TP N°6: Fijadores Simbidticos de N2
Objetivos:

» Reconocer aislamiento del género Rhizobium a partir de noédulos de
Leguminosas y comprobar su capacidad de nodulacion.

» Diferenciar caracteristicas macro y micromorfoldgias de los nédulos radicales de
leguminosas.

El nitrégeno se encuentra en la naturaleza fundamentalmente como gas (79% de la
atmosfera), pero a pesar de su gran abundancia, de poco les sirve a las plantas y
animales mientras permanezca en la atmdésfera, ya que son incapaces de fijarlo y
aprovecharlo. Existen microorganismos que son capaces de fijar ese nitrégeno
atmosférico y transformarlo en compuestos facilmente asimilables. El grupo de
bacterias al que se conoce colectivamente como rizobios inducen en las raices la
formacion de estructuras especializadas, los nddulos, dentro de los cuales el
nitrédgeno gaseoso se reduce a amonio. Las raices vegetales que presentan nédulos
fijadores de N2 en sus raices pertenecen a la gran familia de las Leguminosas, de
amplia distribucion mundial. Se estima que este proceso contribuye entre el 60-80%
de la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), y esta simbiosis aporta una parte
considerable del nitrgeno combinado en la tierra y permite a las leguminosas crecer
sin fertilizantes nitrogenados que ocasionan grandes problemas de contaminacion
y sin empobrecer los suelos. Seleccionar cepas autdctonas con alta capacidad de
competencia en lugar de introducir cepas que provienen de nédulos o suelos ajenos
al sitio en cuestion, ya que el Rhizobium autéctono, compite con las cepas
introducidas y da lugar a un menor rendimiento. El uso de estos rizobios autdéctonos
como biofertilizantes, constituiria una posible alternativa para el enriquecimiento de
los suelos con actividad agricola.

Mecanismo de Infeccion
Una de las simbiosis mas importantes es la que se da entre leguminosas y bacterias

de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium. E| establecimiento de la simbiosis es
un proceso complejo, donde las bacterias reducen N2 que es asimilado por las
leguminosas, las cuales reducen el C02 en azucares durante la fotosintesis y lo
transportan a la raiz donde los bacteroides de Rhizobium lo usan como fuente de
energia.

La infeccion de las raices con una cepa adecuada de la bacteria (hay especificidad
de huésped) conduce a la formacién de nddulos radicales que tienen distinta forma
segun la planta hospedadora. Los Rizobios especificos entran en la raiz por el
extremo de los pelos absorbentes que se retuercen en forma de baculo. Se forma
en el pelo uno o varios tubos de infeccion dentro de los cuales los rizobios se hallan
dispuestos en fila. El tubo de infeccion penetra en las células del cértex de la raiz.



Algunas células de la raiz se dividen activamente produciendo un meristema. Los
rizobios contenidos en el tubo de infeccion son liberados en el citoplasma de estas
células meristematicas donde adquieren una forma distinta al rizobio de vida libre y
se los llama bacteroides. Estos son capaces de fijar el nitrégeno molecular. En los
nodulos la presion parcial de oxigeno es muy baja, si se eleva la enzima nitrogenasa
quedaria inhibida y no se produciria la fijacion. Sin embargo, el ndédulo consume
oxigeno provisto por la leghemoglobina que es codificada por un gen de la
leguminosa, esta proteina se localiza en el nédulo. Es una molécula transportadora
de O2 que contiene grupo hemo y da a los nédulos color rojizo.
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Figuras 1: Proceso de diferenciacion en bacteroides. Desde la bacteria de vida libre
(a) hasta el bacteroide funcional (d) a la izquierda. Bacteroides en preparado a la
derecha.

Nodulacién de leguminosas
Nédulos efectivos

¢+ pocos Y situados sobre todo en la raiz primaria

% voluminosos, con superficie lisa o rugosa

+ actividad meristematica y nodular prolongada

% infeccion generalizada, zona bacteriana grande con muchos bacteroides
¢ interior pigmentado de rojo por la leghemoglobina.

Nodulos inefectivos

“* numerosos Y repartidos en todo el sistema radicular

“ pequefios con superficie lisa

+ actividad meristematica y nodular corta

¢+ pocas células infectadas, pocos o sin bacteroides y granulos de almidén



+¢ interior no coloreado de rojo.

Figura 2: Nodulos efectivo

Inoculante para leguminosas

La inoculacion artificial resulta imprescindible cuando se introducen nuevas
leguminosas, sobre todo si son hospedadores de alta especificidad o cuando la
deficiencia en nitrégeno limita el desarrollo vegetal. El método y las condiciones de
inoculacion deben permitir la supervivencia de los rizobios, ademas la semilla
inoculada debe poseer la especie de rizobio adecuada y en numero suficiente. Las
condiciones del suelo proximo a la semilla deben favorecer la colonizacién de la
rizésfera por la bacteria para lograr la formacion de los nédulos y su funcionamiento
efectivo.

Las cepas usadas en los inoculantes deben ser cuidadosamente seleccionadas y
mantenidas, y probarse anualmente para minimizar la posibilidad de cambio en las
propiedades simbidticas. La eficiencia de la fijacién se evalua por el numero de
nodulos, la masa nodular, el peso seco de la planta y el contenido de nitrégeno de
la parte aérea. Son bacterias eficaces las que, por intermedio de los nddulos
radicales, aportan nitrégeno reducido a la planta hospedadora produciendo un
aumento de peso de la misma.

Examen de nédulos

Se toma un nédulo de la raiz de una leguminosa, se mide y dibuja su forma. Se lo
corta a la mitad y se observa el color. Si la fijacién de nitrégeno era efectiva se lo
vera rosado o rojo, a veces pardo.

Observacion de bacteroides

Se aplasta un nédulo limpio entre dos portaobjetos. Se extiende el material interno
mezclado con una gota de agua, haciendo movimientos circulares con el asa. Se



seca cerca de una llama y se fija pasando tres veces el portaobjetos por dentro de
la llama.

Luego se coloca el portaobjetos sobre un soporte colocado en una bandeja o la
pileta. Se cubre con la solucién colorante (fucsina basica 1 g, fenol 5 g, agua
destilada 100 mL). Luego de un minuto se lava con agua. Se seca cerca de una
llama. Finalmente se coloca una gota de aceite de inmersion, apoyando un
cubreobjetos y sobre éste poner otra gota de ese aceite. Se observa al microscopio
los bacteroides coloreados.

Aislamiento de rizobios de nédulos radicales

Se lava la raiz para quitar el suelo. Se eligen los ndédulos de mayor tamafrio,
separandolos y colocandolos en un tubo. Se lava agitando con fuerza para eliminar
los residuos. Se pone los noddulos durante 30 segundos en etanol 95% y luego se
sumerge en lavandina concentrada diluida al 1/10 durante 3 a 6 minutos. Se lava
tres o cuatro veces, agitando enérgicamente, en tubos de agua estéril. Para
transferir los nédulos de un recipiente a otro se usa una pinza desinfectada.

Se toma un nddulo y se coloca entre dos portaobjetos desinfectados. Se aplasta y
toma el material del nédulo con el asa para hacer estrias sobre la placa del medio
de cultivo especifico. Incubando a 25-30°C.

Inoculante

Una vez aislado se siembra en matraces con 50 mL de medio de cultivo con la cepa
aislada de nédulos.
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