarizacién de suelos con el bionematicida mejoré notablemente el control de las poblaciones
de ambas especies de nematodos y produjeron resultados similares que los obtenidos con el

tratamiento quimico.
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II1. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO

La agricultura sustentable propone regresar a los antiguos modelos de cultivo,
mejorados con base cientifica, que durante mucho tiempo han demostrado ser menos
perjudiciales al ambiente y requieren menores insumos sintéticos. Entre los organismos
microbianos méas empleados y mejor estudiados como biofertilizantes encontramos a
Rhizobium (y sus géneros relacionados) y Azospirillum, entre las bacterias, y los hongos
micorricicos arbusculares como Glomus, entre otros. Rhizobium fija nitrégeno del aire y lo
transfiere a las leguminosas, con lo cual puede suplir la mayor parte de la demanda de
nitrégeno de las plantas. Azospirillum, un fijador de nitrégeno de vida libre, ademas produce
fitohormonas que promueven el crecimiento y expansion de las raices de un sinnimero de
plantas. Por otra parte, Glomus, una micorriza arbuscular, se asocia estrechamente con las
raices y solubiliza el f6sforo, haciéndolo asimilable por las plantas. De esta manera, estos tres
grupos de organismos forman un recurso biotecnolégico importante con ventajas claras para

los cultivos agricolas basados en un enfoque sustentable (Peralta-Diaz, 2007).

Una de las razones por las que el mercado de los agroquimicos sintéticos usados como
fertilizantes y plaguicidas que protegen los cultivos tradicionales haya quedado estatico, es la
adopcién y aceptacion creciente de productos modificados genéticamente (James, 2006).
Investigadores convencidos de la alternativa del uso de los microorganismos han creado
lineas de busqueda del conocimiento para poder hacer aiin més rentable y preciso el uso de
éstos. Actualmente se esta trabajando con modificaciones genéticas tanto en plantas (mayor
produccién de exudados) para poder mejorar la estructura de la poblacion microbiana en la
rizésfera como en los microorganismos con mayor produccién de antibidticos y aumentar el
crecimiento de las plantas, con el objetivo de que la simbiosis existente entre estos sea aun

mas exitosa (Castro-Sowinski et al., 2007).

Actualmente los productos quimicos naturales, sintéticos y semi-sintéticos han sido
usados extensivamente, tanto para el control de plagas y enfermedades en la agricultura, como
para el control de los vectores de enfermedades humanas, y sin duda seguiran siendo usados
por més décadas. En el 2006, las ventas globales de los agentes de control de plagas usados

para aplicarlos en cultivos fueron de $35,575 millones de dolares, mientras que la venta total
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de agroquimicos para la proteccion de los cultivos no parece crecer mas de $30,000 millones
de dolares, el mercado para los quimicos si seguird creciendo. Los bioplaguicidas,
principalmente los productos basados en Bacillus thuringiensis, representan un valor estimado
de mas de $700 millones de ddlares y también se espera que se siga incrementando, de aqui el
interés de explorar esta area de la agricultura sustentable y de crear oportunidades que sean

alternativas para un beneficio econémico y ecolégico (McDougall, 2007).
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IV. AREAS DE OPORTUNIDAD

Un componente esencial para mantener el equilibrio de los agrosistemas son los
microorganismos que habitan la rizésfera, tales como los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) que establecen una simbiosis mutualista con la mayoria de las plantas. Se ha
reportado que la inoculacién con HMA a especies de interés agricola, optimiza la nutricion y
el crecimiento de las plantas y les permite superar situaciones de estrés biético y abictico. Los
beneficios son mayores en suelos donde no existen poblaciones de HMA nativos, o han sido
eliminadas por el empleo de practicas agricolas desfavorables. Los HMA son altamente
compatibles con bacterias fijadoras de nitrégeno y con algunos fertilizantes quimicos como el
sulfato de amonio. Ademas, los sintomas de enfermedad por el ataque de patégenos se ven
atenuados. Los HMA constituyen entonces, una valiosa herramienta biotecnologica para el

desarrollo de la agricultura sustentable (Mena-Violante et al., 2007).

La rizosfera de las plantas es un complejo habitable donde la accién del desarrollo
radicular responde a medios combinados e interactuantes: principalmente a la residencia de
los microorganismos que estin intimamente relacionados con factores bi6ticos y abidticos del
suelo. La introduccién de una gran cantidad de bacterias exdgenas como inéculo afectan el
potencial del microorganismo residente, al igual, un inéculo puede ser afectado por estos
microorganismos. Tales interferencias pueden ser: incrementar o disminuir el efecto de las
RPCP efectivas, de alli la necesidad de estudiar la ecologia microbiana de la rizosfera

siguiendo las aplicaciones de RPCP (Dos Santos, 2005).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La utilizacion de los biofertilizantes en los sistemas productivos es una alternativa
viable y sumamente importante para lograr un desarrollo agricola ecolégicamente sustentable,
ya que permite una produccion a bajo costo, no contamina el ambiente y mantiene la
conservacion del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad. En la actualidad,
el uso de biofertilizantes, aplicados como inoculantes dentro de los sistemas de produccion
agricola, esta teniendo un gran auge, especialmente para lograr una mayor disponibilidad de
los nutrientes que permitan un rendimiento mayor de los cultivos, con la conservacion del

medio ambiente y una mayor tasa de retorno de la inversion.

Las RPCP son esenciales para la agricultura sustentable, ya que poseen grandes
virtudes, estimulan un mayor crecimiento radicular y de la planta, mayor absorcion de los
nutrientes y muchas de ellas tienen un efecto antagdnico contra microorganismos no deseados
en el suelo. Comprender las interacciones ecoldgicas es crucial para el verdadero uso de los
inoculantes, mas aun en el contexto de los microorganismos genéticamente modificados o de
los cultivos transgénicos. El conocimiento deberd ser garantia de una sustentabilidad de la
economia y el medio ambiente en donde deberan ser remplazados los contaminantes quimicos
por las RPCP y proveer efectos reproducibles en las parcelas afio tras afio. Afortunadamente,
el uso de RPCP hoy es un suceso sin precedentes que finalmente ha emergido para coadyuvar
en el fortalecimiento de una agricultura ecolégica o sustentable y de menor impacto

ambiental.

Es posible concluir que el uso de estos microorganismos antagonistas benéficos
combinados con la solarizacién con plastico transparente y de bajo calibre tienen un gran
potencial en la agricultura sustentable, ya que permiten un manejo agronomico de bajo
impacto ambiental para los cultivos, lo que conlleva a una buena calidad del producto final y a
un costo razonable para el agricultor. Lo antes sefialado indica que la agroplasticultura

también va encaminada a una agricultura ecologica y amigable con los ecosistemas.
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Esta por demés mencionar que es necesario ser parte de la agricultura sustentable, ya
que como se ha descrito en todo este documento, es sin duda alguna la alternativa para que los
ecosistemas puedan subsistir en afios futuros y poder hacer la vida humana mas soportable,
frente a diversos problemas como el calentamiento global y la crisis alimentaria que prevalece

en todo el mundo.

Los biofertilizantes con base a microorganismos rizosféricos se revelan como una
estrategia importante para lograr una agricultura ecoldgica y sustentable, ya que su empleo
permite disminuir insumos quimicos sintéticos y ademas reduce el impacto ambiental
desfavorable de los ultimos, permitiendo obtener ahorros econdémicos, incrementar
rendimientos, mejorar la salud general de las plantas y regenerar paulatinamente las

caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de los suelos.
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