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l. INTRODGCCION 

La creciente población a nivel mundial, ha determinado que 

la necesidad por obtener alimentos aumente, conduciendo a 

la intensificación de la agricultura, del pastoreo, al uso 

excesivo de agroquímicoa y a la tala de bosques con el 

consecuente deterioro ambiental, 

La fijación biológica de nitrógeno es un proceso natural 

de gran importancia, debido a que asegura la transforma

ción del nitrógeno a formas útiles y cuya potencializa

ción permite 11Bntener la fertilidad del suelo y disminuir 

el uso de fertilizantes químicos nitrogenados sin detri

mento de la producción agrícola, 

Este proceso ea llevado a cabo por microorganismos pro

cariotea, algunos de ellos fijan el nitrógeno atmosf~rico 

en vida libre en el suelo o el agua, otros necesitan vivir 

en simbiosis ~on diversos vegetales. Estos ll.ltimos aW! 

cuando son menos numeroso• han recibido particular atención 

debido a que au efecto se manifiesta directamente en el 

mayor desarrollo del vegetal con el que están asociados. 

De este modo existe informac16n abundante respecto a 

las características de laa bacteria• siabidticas fijadoras 

de nitrógeno, así como de los hoopederoe específicos con 

los que se asocian; a loa mecanioaoe mediante loa que se 
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establece la simbiosis, a las características de la aaoci! 

ción, a la distribución de los diversos sistemas simbió

ticos Y. al efecto de estas asociaciones sobre el entorno 

ecológico. Bstablecilndoae claramente que la inoculación 

de cepas seleccionadas de Rhizobiµ¡p favorece la producción 

de granos de leguminosas; que la utilización como abono 

verde de ~atos y otros sistemas simbióticos permite man

tener en el suelo niveles adecuados de nitrógeno en forma 

de amoníaco y nitratos asegurando el buen desarrollo de 

otros cultives de interés agrícola que carecen de las 

características para asociarse con bacterias fijadoras de 

nitrógeno. 

As! mismo se sabe que el abono verde en suelos empobrecidos 

favorece la aparición de otras especies vegetales que 

aseguran la reconstrucción de la capa de humus y la 

acumulación de elementos nutritivos. 

Otro sistema simbiótico fijador de nitrógeno corresponde 

al integrado por actinomycetoe y diversos arbustos y 

árboles llamadas plantee actinorr!cicae, las que están 

siendo utilizadas en programas de reforestación para 

proteger a los suelos de la erosión y restaurar el ambiente 

degradado. 

Lo anterior indica la importancia de la asociación de ve-
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getales con microorganiemos fijadores de nitrógeno y el 

potencial que tiene el uso de eetas asociacionee en la 

solución de problemae tales como la productividad agrícola, 

el mantenimiento y recuperación de la fertilidad del suelo 

y la proteccidn y regeneracidn de euelos erosionados. Con

siderando estos nspectoa y de manera particular la im

portancia de las plantas actinorrfcicas en la recuperación 

de suelos erosionados y de que en Mdxico se reporta la 

pdrdida anual de 400 000 hectáreas de bosques y el aumento 

de superficies erosionadas, el presente trabajo tiene como 

objeto recopilar la información reciente acerca de las 

características de las plantas actinorr!cicae, metodología 

sobre el aislamiento, caracterización, propagación e 

inoculación del microsimbionte y distribución de vegetales 

que estableoen simbioeis con actonomycetos a fin de contri 

buir al uso de esta simbiosis que puede repercutir 

favorablemente en los programas nacionales de reforestación, 

recuperación y conservacidn de suelos. 
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2. RBVISION BI3LIOGRAFICA 

2.1. Importancia de la fijación biológica del nitrógeno y 

de loe i:Ucroorganismoe fijadores de nitrógeno, 

El nitrógeno en el aire es el elemento más ebtu'ldanteª 

Desp·~es del carbono, hidrógeno y oxigeno, el nitrógeno es 

el elemento máe abundante en los organiemos vivos , 

encontrándose formando parte de compuestos tan importantes 

como proteínas, ácidos nucldicos 1 algunos reguladores del 

crecimiento de las plantee, en vitaminas y porfirinas. El 

nitrógeno es importante en los seres vivos ya que intervi_! 

ne en todas las reacciones bioquímicas. 

Las plantee pera sobrevivir necesiten continuamente abast_! 

cerse de nitrógeno, de hecho en todas las áreas cultivadaa, 

si hay suficiente agua y energía soler, la productividad 

de eetoe suelos está determinada por la disponibilidad de 

nitrógeno inorgánico en el suelo. Sin embargo, encontrándose 

un 80% de nitrógeno en la atmósfera cubriendo los vegetales 

estos no pueden usarlo para su metabolismo. Esto se debe 

a que el nitrógeno ea uno de loe elementos más inertes, 

requiriendo 222Kcal, Temperaturas y presiones altas para 

poder reaccionar. Sin embargo nitrógeno fijo o combinado 

puede llegar al suelo de dos formas. Una es sin la partic1 

paci6n de organismos vivos, por ejemplo: formación de 



5 

óxidos de nitrógeno por medio de descargas eléctricas y 

re~ámpago~ y la otra eo por mediación de oicroorganiemos 

del suelo, los cuales fijan nitrógeno. 

los elementos uáa abundantes en los seres vivos (C,H 1 0 y N) 

están sujetos n ciclos. El' ciclo del nitrógeno es la ra

circulación del nitrógeno desde su forma molecular como 

elemento libre pasando a travéo de los organismos vivos. 

Se inicia cuando el nitrógeno atmosférico ee fijado por 

algunos microorganismos, relámpagos y descargas electricas, 

siendo llevado hasta nitrógeno inorgánico reducido (NH4 ) , 

en el suelo éste puede ser oxidado por loa microorgru1iamoe 

del suelo hasta nitrógeno. El nitrato absorbido por las 

plantas es reducido hasta amonio e incorporado en algunos 

aminoácidos y en otros compuestos nitrogenados, datos son 

ingeridos por loe animales, quienes los degradan para 

incorporarlos a sua propios componentes nitrogenados. El 

nitrógeno pasa as! de Wl animal a otro regresando al suelo 

cuando el animal muera o excreta sus productos de desecho, 

loe microorganismos del suelo aprovechan estos compuestos 

para sus propias necesidades y ae! el nitrógeno puede ser 

convertido de nuevo en e.monio o nitratos que podrán ser 

asimilados por la planta. Finalmente hay microorganismos 

que convierten al nitrato en nitrógeno molecular regreaan

dolo a la atmósfera para cerrar el ciclo. 
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fig, ·1,- Ciclo del nitrdgeno 

·----'5 __ _ 
proteína.e 

7 

l. de ni trificacidn 
2. fije.cidn de nitrdgeno 
3, nitrifice.cidn 
4, reduccidn e.eimile.torie. 
5, e.monifice.cidn 
6. e.eimile.cidn 
7, e.eimile.cidn 
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En este trebejo nos ení'ocrunos e la incorporación de nitró

geno atmosférico el suelo mediante un proceso biológico 

llamado fijación de nitrógeno, que ea el proceso me

diante el cual se transforma el nitrógeno del aire en ni 

tr6geno combinado, compenaando as! la pérJida por denitri

ficación, esta fijación es llevada a cabo por microorgani~ 

moa procsriotes (bacterias, actinomycetoa y cianoficeaa), 

algunos de ellos fijan nitrógeno estando en vide libre en 

el suelo o el agua y otros necesitan vivir en simbiosis con 

una plante. Estos organismos procariotes fijadores de ni 

trdgeno abarcan una gran variedad de formas metabólicas 

pudiendo ser anaerobios estrictos, aerobios estrictos, eu

tdtrofos, quimioeutdtrofoa, heter6trofos o fotoeintéticos. 

(2) 

fig. 2.- Sistemas biológicos que fijan nitrógeno 

b'.icroorgenismo Hospedero Estructura especializada 

~.~ Hongos 

~~ ~ 

Azotobecter naapali, 
Azospirillum pastos tropicales 

Rhizobium leguminosas 

Diferentes especies 
no leguminosas 

ncldulos de re!z 

nclduloa de raiz 



Cdlu1ae 
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Aerobias j
~ muecoru.m, Ane.bsena cilíndrica 
Beijerinckia indica 
Uicobacteriwn ~ 
Snirulina, Azotobacter Yi~ 

.Pacul tativoe { Klebeiella pnewnoniae 
Citrobacter freundil 

¡ Rhodoepirillum oorn 
Anaerobios CloetridiUJJ! uasteurianum 

Chromatiu.m ~ 

Betoe mioroorganismoe llevan a cabo la fijación de nitró

geno reactivando la molécula de nitrógeno a temperaturas y 

presiones ordinarias, pero tembien lo hacen en el e.gua 

o en una atmdsfera de oxígeno. El catalizador bioldgico o 

enzima reeponeable de eete proceso ea la nitrogenaea que 

cataliza la reduccidn de una variedad de sustratos con le 

hidrdlieie concomitante de ATP. 

La fijacidn de nitrdgeno atmoef,rico ee de vital importan

cia para lae plantas, loe micrcorganiemoe fijadores de 

nitrógeno contribuyen con l50xlo6 toneladas de nitrdgeno 

al al'lo, por lo que eete proceso ha despertado un interés 

muy grande debido a la importancia agrcndmica y económica 

que representa. De lee organismos fijadores de nitrógeno, 

han recibido particular atención aquellos que ee encuentran 
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en asociación con organismos superiores debido e la reper

cusJ ón que tienen en la productividad agrícola, en le re

generación de la fertilidad. 

Debido e la necesi.ded de abestecillliento de alimento a la 

población, la productividad ~ícola representa un 

problema grave eepecialmer1te en sueloe pobres. 

Para obtener rendimientos agrícolas adecuados es necesario 

mantener un nivel apropiado de elementos minerales en el 

suelo, loe cueles ee agotan repidamente d&bido a las 

siembras sucesivas por lo que es necesario fertilizar y 

abonar estos suelos, pero debido al alto costo de loe fer

tilizantes químicos se tienen que buscar otras eoluoionse. 

Una alternativa que se considera además como más convenieE 

te ea la utilización de vegetales que ee asocian con micr~ 

organismos fijadores de nitrógeno. Normalmente se usan 

leguminosas y el efecto 

formas: aumentando el 

de la fijación repercute en dos 

rendimiento del grano (frijol, 

soya, haba, cbicberos) y el contenido de nitrógeno en 

hojas, tallos y raíces, 11&terial que al eer enterrado como 

residuo agrícola o abono verde es transformado a amoniaco 

y nitratos, asegurando de este modo un abastecimiento 

adecuado de nitrógeno para atrae plantas oultivablea qua· 

no tienen la posibilidad de asociarse con microorganismos 
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fijadores de nitrógeno y que de otro modo requieren de 

la adición de fertilizantes, 

Bl agotamiento de los suelos provocado por la inteneifica

cidn de la agricultura y el pastoreo, se agrava máe con la 

erosión, Sin embargo ee puede regenerarla fertilidad de 

loe suelos empobrecidos y fijar loe suelos eroeionadoe, 

Para el caso de loe suelos eroeionadoe loe vegetales 

empleados para fijar dunas o pendientes deenudae eon 

'1-bolee y arbustos loe que con eu poderosa red radical 

retienen el suelo, Estos árboles y arbustos pertenecen a la 

familia de las legum.inoeae como las acacias que ee asocian 

con Rhizobium, o forman parte de otras familias diferentes 

a las leguminosas como Adolpbia infesta, Alnus acerminata, 

Casuarina y ~:yrica que ee asocian con actinomycetoe del 

gt!nero ~ dando lugar a la formación de nódulos en 

las ra!cee por lo que ee lee llama plantas acUnorr!cicae, 

Betas plantas además de retener o fijar el suelo contri

bu.ren a la fertilidad del miemo al enriquecerlo con el 

nitrdgeno fijado por lae bacterias e incorporado al vege

tal, por lo que al caer al suelo las bojas e incorporarse 

al mismo ra!cee y ndduloe muertos son transformados lib! 

rendo nitrdgeno asimilable para otros microorganismos y 

vegetales ( 2 ) 
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2,2. Importe.neis de la asogiación ~-vegetales arb~eoe 

no leguminosos. 

La superficie de la raíz de la planta es conocida por eeter 

en contacto con varios microorge.niemoe colonizadores de la 

rizosfera, uno de estoe microorganismos, el actinomyceto 

Frankia, penetra, infecta y nodula para fijar nitrógeno en 

aimbiosie con numerosas plantas a las que ee lee 

como actinorrÍcicae ( 19 ) 

conoce 

De las plantas actinorr!cicas, los aliaos (~.!JlE) en 

paises templados y los filados (Casuarina) en loe paises 

tropicales eon probablemente las mejor conooidae. La cantl 

dad de nitrógeno fijado mediante eetos sistemae varia desde 

varias decenas hasta cientos de kilogramos por hectifrea al 

afio. El nitrógeno fijado por las plantas actinorr!cicae ee 

incorporado al ecoeietema como nitrógeno combinado por tree 

caminos: l) materia orgll.nica de partee aireas de la plante 

principalmente por hojas, las que eon descompuestas y el 

nitrógeno ee mineralizado, 2) materia orgánica del eistema 

de raíz que es descompuesto bajo el suelo y 3) entrada de 

nitrógeno al euelo en forma de eJCUdaioe de ra!z, s1en4o la 

materia orgánica ª'rea la más rica en nitrógeno. ( 7 ) 

Lae plantas aotinorrÍcicae tienen importancia eooldgica 1 

económica porque muchas especies pueden coloniEar eueloe 

alterados o pobres de nitrógeno 1 participar en la estabi-
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lizacidn y restauracidn de tales suelos ( 13 ) y porque 

tienen múltiples usos: ejemplo: Casuarina eouisetifolia 

que ea uno de los árboles combustibles mas usados por el 

hombre en los trdpicos, Debido a la existencia e importan

cia potencial de las plantas actinorrícicas y en especial 

de la Casuarina en la agricultura tropical y reforestacidn 

se han hecho esfuerzos en afias recientes para aislar y 

cultivar cepas de ~ de nddulos de raíces de diferen

tes géneros y especies de plantas actinorrícicas ( 37 ) 

La utilización de estas especles·pars propósitos relacion~ 

dos a la reforestación han sido el tema de investigación 

y discusión durante esta década. Es común que loa proyectos 

con plantas actinorrícicas se consideren usos como combus

tible de madera o madera de construcción, para plantación 

de biomasa, para control de erosión y como intercultivos 

con especies de reforestacidn. 

Las plantas actinorricicas arbustivas y arborescentes podrJ. 

an tener múltiples ueoe en agronomía y en el campo forestal 

tropical. Pueden ser cultivadas en monocultivos o mezcladas 

con otro e árboles no fijadoi·ea de nitrógeno; en este caso 

contribuirían e le nutrición nitrogenada de éstos últimos. 

Lee especies arborescentes como Cesuarina, y en especial 

Q• eguisetifolia, ye son empleadas en numerosos paises 

tropicales como cortavientos, para fijar las dunas móviles 
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y para pro~eger a los cultivos de la invasión de arena. A 

lo largo de lo costa de China meridional se han plantado 

desde 1954 más de un millón de hectáreas de Casuerina para 

formar un cinturón de protección de 3000 Km de largo por 

500 m a 5&'.m de ancho. Igualmente se ha recurrido a~

.!!!'; para proteger a la Ciudad de i:éxico contra loe vientos 

carg&dos de polvo procedentes del lago de Texcocc. ( 2 ) 

2.3. Características de!!:_~ 

2.3.1. Yorfologia 

~ es una bacteria Gram positiva, filamentosa que 

crece radialmente como loa microhongosi de aqui el nombre 

de actinomycetos que se da a este grupo bacteriano al que 

pertenece (actinos, radio y mycee, hongo). Beta bacteria 

penetra a las ra!ces de diversos vegetales e induce la 

formación de nódulos por lo que los hospederos son design~ 

do~ como planta~ actinorricicas (nctino, por actinomycetos 

y rhizos, raiz ). ( 2) 

En los nódulos, los actinomycetos fijan nitrógeno ( 32 ). 

Experimentos de campo y laboratorio muestran que el end6-

fi to~ puede sobrevivir por largos periodos en algu

nos suelos, que la deotrucción natural de loa nódulos da 

lugar a la liberación del endófito y se considera que ~ato 
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contribuye a mantener la deneidad de poblaci6n de ~ 

en el euelo. ( 34 ) 

Bl primer cultivo in vitro de~ lo realiz6 el grupo 

de J. Torrey en 1978 en la Univereidad de Harvard, Betadoe 

Unidos; aielándolo a partir de Comptonia perel\!ina planta 

que coloniza loe suelos degradadoe norteamericanoe. Bl 

~xito mel equipo me Torrey constituye el punto de partida 

para el aielamiento, cultivo y caracterizaci6n de divereae 

cepas de ~ a partir de otrae plantas actinorr!cicae 

de regiones templadas, especialmente en distintas especies 

de ali81)s. Bn las Casuarinaa, el aislamiento de eu eimbio~ 

te preeent6 dificultades que fueron euperadae hasta 1982, 

ouando H.G. Diem, obtuvo la primera cepa de ~ in

fectiva (capaz de promucir nódulos) y efectiva (capaz de 

fijar nitr6geno), a partir ae un n6mulo fre5eo de~-

~ junghubniana extraido de una planta viva. lleta cepa 

demoetr6 ser capaz de fijar nitr6geno tanto in vitro como 

en asociacidn con la planta-hueeped. Desde 1982 se han 

aislado más de una'decena de cepas in.fectivae, cuya ef1 

ciencia está en estudio, a partir de nddulos de Caeuarina 

procedentes de distintas regionea del 111Undo (especialmente 

de Asia) • ( 2 ) 

Respecto a las características de ~ in vitro y en 

n6dulos, se han descrito 3 formas morfológicas distintae 

que corresponden a: 
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- hif as septadae ramificaias 

- esporangios terminales o intercalados 

- ves!cu.las 

( ª· 12, 17, 16 ) 

2.3.1.1 Bifaa septadas ramificadas 

En un estudio realizado por Zhang ZhOD811 y John G. Torrey 

con una cepa de ~ 1!1'PCcl3 aislada de n6duloe 4e raíz 

de Casuarina cunninghamiana, observaron que en un medio 

liquido el crecimiento vegetativo es filamentoso con rami

ficaciones, ocacionalmente septadas, La mata mioelial apa

rece blanca o incolora y no hay aparici6n de pigmento. Los 

filamentos tienen un aiámetro promedio de l/'m con engi"OS! 

miento e ocasionales que alcanzan 2 fm 4e 4illmetro, La va

riaci6n de los filamentos depende de los componentes del 

medio y ae la edaa ael cultivo. 

Cuando ~ ee cultiva en el medio BAP (Murry y colabo

radores, 1984) el cuál contiene piruvato 4e so4io a 10 11111 

y Cloruro de amonio a 5 mM, solo aparece crecimiento fila

mentoso en per!odos tempranos de desarrollo, en tanto que 

cuando ee transfiere al mismo me4io pero carente 4e nitró

geno combinado se observa la formación de vesículas las que 

aumentan a través del periodo de incubaci6n. ( 37 ) 
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2,3,1.2. Beporangios 

Loe eeporangioe ee han obeervado in vitro y •n ndduloe. La 

mayoria d• laa cepaa, pueden formar eepor&ll&ios in vitro 

en funoidn del tiempo 4eepu~e del euboultivo. Bn tanto que 

no •• han obaerva4o en todos loe ndduloe, por lo que ee 

reportan nd4uloe ep + (formadores de espora•) 1 sp - ( ain 

Hporu). 

La9 ••porangioeporas •• forman por la aparioidn repetita de 

aepto• 4entro de la• hifaa, ••guilla por el ~andamiento de 

c•lulu (R•wcomb 1 colaboral.oree, 1976). La• eaporae ma4u

raa tienen pared•• 4enaaa 1 UDB aeabrana caract•rietica ee 

preaenta en el exterior de la superficie de la pared •• la 

empora (Lechevalier 1 :Lech•Talier, 1979). ( 11 ) 

Bn cultivo• vie~o• ouando loa nutriente• comienzan ha aer 

ecota4os apareo• la formacidn de veefoulae 1 esporangios. 

Bl eaporangio varia en tama!lo en estados tempranos de ••

•arrollo, al aub-div14irae loe filazentos se elaboran es

tructuras que •nsrosan a la• esporas lae que alcanzan unos 

60f5 de lOD&itud. Bn obeervacionee ba~o microscÓpio ie 

oontraate de faee laa eeporae madurae estan en la fase bri 

llanta 1 loa filamentos en la fase oscura. cuando son 

fotografiadas en un microscópio dptico Rormarski el espor~ 
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gio muestra que en la maduración de las esporas hay diferea 

ciecidn interna, la que ocurre primero, en las esporas 

distales del esporangio, La liberacidn espontánea de las 

esporas del esporangio puede ocurrir in vitro. ( 37 ) 

Se supone que las esporas de ~ funcionan como prop~ 

gulos inmóviles que se encuentran en ndduloe viejos o en 

forma libre en el suelo. La germinacidn de esporas in vitro 

RO se ha logrado y esto resulta importante de lograr para 

obtener células dnicas aisladas ( 11 ) 

La formacidn de loe esporangios es deterzr.inada por caract! 

rfaticas genlticas de la bacteria y adn cuando se reportan 

ciertos hospederos con ndduloa ap - o carentes de esporas 

Torrey, 1987 considera que esto no se debe a la inter

accidn endófito-hoapedero, ,a que casi todas las cepas 

aieladae de ndduloe sp - eon capacea de formar esporas in 

vitro y que la formacidn de estas parece estar determinada 

por las condiciones ambientales como lo demuestran loe 

estudios de Weber, Holmman y Xaehanll:i entre otros quienes 

al estudiar ndduloa aislados de !!.!!!!! glutinosa, !• ~ 
y !• rw¡oaa y ~ sale observaron que la ma,yor cantidad 

de ndduloa ep + se encuentran en suelos con pHe dcidoe en 

tanto que en loe mismoe hoepederos el nllmero de nélduloa ep -

aumenta con el incremento de pH, asf mismo reportan una 

correlacidn positiva entre nódulos sp + y contenido de ma-
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teria orgánica en el suelo, De loa factores metabólicos que 

gobiernan la diferenciación esporangiEl in vivo o in vitro 

se conoce ~uy poco, pero la existencia de nódulos ap+ y sp-

tienen otras repercusiones y se considera que la presencia 

de un gran número de esporas o partículas infecciosas en 

los nódulos sp+ aseguran el mantenimiento y propagación 

de ~ en el suelo, En tanto que los nódulos ap- son 

mas efectivos en la fijación y por tanto Jtáa importantes 

para el desarrollo de la planta. ( 6, 9, 34 ) 

2,3.1,3, Vesículas 

Las vesículas son estructuras especializadas, se considera 

que son el sitio de fijación de nitrógeno de ~ en la 

planta actinorrícica ( 32 ) 

Las vesículas de ~ son ramificaciones de hifas, las 

que se diferencian por agrandamiento esférico de las célu

las terminales ( 11 ), El tallo de las vesículas es 

aproximadamente igual en longitud al diámetro de la vesicl! 

la, el cual varia de 3 a 5 )""• ocasionalmente las vesículas 

aparecen al final de largos filamentos no ramificados ( 37) 

La cayoria de las vesículas maduras son multicelulares con 

numerosos septos internos, las vesículas jovenes tienen 
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r-ocoe eeptoe o carecen de ellos.Todas las vesiculae est.U. 

rodeadas por una cépeula que se extiene hasta la reg16n· 

del tallo, pero no alrededor de la hifa. La cápsula fué 

descrita por Torrey y Callaham como une envoltura densa 

multilamelar cuya :funci6n es la de actuar como barrera 

f:!aica a la d1fus 16n de oxígeno ( 17, 32 ) • Las cápsulas 

se tiBen ligeramente con acetato de uranilo y citrato. 

Sobre eu composición quimica se indica le presencia de un 

glicol1pido análogo al detectado en las paredes de los 

heterocistos de Anabaena ( 11 ) • Este glicolipi.do :fu.! 

aislado de la envoltura mediante la adioi6n de aolventee 

orgánicos y tratamiento posterior con thiooarbezida de oe

mio. 

Estudios sobre la fisiologia de le.e vesículas a1eladas in

dican que en estas se e:fectua la :fijaci~n de nitrógeno, ya 

que se ha comprobado la reducción de acetileno en veeiculaa 

incubadas anserdbicamente con iones ¡¡:g++ , AfP y ditionato. 

Las vesículas con~ienen dcidoe nucliicoe, -loe an4lieie 

revelan el porcentaje de peeo seco de áci4oe nucllicoa 

total en cdlulae creciendo en nitrógeno r amonio1 eon mUJ' 

similares (4.9 y 4,5~ respectivamente), mientras que el 

valor para ves!culas fué 0.64~. El porcentaje de peso seco 

de D!IA fue O.ll para ambas células creciendo en nitrdgeno 

y amonio, y 0.06 para vesículas aiele.dae, El contenido 
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·11 
individual de DNA en vesículas fué calculado como l.2xlO mg 

( 37 ) 

2.3.2, Fisiología 

~es una bacteria fijadora de nitrógeno, proceso que 

ha sido localizado en las vesículas, reportándose una re

laci6n directa entre la reducción de acetileno y el número 

de vesículas producidas en cultivos in vitre. Sin embargo 

el proceso parece no estar dado Unicsmente por la presencia 

de estas estructuras y la cápsula que presentan la que 

sotus regulando la tensión de oxígeno en el interior de '.!!. 
tas, sino que es scompallsdo por altos niveles de actividad 

respiratoria (Akkermsns, 1971 citado en 11) y que esto 

proporciona un mecanismo adicional para establecer ten

siones limitadas de oxígeno. 

Como complemento a lo anterior se ha observado que las veei 

culee purificadas no reducen acetileno cuando son incuba-

das aeróbica o anaer6bicsmente con sustratos como el 

succinsto, propionato o msnitol, en tanto que sí hay redu~ 

ci6n cuando se incuban aer6bicsmente en presencia de 

ditionato y ATP lo que sugiere la posibilidad de que las 

vesículas sean incapaces de generar el poder de reducción 

y energía para efectuar la fijación de nitrógeno y que el 

micelio participe en el abastecimiento de este sustrato, 



21 

Por otra parte las ves!culae no ee han observado dentro de 

los nódulos de casuarina lo que indice que la 

al oxigeno para la actividad de la nitrogenaea 

restringida a la presencia de las veeiculae y 

protección 

no está 

que en 

algunas cepas de ~. ~eta actividad ee lleva a cabo 

en las hifae y que eatae hifas presentan una especializa

ción o diferenciación en la estructura de la pared. 

Tambi4n se reportan en las células del hospedero mecanismos 

que regulan la distribución de oxigeno y la reducción 

de nitrógeno efectuada por~· Entre éstoe se tiene 

la presencia de hemoglobina en M¡rica y Caeuarina, en tanto 

que eeta hemoproteina no se ha detectado en loe nódulos 

de Ceanothus, ~y~· Lae paredes celulares lle 

células infectadas de Ceeuarina y Myrica aparecen marcada

mente impregnadas por suberina y lignina, en adición las 

células corticales infectadas de diversas especiee aparecen 

densamente empaquetadas, pudiendo contribuir la presencia 

de lae euetanciae antes indicadas o el empaquetamiento de 

células a mantener localmente niveles bajos de oxígeno. 

In vitre se ha demostrado que~ utiliza el nitrógeno 

atmosférico, sales de amonio y numerosos aminoácidos como 

sustrato para su metabolismo nitrogenado, 

vía glutamino eintetasa. 

probablemente 
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2,3,3. Utilización de fuentes de carbono 

In vitro se ha puesto de manifiesto que las diferentes 

cepas de ~ presentan la posibilidad de emplee.r una 

amplia gama de fuentes de carbono incluyendo ácidos orgé.n! 

coa tales como el propidnico, succ!nico y málico así como 

a la glucosa, sacarosa, arabinoaa, trehaloea y otras 

sustancias. 

En loe nódulos la vía de asimilación de carbono no ha sido 

bien establecida. Vesículas aisladas de nódulos de tres 

géneros de hospederos utilizan euccinato; ios de estos 

twnbien utilizan malato y glutemato y se reporta que el 

glicdgeno y trehaloea funcionan como carbono de reserva. 

( 15, 25, 30, 35, 36 y 39 ) 

2.3.4. Diferenciación de estructuras morfológicas y activi 

dad metabólica. 

Ambos son regulados por la cantidad de nitrógeno presente. 

En cultivos desarrollados en medios carentes de nitrógeno 

la diferenciación de vesículas se observa dentro de las 

primeras 24 h, observándose tambien un cambio en el 

patrón de aeimilaci6n de amonio. 

Carbohidratoe enddgenos tales como el glicdgeno y la 

trehaloea parecen tener la función de reserva de energía 
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durante el desarrollo rápido o la diferenciación. 

Los resultados de est~ios in vitre indican que el tiempo 

de generación de este actinomiceto es largo de 40 a 45 h 

14 ) y que al manos para la cepa Hl'PCcl3 de ~ 

aislada de casuarina las condiciones óptia.as de 

desarrollo corresponden a pH de 6, J, temperatura de 33 ° c1 

piruvato y NH4c1 como fuentes de carbono y nitrógeno, 

condiciones en las que se registró el máJCimo desarrollo a 

las 24 h { 11 ) 

2,3.5. Producción de fitohormonas 

Recientemente se demostró que in vitro uzia cepa de!!:!!!!.!!! 

ea capaz de producir niveles bajos de ácido, indol ac,tico 

en un medio suplementado con triptofano. Pero adn se dese~ 

noce su vía de síntesis en ~ así como el significado 

de este compuesto en el proceso de nodulación, 11 ) 

2.3.6, Algunos aspectos generales de algunas enzimas de 

~ 

2,3.6,1. Ritrogenasa 

Cataliza la reducción del nitrógeno a amoniaco 

+ + 
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En 1966 I,R, Kennedy y colaboradores demostraron que es la 

misma nitrogenasa la que opera en todas las bacterias 

fijadoras de nitrógeno, ya se trate de bacterias libree 

del suelo o de bacterias simbióticas. R.R. Eady en 1972 

indicó que la nitrogenaea no es una enzima simple sino 

que se trata de un complejo enzimático que contiene dos 

proteínas Fe-S, llamadas proteína I y II ( 2 ) 

En todas las bacterias investigadas la nitrogenaea contiene 

dos proteínas Fe-s, las cuales son necesarias para su act! 

vidad in vitre. 

Bl componente protdico que contiene FeMo ha sido llamado 

componente I, éste ee una proteína tetramérica del tipo 

"'• ~. o esa que contiene 4 eubunidades de dos tipos 

diferentes y tiene un peso molecular entre 200 000 y 

270 000. El contenido de Fe varia de 16 a 36 átomos por 

tetrámero, si bien el nd.mero más probable es de 30 t 2 

éstos parecen encontrarse en 6 diferentes agrupamientos de 

loe cuáles sdlo dos son iguales, y hay 2 Mo por tetrámero. 

Existen otros metales asociados con la proteína Fe-Mo como 

son Mg, Cu, ca y Zn., los ligandos que ocurren son: U.o-S y 

Fe-Mo y no se ha determinado un ligando Mo-0 el cual se 

forma en presencia de oxigeno provocando una pérdida en la 

actividad. 
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El componente II de la nitrogenasa tiene un peeo molecular 

entre 55 500 y 72 600 y es una proteína del tipo"'• que 

comprende dos subunidadee idénticas. Contiene 4Fe y 4S en 

un solo agrupamiento.Esta proteína transfiere electrónes 

in vitro ya sea desde un donador biológico o químico hacia 

la proteína FeMo 

La función de la prote!na I es la reducción del N2 en amo

niaco NH 3, y la función de la proteína II ea transferir a 

la proteína I la energía necees.ria para eu funciona.miento 

( 2 y 14 

Cuando la nitrogenasa se encuentra in vitro ea rápida.mente 

inhibida por el oxígeno y lata propiedad es coanin a la 

enzima de todos loe microorganismos estudiados haata 

ahora. Este fenómeno no ee privativo de la enzima in 

vitro, ta.mbián se da in vivo. Sin embargo, loa organiemoe 

que fijan nitrógeno han desarrollado una serie de medidas 

tendientes a proteger a su nitrogenasa del oxígeno, entre 

estas estrategias tenemos: 

a) Medio anaerdbio.- Bacterias anaerdbias estrictas por lo 

que su nitrogenasa se mantiene activa evitando el contacto 

con el aire. 

b) Barreras físicas o bioqidmicas.- En el caeo de ~ 

hay una cápsula envolvente en las vee!culae que impide la 

difueión de oxígeno. 
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c) Eliminación metabólica de oxigeno.- Los organismos aer2 

bios fijadores de nitrógeno poseen una •"evada velocidad 

de respiracidn; estos microorganismos tienen una cadena 

respiratoria que en altas concentraciones de oxigeno se 

encuentra pobremente acoplada a la producción de ATP, lo 

cual da por resultado mantener u.~a concentración de oxi

geno muy cercano a cero. 

d) Protección conformacional.- Se ha sugerido que cuando 

Azotobacter se encuentra expuesto al oxigeno, su nitrogen~ 

ea sufre un cambio conformacional generando una forma de 

la enzima resistente al oxigeno pero inactiva. 

El sistema enzimático de nitrogenasa acoplado con hidroge

nasa ea responsable de la fijación de nitrógeno en!'.!:!!!!

.!!!· ( ll ) . 

2.3.6.2. Hidrogenaaa 

Todos loa organismos fijadores de nitrógeno producen hidri 

geno, cuando el nitrógeno es reducido a NH
3

• 

La hidrogenasa es la enzima que cataliza tanto la elimina

ción de electrónes del hidrógeno, como la reducción de los 

protones. Hay tres tipos en la naturaleza; el primero es 

la hidrogenaaa presente en bacterias anaeróbias la cual 

actda como un vertedero de electr&nes asociado con la re-
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duccidn de la ferredoxina; el segundo ea una hidrogenaea 

que toma hidrdgeno unidireccionalmente y la cual se 

encuentra en bacterias fijadoras de nitrdgeno¡ el tercer 

tipo de hidrogenasa es la que se encuentra asociada a la 

nitrogenaea y en la cual la liberacidn de hidrdgeno ea 

dependiente de ATP. 

Laa funciones de la hidrogenasa son: 

a) Ayudar a la proteccidn respiratoria y b) reciclar el 

hidrdgeno para mejorar la eficiencia metabdlica, pues 

aproximada.mente el 3D:' de la energía requerida para la 

fijacidn de nitrdgeno se pierde al producirse hidr6geno 

molecular. 

2,3,6,3. Superdxido diamutasa y catalaaa 

La auper6xido diamutasa y catalaaa son enzimas importe.ntea 

en la protecci6n de componentes celulares a la oxidaci6n 

vía super6xido radicales librea (02-¡ y per6xido de hidr6-" 

geno (H2o2). 

La reducci6n univalente de oxígeno resulta en la producc16n 

de especies intermediarias t6xicaa, dos de estas, el radi

cal libre super6xido (02-¡ y el ra•ical libre hidroxilo 

(OH-) son capacea de causar severo dw1o celular, tal como 

la oxidaci6n de proteínas y lípidoa, La reducc16n •e oxíg.!. 
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no y subsecuente producción del radical anión tóxico son 

un resultado normal de respiración aer~ica en especies m.!. 

crobianas, por eHo estos organismos deben tener medios de 

depuración de eete radical, r.onvirti~ndolas sn moléculas 

menos tóxicas. Dos enzimas capaces de estas conversiones 

son la euperdxido dismutasa y la cstalaaa. ( 29 ) 

2,3,6,4. Glutamino eintetaaa (GSI) 

!.& cepa de ~ CpI1 tiene dos glutamino eintetasas la 

cual está presente durante el crecimiento con amonio o 

nitrógeno y ea muy similar a la glutamino aintetaea de 

otros procariotee, El peso molecular estimado ea aproxima

do a 680 000 para la hsloenzima de GSI y la desnaturaliza

ción produce una subunidad de peso molecular aproximado a 

59 000 indicando que la GSI es probablemente un dodecúero. 

La GSI está r6S~lada por adenilaci~n como lo muestra la 

presencia de dos sitios en la electrofcfreais en gel de pol.!. 

acrilamida y su comportamiento durante el tratamiento con 

fosfodiesterasa de veneno de serpiente. 

La GSI de ~ es similar a la enzima GSII encontrada en 

todos los miembros de Rhizobiaceae analizados. (. 3 ) 
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2.3,6,5, Isoenzimae 

40 especies de ~ pertenecientes a hueepedes específ.! 

coa de ~ y Elaeagrus, aislados de varine especies de 

plantas en diferentes áreas geográficas fueron caracteriz! 

dos por eeparación electrofor¿tica de isoenzime.s de ocho 

enzimas. Todos los eistel.l!Be enzimáticos que fueron invest,! 

gados muestran grandes variaciones. Diaforasae y esterases 

dan multiples modelos de banda y confirmen la identifica

ción de cepas especificas de ~·Menor variabilidad 

fué obeervada con enzimas tales como isomera~a fosfogluco

sa, leucina aminopeptidasa y malato deshidrogenasa, la 

cual permi tia trazar un gran grupo de clases de ~· 

( 4 ) 

2,4 Proceso de infección y desarrollo del nódulo 

~ penetra en las células de la raíz de su planta 

huesped y forme.los nódulos. Se trata de una verdadera 

infección que ee transfor~a posteriormente en una 

eimbidsis mutualista, ea decir en una asociacidn mutuamente 

bemÍfica ( 2 ) 

El nódulo de la ra!z de la actinorr~za ea una estructura 

perineal formada por repetidas ramificaciones latera.lee 

de ralees modificadas llamadas ldbuloe de nddulo ( de 



aproximadamer.te 5-10 mm de longitud), estos tienen un 

cilindro vascular, una zona cortical y un periderco, estos 

contribuyen a la f ora:acidn de una estructura compacta irr~ 

gular o coraloide llamada nddulo. 

Dentro del ldbulo del nddulo individual, ~ pasa de 

célula a célula, invadiendo células de la corteza de la 

raiz a traves del meristemo del nddulo, aparentemente duran 

te la expansidn celular. 

Antes de abordar el proceso de infeccidn se describiran al 

gunoa aspectos importantes sobre la cnatomia de loa pelos 

radiculares, loe cuales son considerados por representar 

la zona de infeccidn. 

Las raices laterales astan constituidas de fuera hacia 

adentro por la epidermis, la exodermia que normalmente pr~ 

aenta células de tama.ao mayor a las que constituyen a la 

epidermis, la corteza formada por capas de 4 a 6 células 

de espesor que son largas, redondas y separadas por espa

cios de aire (fig. 3 ) y en la parte central se encuentra 

el tejido vascular. Por fuera de la epidermis Prin y ROIJ8ier 

en 1985 detectaron una delgada capa de mucilago y la pre

sencia de sustancias oemeofilicae que se depositan en las 

vacuolae, siendo mas abundantes en les células periféricas 

de la corona de la reiz, estos autores reportan que el 
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fig. 3 .- Sección transversal de Ull8 ra!z lateral joven 

mostrando la epidermis (E), exodermia (Ex), corteza (e) y 

tejido vascular (VC). 

mucilago se produce en la corona de la raíz y se extiende 

a travds de ~ata y de loa pelos radiculsres, 

2,4,1, Reconocimiento de los hospederos 

El reconocimiento entre Rhizobium y leguminosas ha sido 

eX}llicado por la reaccidn que se establece entre las lect1 

nas presentes en la superficie de loa pelos radiculares de 

las leguminosas, las cualeo reaccionan con azucares aarec! 

ficos de la pared celular de Rhizobium. Se supone que una 

reacción similar puede estar involucrada en el reconocimie!! 

to de~ y su hospedero correspondiente1 pero esto no 

ha sido demostrado. Algunos autores consideran que el mue! 

lago que rodea a las ratees de. loa hospederos reacciona 
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con la bacteria pero no se ha reportado el componente esp! 

cífico de ~ con el que se lleva a cabo la reacción, 

Por otra parte no se han encontrado fimbrias u otras es

tructuras especializadas en el actinomiceto que pudieren 

actuar en un reconocimiento químico, Newcomb y colaborado

res reportan que las hifae el ramificarse dan lugar a hifas 

extremadamente finas (0.01 ¡m de diámetro) y que en los 

sitios en donde se efectua le penetración existen numerosas 

ramificaciones hifales incipientes lo que siguiere que es

tas hifaa actuan como puntos de adhesión bacteriana ( 19 ) 

Loa sitios de infección fueron descritos por Burgraf y co

laboradores en 1983, quienes indican que le infección se 

lleva a cabo en las c~lulaa de la punta de la raíz, las 

cuales est.fn en proceso de desintegración. En este sentido 

se supone que las enzimas producidas por Frankia inter-

vienen en la degradación de la celulosa, hemioelulosa y 

pectine,ein embargo esto no ha sido demostrado in vivo; 

obeervilndose in vitro que algunas cepas de~ son 

capacee de hidrolizar papel filtro y carboxil metil celul2 

ea, y que esta actividad se lleva a cabo bajo condiciones 

de cultivo muy específicas (pH 5.0 y con piruvato o propi2 

neto como fuente de carbono primaria ( 28 ) 
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2,4,2, Infección del pelo radicular 

Durante la infección de ~ en cultivos axénicos se ha 

demostrado con el cicroscopio electrónico que el mucilago 

adquiere una estructura fibrilar, las causas de este cambio 

no han sido aclaradas, 

En Eleagnus se reporta que antes de que ocurra la invasión 

intracelular se estimula la producción de la matriz extra

celular que presumiblemente ea originada por el hospedero, 

~:iller y Baker 1985. 

Koauge y colaboradores en 1980, mediante experimentos de 

inoculación observaron qua se estimula la deformación de 

loa pelos radiculares, en donde aparecen zonas localizadas 

con células desorganizadas, se supone que en este momento 

las enzimas hidroliticae y otras enzimas producidas por 

~ desempeñan un papel importante en la alteración 

del pelo radicular,(Roberteon y colaboradores 198~. En loa 

eitioa de infección las paredes de las células radiculares 

infectadas presentan numerosas capas las cuales no existen 

en las zonas no infectadas por lo que se cree que Prankia 

estimula la síntesis de pared. El enroscamiento de loe 

pelos radiculares ha sido observado en Caeuarina y A!!!!!!! 
japonica. Posterior a la curvatura de loe pelos abaorbent~e 

~ penetra y en el interior se desarrollan filamentos, 

llamada.a hifae infecciosas, que se alargan paralelamente o 
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describiendo espiras y alcanzan las células de la corteza 

radicular. Las hifas se encuentran envueltas por una cu

bierta de naturaleza páptica sintetizada por la planta. 

El desarrollo del prenddulo se caracteriza por la prolife

ración de lae células corticales que ee lleva a cabo como 

una respuesta a la invasión del enddfito (fig. 4 ), las e! 
lulas infectadas se caracterizan por carecer de gránulos 

de almidón, loe cuales se mantienen presentes en células 

corticales adyacentes no infectadas (fig. ) • Esta etapa 

corresponde al prenódulo el cual ea visible 2 semanas 

despuee de la inoculación. 4 semanas deepuee se observa que 

~ está perfectamente establecida en un gran numero 

de células de la corteza, algunas de estas contienen nume

rosas hifas, en tanto que en otras existen hifae y vesícu

las·, (fig, 6 ) 

La infección se encuentra restrill8ida a las células corti

cales de la porción media en tanto que a las 6 semanas el 

enddfito prolifera basta las células corticales que rodean 

al tejido vascular ( fig. 7 ) , observdndose el lóbulo 

nodular perfectamente diferenciado, 

En este trabajo se asume que la fijación de nitrógeno ee 

inida. a las 4 semanas, per!odo al cual se observaron las 

vesículas en tanto que 10 semanas después de la inoculación 
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se observa.ron vesículas senescentes y que después de 13 .S! 

menas los nódulos se cultilobula.ron presentando el mismo 

patrón de distribución del enddfito alrededor del tejido 

vascular lo que asegura su relación con el floima (fig. 8 ) 

Las células corticales recientemente formadas continuan 

siendo infectadas por~ (fig. 9 ), obeervlÍndose en 

las células de la base wiicamente hifae en tanto que en lae 

células de la periferia existen vesículas. 

fig. 4 .- Porción de wi pelo lateral, 2 semanas deepuee 

de la infección con ~· Las hifae han invadido un pe

lo de la raíz (flecha) y lae célula.e corticales han proli

ferado ( * ) . Algunas células corticales de la periferia 

han iniciado el fel6geno' punta de flecha ) 
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fig. 5 .- C'lulas corticales ini'ectadss ("' ) conteniendo 

hifas (flechas) rodeadas por células corticales no infect~ 

das conteniendo pldstidos con granos de almidón (punta de 

flecha) 

fig. 6 .- Sección longitudinal de primordio de nódulo de 

raíz joven (4 semanas despues de la inoculación), mostando 

el cilindI'O vascular central (VC) y una zona de infección 

limitada (flechas) sobre un lado distal del primordio. 
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fig. 7 .- Sección longitudinal mostrando elongación del 

lóbulo de nódulo debido a actividad meristemática en el 

ápice <.lfcJ. El cilindro vascular central (VC) está rodeado 

por células infectadas. Zonas de células recientemente in

fectadas (flechas) y células totalmente colonizadas (punta 

de flecha) son evidentes. 



fig. 8 .- Agrande.miento del cilindro vascular rodeado por 

una endodermis (EN), u.na multicapa, citoplasma pericíclico 

(P), y una considerable cantidad de floéma (flechas). 

fig. 9 .- Células corticales cerrando al meristemo del ni 

dulo mostrando invasi6n de hifas (flechas). Célula• no in

fectadas tienen densos depósitos, presumiblemente fendlicos 

(~ ). 
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El proceso de infecci6n observado en !:!.• japonica es similar 

en otras plantas actinorr!cicas en las que la inducci6n de 

los nódulos ocurre mediante la infección a través de loa 

pelos radiculares en tanto que en Eleagnus ae reporta que 

la infección ocurre por penetración directa a través de la 

epidermis, en este mismo hospedero no so ha reportado la 

formación de pren6dulo. 

Las plantas actinorr!cicaa presentan diferencias en cuanto 

al número de nódulos y número de lóbulos por n6dulo. En !l,i'.

~ gale el ntlmero es bajo, generalmente uno, mientras 

que en Comptonia peregrina se reportan numerosos nódulos. 

La posición de las células corticales infectadas varia con 

el género del hospedero¡ en!• japonica se observa una zo

na en la corteza media en tanto que en Ceanothus se reatri.!! 

gen a la mitad externa de la zona cortical ( l ) Las 

formas de loa nódulos varian con la planta hospedera y la 

edad de los nódulos ( 11 ) 

En el género ili!!! basandose en la formaci6n de esporas por 

~ (Van Dijk y !Cerkus, 1976}!than descrito dos tipos 

de nódulos, unos contienen numerosas esporas y son design~ 

dos sp(+) (para esporas poaitivas), los o·tros no contienen 

esporas o solo unas pocas y son designadas sp(-) (para es

por, s negativas). La aparición de esporas dentro del nddulo 
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es aparentemente un rasgo genético del Actinoroyceto, aun

que el hueeped puede tan:.bién influir en la forcación de 

esporas (Torrey, 1987). Resulta de interás que cepas sp(-) 

esporulan libremente en medios de crecimiento in vitre 

(Baker, 1982), así ambas cepas sp (+)y sp (-), tienen ls 

capacidad genética para esporular, pero en cepas sp (-) la 

esporulación es suprimida dentro del nódulo. 

Loe nódulos ep (+) y ep (-) difieren en varios aspectos i~ 

portantes (Tjepkema y colaboradores, 1986). Los nódulos sp 

(-) son probablemente más eficientes en sostener el creci

miento de la plante huesped (Hall, y colaboradores, 1979 ), 

puede haber gran especificidad en le actividad de nitroge

nase Venden Boech y Torrey, 1984, Wheeler y colaboradores 

1986 y puede haber un más bajo costo de energía en le f! 

jeción de nitrógeno que en los nódulos sp (+) ( Venden Bosch 

y Torrey, 1984 ). 

Los nódulos ep (+), en contraste, contiene~ mas de 1000 x 

partículas infectivas que los nódulos sp (-) quizá debido 

e la presencia de numerosas esporas ( Houwers y Akkermans, 

1981; Van Dijk, 1984 ). Dado estas diferencies uno puede 

esperar encontrar cepas de ~ sp (+) y sp (-) bajo d! 

ferentes condiciones ambientales. ( 6, 19 y 34 
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2. 5. Vegetales con loe que ee aeocie ~ 

El actinomiceto ~ invade, habite y fija nitrdgeno en 

las ra!cee de cerca de 200 especies de árbolee y arbustos 

pertenecientes e 10 familias de angioepermae filogenética-

:ente di versas. 

En le table l se registran lee 10 familias y loe gilneros y 

especies nodulades más comunes. Algunoa de estos ea cono

cen desde hace muchos al'loe, pero loe reportea sobre otras 

especiee noduladas hBilaumentedo, por lo que es razonable 

esperar que la lista sea all.n incompleta por lo menos a 

nivel genérico. ( ll ) 

Tebla .. i.- Familias, generes y especies noduledae 

Familia género especie 

lletulacea ~ !· ~ 
33 eepeciee no•uluda6 !· japonica 

!· crispa 

!· 5lutinoea 

!· ~ 
!· ~ 
!· !!!42.!!! 
!· Bioboldiana 

!· inokumae 

!· ~ 
!· ~ 
!· tenutifolie. 

!· JorÜllene1" 

~· acuminata 
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Casuarinaceae Casuarina f· j~huhniane 
43 especies noduladas f· ru.DEhiana 

f· eg,'J.isetifolia 

f· li ttoralis 

f· ~ 
f· ~ 
f· cunni~amiana 
f· oligodon 

f· timorensia 

f· glauca 

Q. ~ 
Q· au.cntrana 

Gymnoatoma !l.· ~ 
Q. deI?lancb.eanUIIl 

!l.· papuanum 

Allocasua.rina !· fraseriana 

!• 11 ttoralis 

!· ~ 
!· lehmanniana 

!· CBmE•Btris 

!· hue¡;¡eliana 

!· muelleriana 

!!.· ~ 
!!.· vert1c1llata 

!· dieleiana 

Coriariaceae Coriaria Q. ~ 
13 especies noduladas Q. myrtifolia 

Datiscaceae ~ ~ epp 
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l!leagnaceae Eleagnu• ~· an!:@Btifolia 

-ª· wtbellata 

~· orientnlis 

~· commutata 

She'Oherdia §· argente a 

Hippophae .!!· rhamnoidss 
UiliCB especie noduJ.ada 

M;yr1caceae ~yrica .!!!· e!! 
!· corifera 

.!!!· cordifolia 

l!l· .!:!:!l!!:! 
!!!· ¡¡ululifera 

!· ~avanica 
!· aeplerifolia 

!!!· ¡¡en.eilvánica 

Comptonia .9.· peregrina 

Rhamnaceae Ceanothue .9.· B!!O!IS!!ineus 
31 especies noduladas .9.· velut1nus 

.Q.· 1ntegerr1mue 

D1acar1a ~· toumatou 
un1ca especie nodulada 

Roaaceae CercocarE:ua .9.· butu.loidee 

3 especies noduladas .9.· montanus 

.9.· paucidentatus 
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Dr¡:sa 12· integrifolis 

12. d.rum.mo ndii 

12· octo"Oetela 

Scrophulariscese ~ f· tridentste. 
2 eopecies nodule.de.e f· gle.ndulose. 

Ul.maceae Colletia .9.· ~ 

El estudio del árbol genealógico de las plantas vasculares 

indica que loe vegetales susceptibles a ser infectados por 

~. forman nódulos y fijan nitrógeno, pertenecen a 

los grupos más antiguos de vegetales con flores que corre~ 

ponden a las apétalas y dialipétale.a, en te.nto que en los 

grupos mas recientes representados por dicotiledonee.a gam~ 

p~talas (florea con pétalos soldados) y en 1.as monocotile

ióneae no se ha encontrado hasta el reomento vegetales 

actinorr!cicoe ( 2 ) , ver tabla 2 • 



45 

-\- - - - - - - -
umbel!f'eras 

• rosales 

Los ordenes de plantas simbi6ticas con Prankia están mere~ 

d~d con un círcuJ.o • 

Tabla 2 Estudio del árbol genealdgico •e las plantas 

vasculares. 

' 

j 
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2.6. Compatibilidad de~ con diferentee hoepederos 

Respecto a la compatibilidad de las diferentes cepae de 

~ con loe divereos hospederos se requiere de máe in

vestigación. 

Algunos investigadores indican que ciertas cepas de ~ 

solo infectan a ciertos hospederos por lo que se habla de 

especificidad de grupo. ( 11 ) 

Rodriguez-Barrueoo en 1979 define varice grupos •e hoeped~ 

roe en tanto que Jiabin 1 colaboradores 1985, proponen solo 

dos grupos principales Alnus 1 Bleagnus ( 13 ) Sin 

embargo ee ha observado que ciertas cepao aisladas de un 

hospedero son incapaces de reinfectar al hospedero del que 

derivan. Estos resultados indican la necesidad de efectuar 

mas estudios para caracterizar a ~ y elucidar la na

turaleza de su especificidad con el hospedero. ( 11 ) 

·De este modo en adición a loe ensayos biológicos de inocu

lación o pruebas de infectividad para la caracterización 

de ~ se han introducido otros análisis. Baker y 

oolaboradores en 1981 con base en los resultados obtenidos 

mediante tdcnicas de inmunodifueión, describen dos eerogr~ 

poe de ~ • Chaboud en 1983 eetablecid patronee de 

enlaces con lactinas que tambidn permitieron diferenciar a 
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~ en dos grupos e indica que "estas diferencias están 

dadas porque la composici6n y estr.uctura de la pared celu

lar de ~ aislada de !!!!!!! ee diferente a la de lee 

cepas aisladas de Bleagnue, lo que ee tra•uce en la especi 

ficidad de grupo y compatibilidad con hospederos determill! 

dos (- 13-) 

Esto ha siio comprobado por eetu4ios de homología de ADK; 

por electrofordeis en gel de poliacrilamida en donde se han 

establecido diferencias prot41cas (mencionado en 13 ) • 

Estudios mas recientes sobre la compoeicidn de la pared 

celular de !!:!!!!!!!• evidenciaron la presencia de seis 

azdcares, de estos la 2-0 metil-D-manosa se encontrd •• 

manera constante en todae laa cepB!! de .!!:!:!:!!!!• pero la 

concentracidn de ésta, ea mayor en las cepas del grupo de 

Ble81!11us que en la de ~ reconociéndose especificidad 

pare estos dos grupos.En tanto que las cepas aisladas de 

M;yrica gale fueron consideradas como pertenecientee a un 

gru.po diferente debido a que tienen la capacidad •• 

infectar e ambos grupos y recomiendan mas invest1gac1dn 

sobre las capee aisladas de otroe hospederos co11D caeuar1na, 

Drzaa y otras las que son capacee de infectar a hoepederoe 

di~erentes a aquellos de loe que tu.eron aieladoe •inocula

cidn cruzada" ( 13 ) 
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Por otra parte es l.JDportante mencionar que en un mismo nó

dulo se ha descrito la presencia de c;e.s de un tipo de cepa 

de~. ( 20) 

2.7. Distribución de vegetales actinorr!cicoa. 

La mayoría de loa vegetales actinorrfcicoa constituyen la 

vegetación pionera de diversas áreas. Soportan condiciones 

extremas y son capacee de desarrollal'ae directa.mente sobre 

rocas volcánicas, en suelos inmaduros, desarrollados y adn 

en loe alta.mente degradados o sobre desechos de minas, 

toleran deficiencias de nitrógeno en el suelo. Su habitat 

es variado y se encuentran en bosquesconservados o pertur

bados así como en matorrales xerófitos. 

La mayoría de loa géneros se localizan en áreas templadas 

y algunos como Dryae y Arcotostaphyloa aparecen en áreas 

circumpolares. En loa trdpicoa se ha reportado a C~riaria 

en Nueva Guinea y Perd, cercocorpua en México y ~ en 

Perd. Casuarina se extiende por el trdpico oeste del pací

fico con una especie Q• equisetifolia siendo naturalmente 

distribuida a través del área costera del oceano Indico. 

Varios de los géneros por aj: coriaria y Discaria poseen 

amplie distribución mientras que otros están más restri~ 

dos a áreas templadas. 
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La distribución de los vegetales actinorr!cicoa contrasta 

grandemente con la distribución de las legwninoaas que ea 

esencialmente tropical. En paises con altas latitudes tales 

como Escandinavia, Cenada y Nueva Zelanda donde las leguin! 

nosas están auaentes o existen en forma insl.gnificante, 

los vegetales actinorrícicoa son ecologicam•nte mas signi

ficantes y más eficientes, Asi las plantas no leguminosas 

en virtud de su amplitud ecológica y su amplio rango de 

temperaturas, contribuyen enormemente a la economía del 

nitrógeno de las áreas naturales eapecialemente en las 11.re 

as en donde la temperatura restringe el desarrollo ie las 

leguminosas. 

2,7,1. Ecosistema natural 

2.7.i.l. ~ 

Se conocen 33 especies noduladas y este ee el g~nero dia

zotrdfico mas importante en ecosistemas naturales y manip~ 

lados ( 5 ) , Se localiza en regiones cálidas del hemi.'! 

ferio norte y crece naturalmente en un amplio rango de 

habitats, y constituye la planta actinorr!cia de mayor 

importancia en los bosques templados, Loa alieoe son normal 

mente bien nodulados, lo cual indica que el enddfito debe 

tener una amplia distribución. 

Finlandia tiene dos especies nativas de aliaos, ~ .!!!2!!.· 



50 

.!!!!: (AJ}so gris) y~ glutinosa (Aliso negro), las cuales 

tienen diferente distribución. ~ ~ es un árbol 

pequefio distribuido por todo el pais a 70°N, florace sobre 

suelos secos, especialmente en bosques anteriormente quem~ 

dos y en las orillas del campo. ~ glutinosa crece so

bre tierras hdmedas minerotrópicas tales como orillas de 

°'8l' y lagos, y en pantanos ( 34 , en Inglaterra crece 

naturalmente en áreaa hdmedas. 

Alnua crispa se desarrolla en suelos pobres, arena de coll 

na y laderas desgastadas. Alnus seiboldiana pionera en lava 

volcánica y cenizas en japón. ~ ~ crece sobre lad! 

re desgastada, aluvión y montallas htlmedas. ~ rugosa 

adyacente a curaos de agua y en pantanos y tierras htlmedaa 

en Montreal Canadá. ~ tenutifolia crece a un lado del 

lago en California. ~ ~ arbusto alpino de Europa 

central. (Ver. mapa 1). ( 5 ) 

2.7.1,2. Casuarina 

Se conocen aproximadal!lente 43 especies noduladas, este gé

nero se distrubuye naturalmente en Australia, en el sureste 

de Asia, el oeste tropical del pacífico y bordeando el 

oceano Indico ( Ver mapa 1), aparece desde bosques tropic~ 

lee a bosques áridos, dunas costeras, pantanos, en áreas 

del interior del pais su~etas a sequías periódicas y en 

tierras altas de llueva Guinea. ( 22 ) 
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Con objeto de ecplearla como leila, Casuarina es plantada 

artificialmente en áreas relativamente áridas y aunque su 

establecimiento es dificil termina por adaptarae al meiio 

ambiente, Caauarina ha aido deacrita como una de las espe

cies más reaiatentea a laa aequíns siendo apropiada para 

plantacionea en desiertos y se emplee tambien en la refo

resteci6n en zonas tropicales. Bn virtud de la amplia va

riedad de condicionea ecológicaa en laa que ae desarrolla 

se considera como uno de loa 13 géneroa criticoa en ·sarawak 

Borneo. 

El tamal\o del árbol de Casuarina ea de 12-15 m, aunque ha 

habido casos de árbolea de haata 35 m y circunferencia de 

1.65 m. 

2.1.1.3. ~ 

El género eata ampliamente diatribuido y se encuentra pri~ 

cipalmente en zonas cálidas hacia el norte y hacia el sur, 

se conocen al menea 13 especies noduladas, ~ crece 

sobre suelos pobres, arenosos y con caecajoa¡ en tierras 

bajas y aubalpinaa y tambien aobre arcilla. Q• !!\}'!tifolia 

produce en Bspaila aueloa rJrtilea y contribuye a la pro

ductividad. En Nueva Zelanda ae emplea para reforeatar es

tableciendose en aluviones y morenas. Coriarie ~ ae 

introdujo en la montaña Tarawere, le cual fué aevestede 

por erupci6n volcánica en 1886, constituye le primera esp~ 
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cie arbolada que reinvadid la zona lo cual se convirti6 en 

una importante vegetación de arbustos de áreas hdmedas 

(ver mapa 2). 

2,7,1,4,ceanothus 

Ceanothue (matorral de nieve) comprende 55 especies, todas 

nativas de norte América, de las cuales Jl han sido report~ 

das como noduladaa. Este género es el más importante en el 

Oeste de E.U. apareciendo prácticamente asociado con todo 

tipo de vegetación en California. Ea el arbusto mas impor

tante en zona subalpina y chaparral seco. Despuee de un 

incendio, las semillas que pueden estar latentes por cien

tos de añoo, son estimuladas a germinar por el calor y la 

lluvia. Arriba de 400 000 arbolillos/ ha pueden estar pre

sentes en el primer año despuee de cortes e incendios re

sultando árboles achaparrados que proveen buena protección 

tanto a árboles naturales como plantados. 

Sobre suelos deficientes de nitrógeno Q. integerrimus no

dula creciendo 9 veces más que las plantas sin nódulos. 

Ls materia aerea de ceanothue es baja en nitrógeno total, 

la eetimulación del crecimiento reportada en respuesta para 

materia aerea de Ceanothus fu~ hecha sobre suelos de cont! 

nido excepcionalmente bajo de nitrógeno ( 0.002--0.009 %), 

mientras que no hubo respuesta para JLB.teria serea de ~

~ que fuera registrada sobre suelos con alto contenido 
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de nitrógeno (ver ~apa 2) 

2,7,1,5, g,ercocarpua 

Cercocarpua esta limitado al oeste de E.U. y N.áxico, gene

ralmente se encuentra a altas latitudes (ver mapa J). Loa 

nódulos de raíz han sido reportados en tres de las veinte 

especies conocidas. 

Las especies de Cercocaroua son más prósperas sobre suelos 

bajos en fertilidad y esto se atribuye a que simultánea a 

la infección de ~! existen micorrizaa ectotr&ficaa. 

2.7.1.6. Elaee.gnue 

Aunque !!!!.•agnus fuá una de las primeras plantas actinorri 

cicae eetudiadas,ee conoce poco de su significado ecológico. 

Existe un gran nllmero de especies noduladaa. 

!· commutata ea una planta importante en la flora nativa 

de Manitoba donde aparece en habitata alteradoa tales como 

laderas erosionadas. Elaesgpua estimula el crecimiento de 

especies herbáceae, tanto !• commutata y!• ang¡¡etifolia 

son muy abundantes en muchos lugares de norteamerica. 

En Japón, JL. umbellata ea usada para estabilizar la• dunas, 

y en Europa!· angustifolia ( una de las especies mas 

resistentes a la eal), ea recomendada para la eatabilizacfdn 
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de las dunas, después de ser fijada la duna por Hiupophae. 

!• anguatifolia y !• orientalis se reconocen tanto toler"!! 

tea a la aal como a la sequía (ver mapa 3) 

~ Hay dos especies noduladaa y en estudios con N2 se he ººE 

firmado que son fijadoras de nitrógeno. El género eata 

restringido a los estados del oeste de norte americe (ver 

mapa 4) en donde cubren un total de 121 000 000 ha. f. tri 

~ aparece por todo el bosque y ~ ponderosa y 

sobre suelos pumíticoe en zonas de des~e y suelos areno-

sos. 

Lea dos especies no han sido bien definidas y.!'.· tridentata 

forme un híbrido con ~ mexicana. 

2.7.1.8. Hippophee 

Hippophae rhemnoides ea le unice especie nodulada regiatr2 

de y está ampliamente distribuida en la coste oeste de 

Burope y Escandinavia, en Europa oriental, y en Asia gene

ralmente al norte de loa lO'c isoterma de Enero (ver mapa 

4) sobre arena, sueloe celc!lreos y dunas costeras. Ls nod~ 

lación solo aparece en suelos neutros o alcalinos a un pH 

óptimo de 6.8 - 7.0 • Ls nodulación disminuye con la edad 

de la planta. 
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Hiunophae da lugar a poblaciones densas impenetrables por 

exparcimiento del vegetal y estimule el crecimiento de 

otros vegetales, En Rusia, la reforestación de lea cuencas 

secas de lagos han sido posibles por la plantación de Hi

~ y Elaeegnus, Hippophae tambien ha sido utilizada 

pare control de la erosión en las costee de este país. 

Estudios sobre dunas costeras en Francia muestran que lá 

meyoria del nitrógeno mineral es concentrado bajo Hippophee, 

2,7,1,9, Discaria 

El género esta distribuido en el sur, en áreas cálidas 

(ver mapa 5), ~·~es le dnice especie nodulada con~ 

cida. Diacaria en Nueva Zelanda crece sobre aluvión, grava 

y en tierras secas. 

El género es importante en la sucesión y estabilización,- ·.y 

se desarrolla de manera sobresaliente en las pendientes de 

lee Islas del siµ-. En Nueva Zelanda''º se.ha determinado le 

importancia ecológica o económica. 

2.7.1.10. Sheperdia 

Lee tres especies de Sheperdia noduladae eatan confinadas 

a norte américa, se encuentran a lo largo de arroyos, cerca 

de rios en asociación con !1!!!!.!! rup;osa, y a menudo consti

tuye la vegetación de sitios pobres o secos en Manitoba. 
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~· csnadiensis es comdn sobre suelos arenosos y sobre lad~ 

rae erosionadas, y es abundante sobre sitios pobres siendo 

un excelente indicador de especie de suelos con bajo nitró

geno, la nodulación en el campo es reportada coco variable, 

siendo mejor en suelos arenooos. 

Hasta el memento no se conoce nada de la contribución de 

esta planta a la economia del nitrógeno en ecoeistemas na

turales, ~· canadensis esta ampliamente distribuida en 

Alaeka. (ver mapa 5) 

2.7.1.11. Myrica 

Myrica tiene su distribución central en Africa y est& am

pliamente distribuida en Europa, Asia y Americe; 18 espe

cies noduladas han sido reportadas. 

Myrica gale es la mejor adaptada a condiciones ácidas, en 

pantanos, aparece alrededor de muchos lagos ingleses en el 

Sur de Africa. Las especies de Myrica crecen como árboles 

pequeños, por ejemplo: M. nululifera y ~· ~ ambas eep~ 

ciee son los arbustos más pequeños que aparecen a lo largo 

de lee orillas de arroyos o sobre pendientes en montafias 

En Florida, M• cerifera sctua como pionera natural para el 

bosque de !:!!!!!!! y en Indonesia, .!!!• javanica es un activo 

colonizador de suelos expuestos al fuego o a la actividad 

volc~nica. 
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~· asnlenifolia es la única planta capaz de colonizar 

minas en Pensilvania, en las cuales hay deficiencia de 

nitrógeno, alta temperatura en la superficie y bajo pH 

q~e evita el crecimiento de plantas incluyendo las legumi

nosas (ver mapa 5). ( 5 ) 

li.éxico cuenta con un buen ml.mero de plantas que se han 

descrito en otros paises como actinorrÍcicos y en la tabla 

3 se indican loa géneros que se han estudiado, as! como 

aquellos en loa que se determin6 infeccidn por ~ y 

hongos formadores de ectomicorrizos y endomicorrizos. 

Tabla 3 Plantas actinorr!cicas mexicanas; su habitat y 

estado aimbiotico 

planta habitat nddulos Micorriza 
acto VA 

Adolphia ~ matorrales xerÓfilos 
espinosos 

Alnus acuminata no especifico:bosque 
S"SP"Brgut.a de pino, pino-encino, 

censervado o con di~ 
turbio, orilla de 
arroyos. + + + 

!!fil!.!!. acuminata ripario, cultivado en 

ssp glabrata bordes de canales, 
!!.reas urbanas. + + 

!!fil!.!!. jorullensis bosque de ptno-encino + 

ssp jorullensis 

~ jorullensis bosque templado hll.me-

esp lutea 
do de pino y oyamel + + + 



Casuarina ~
gha.miana 

Casuarina eguise-

~ 

Ceanothus ~-

~ 

Ceanothus ~ -

~ 

especie introducida. 
Amplia distribución 
en ambientes degra
dados. 

idem, ade=ás en dunas 

bosque de pino y de 
pino-encino 

bosque de encino, eB 
cino-pino, conserva
dos o perturbados. 

Cercooarpus ~- bosque de pino, pino· 
encino y oye.mal 

Coriaria ~
.!.!!! esp .!!ll!!.!:2-

~ 

~ mexicana 

M¡rica cerifera 

~ liebmanii 

bosque templado hW.~ 
do de pino-encino , 
y en lugares altameBte 
.• perturbados como 
taludes de camino, 
canteras, deshechos 
de mina. 

matorral xerófilo 

bosque de pino en de 
rrames de lava basá! 
tica. -

bosques templados, 
favorecido en áreas 
altamente perturbadas. 
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+ 

+ 

+ + + 

+ + + 

+ 

+ + + 

+ 

+ + 

+ 

+ nódulos presentes en casi todos los ejemplares examinados 

* nódulos presentes en pocos de los ejemplares examinados 

nódulos ausentes en todos los ejemplares examinados. 



Mapil 1, - Distribución mundial de ~ y Casuarina 



Mapa 2.- Distribución mundial de Corlarla y ~ 



Cercocarpus e 
Elaugnys~ 

Mapa 3,- Distribución mundial de Cercocarpus y Elaeagnus 

·\ 

"' .... 



Mapa q.- Distribución mundial de ~ e ~ "' "' 



Mapa s.- Distribución mundial de Dlscarla, ~ y .Mxciwl 
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La distribución de lee plantas ectinorr!cicee en el Valle 

de Mdxico está fuertemente in:f'luide por lee actividades 

humanes que modifican el hebitet restringiendo o favore

ciendo le presencie de loe miemos. 

Algunos gdneros apenes resisten le deeforeeteción del Valle 

de México, por lo que su presencie eetd con:f'inede e peque

fiee fracciones de bosque perturbado y se encuentran en núm! 

ro limitado, tal ea el ceso de ~ jorulleneie, ! ~

.!:!!!! y lee dos especies de Cee.nothue. 

! ecuminate ha sido favorecida por le construcción de c~ 

nales de riego y Coriarie prospere abundantemente en lu

ge.res donde el suelo ba sido removido como en loe taluies, 

de carreteras y canteras. 

Loe nódulos reportados ve.rian en su morfología pudiendo 

ser redondee, coreloidee o en abanico. Su tamafio oscila de 

0.5 a 16 cm de diámetro. Regiatrándose la mayor nodulación 

en !. .!! are¡ieta y le menor en Adolphia ( 33 ) 

2.8. Utilización de loe vegetales ectinorrfcicoe. 

La mayor contribución es proporcionada por lee especies de 

~ y en particular !• !.!!J:!!:!! (aliso rojo) le cual aparece 

sobre la coste del pacifico en norte América. En analieis 
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recientes es estimada una cantidad arriba del 6°" de toda 

la nadera dura comerciable de Oregon, Washington y Columbia 

British, ! rubra en contraste a las coniferas ocupa sitios 

pobres y Aluvial, Sobre sitios equivalentes, ! ~puede 
producir de 50 a 75~ tanto como las coniferas, loe árboles 

alcanzan de 30-35 m en 50 silos con un diámetro de 0.6 m y 

son usados para fabricación de muebles, como madera de 

construcción y revestimiento, el mayor uso sin embargo es 

como pulpa de madera donde comunmente es mezclado con pulpa 

de coniferae para la producción de tejido de alta calidad, 

Caeuarina es la otra especie que crece en cantidades sufi

cientemente grandes para producir madera de coll!ltrucción, 

siendo excepcionalmente fuerte y durable. Be ampliamente 

usada en el sudeste de Asia para estacas y vigas, por ejem: 

Q.• sumatrana y Q.· rumphiana son usadas para ruedas y milstll, 

Casuarina es tambidn conocida por ser la mejor leHa del 

mundo, con un contenido de energ!a de 19.6 KJ/g. Q.• equiee

~ es nati~a de la costa de la India y ha sido plant~ 

da tierra adentro en cantidades comercia¡es desde 1868 

para proveer combustible a laa aldeas locales, La velocidad 

de crecimiento es excelente sobre suelos pobres, pedregosos 

o arenosos tanto cerca de la costa como tierra adentro en 

ceylon, donde Holme registra una altura media de 4,5 m de~ 

pues de 2 años y una producción total de 70 m / ha deepuee 

de 8 alíos, 
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ll valor nutricional de plantas no leguminosas es bajo 

sin embargo se ha reportado para uso tanto humano como 

para ganado, Las frutas de Hippophae tienen un alto cent~ 

nido de aceite y vitamina "C", han sido usadas para 

suplementar la dieta humana y un programa de crianza esta 

en marcha en el norte de Europa. Similarmente las frutas 

de Shepherdia, Arctostap}!ylos y Elaeegpue son comidas por 

muchas tribus indigenae. Las frutas de Cycas y Macrozamia 

son venenosas pero despues de remojarse en agua se vuelven 

comestibles, El tallo de Cycas produce sagu comestible en 

cantidades comerciales, 

!2!!!!:!!! ee la unica comida natural capaz de sostener a 

un venado enjaulado por largos periodos. 

Coriaria y Cycae son de interls ya que son venenosas y 

han sido responsables de la pdrdida de gtlllBdo, en Cycas 

el principio activo es el glucdsido tdxico pakoenin. 

Algunos gdneros tales como Ceanothus, ~. Arctostopb¡

.!2.!! y ~ son empleados en diferentes regiones como 

astringentes, emdticoa, estimulantes e hipndticoa. Otros 

usos incluyen produocidn de cera de muchas especies de 

lllyrica. 



2,9, Metodología para el aislamiento, propagacidn, con

servacidn e inoculecidn de ~ y aislamiento de 

vesículas, 

2,9,1, Aislamiento de!!:!!!!!.! 
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A partir de los resultados obtenidos por •l grupo de 

Torrey en 1978, quienes lograron aislar por primera vez a 

~ y cultivarla in vitre, la intormecidn sobre estos 

aspectos se be incremen1a.do, 

La dificultad que presenta su aislamiento :fu' atribuida a 

la presencie de compuestos :fendlicos en lee cllulae dol 

hospedero, loe que en el momento de efectuar la maceracidn 

de los nddulos eran vertidos al exterior de las cllulae y 

el quedar en la suspensidn ejerc!an su accidn bactericida 

sobre el endd:fito. Bete problema :fu' resuelto mediante la 

adicidn de polivinil piruveto, ( 18 ) 

La metodología para efectuar el aislamiento involucra: 

- Reeoleccidn de ndduloe eanoe 

- Lavado con ague abundante y posterior secado mediante 

su coloeacidn sobre papel filtro. 

- Desinfeceidn superficial de los mismos mediante trata

mientos con cloramine T al l" (Diem y colaboradores 
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1982) o hipoclorito de sodio al 30% (Benson 1982). 

- Eliminscidn de agentes desinfectantes mediS!lte lavado 

con abundante agua estdril. 

- Liberacidn del enddfito para lo cual en condiciones aslE 

tices se secciona el nddulo y se toma con el asa una 

muestra de la parte interna transfiriendoee al medio de 

cultivo. 

Una forma más frecuente corresponde a la maceracidn de los 

nddulos, los que se mezclan con arena estéril, se trituran 

en mortero, se diluyen en agua y se homogenizan. Les parti 

culas gruesas se eliman mediante la utilizacidn de filtros 

con poros de diámetro conocido y el filtrado puede ser co.!! 

servado por congelacidn o inoculando en diferentes medios 

de cultivo ( 27 y 24 ) 

Otra modalidad corresponde a la inoculacidn directa del 

nddulo íntegro y previamente desinfectado en un caldo nutr! 

tivo y despuee de confirmar la ausencia de desarrollo de 

contaminantes ee procede a la maceracidn del nddulo en el 

mismo caldo para la propagacidn del actinomiceto, 

2,9,2. Propagacidn de ~ 

Para la propagacidn de ~ el medio de cultivo más em

pleado es el descrito por Murry y colaboradores 1984 al 

que se conoce como BAP, este contiene lOmM de piruvato de 
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sodio y 5mM de NH 4 Cl • ( 37 y 38) • Se han obtenido buenos 

resultados sustituyendo la fuente de carbono por propionate; 

succinato, manitol o fructosa. Estas variaciones se han 

hecho en funcidn de las diferentes cepas empleadas por eje~ 

plo: 1'.rankia NPI 0136010 utiliza como fuente de carbono 

propionato o acetato y es incapaz de usar he1oeas, pentoaea 

disacdridos y trisacaridos ( 23 ) • As! mismo se intr2 

ducen modificaciones a loe medios de cultivo dependiendo -

del objetivo del estudio. 

Tisa y Ensign que utilizaron un medio de crecimiento basal 

que contiene 20 mM MOPS (ác. morfolino propanol eulfonico) 

y 10 ml'l de KH~o4 (Buffer ll!P), pH 6.5, loa constituyentes 

siguientes fueron esterilizados por separado y afladidos al 

Buffer ll!P a las concentraciones finales indicadas: 10 mM 

N1!4Cl, 2,0 mM Mgso4 , 20)"M de Pec13 disueltos en 100 J"M 

de ác. nitrilo acetico y l.O lnM de Na~oo4 • 2 H2o, l ml 

de muestra de la mezcla de trazas de sal fué e.f!adida por 

litro de medio 1 .~eta mezcla contiene (en gr11111os por litro): 

5.0 MnC12 • 2H 20, 0.25 CuCl2• 2 H2o, 0,2 CoCl2• 6 B20, 0.5 

B3B03 1 LO ZnS04• 7 ª2º y lo.o CaCl2. 2 ª2º· 

Para determinar la f ormac16n de ves!culae y actividad de la 

nitrogenasa se recomienda el medio B (!Curry y colaboradorea) 

que es idéntico al medio BAP pero carente de nitrdgeno cos 

binado. ( 31 
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Un aspecto de interifs ee el referente a que el exti-acto de 

levadura dificulta el aislamiento de ~ ( 37 ) 

Las condiciones de cultivo varian para cepas aisladas de 

diferentes hospederos, fluctuando, la tempere.tura de 25º a 

.33 ° e y el pH de 6 .o a 7 .o. Este organismo se desarrolle. 

en condiciones estáticas y de agitación ( 3 ) 

Lo anterior indica que el aislamiento de ~ de difereE 

te origen implica la utilización de medios y condiciones 

de cuJ.tivo variables. Cuando se cultiva. a~ en un 

medio BAP, en periodos tempranos se observa crecimiento f.! 

lamentoso y excelentes velocidades de crecimiento; esta.a 

fueron mejoradas al usar volumenee grandes de cultivo, ag1 

tacidn y aireación. Lee condiciones óptimas eon pH 6.3 y 

33 ° C con loe que se registró el máximo desarrollo a las 

24 h. 

Cu.ando las cdlulaa de ~ se tranef ieren al medio B se 

observa la aparición de ves!cu.lse en pocos d!aa las cuales 

aumentan en nrunero progresivamente. En el medio B la cepa 

lli'PCcI 3 da lugar a la formación de abundantee esporangios 

y a la formación de vea!culas. 

Experimentos para determinar las condiciones más favore.bleo 

de cultivo para crecimiento de ~ HFPCcr3 fueron con-



n 
ducidos en cultivos en Batch, primero con un medio complejo 

y después con un medio definido, ensayos tempranos con di

chos medios como M6B (Baker y Torrey 1979), QMOD ( Lalonde 

y Ce.lvert 1979) y un medio complejo similar ( cf. Baker y 

Torrey 1 80) fallaron para producir un rápido crecimiento 

y el crecimiento vegetativo filamentoso fué frecuentemente 

anormal. 

Zha.ng y Torrey (1985) usaron el medio QMOD, un medio que 

contiene componentes orgánicos nitrogenados y l!pidos. 

(37, 14, 38 y 32). 

2.9,3. Conservación de Frankia 

Para la conservsción de ~ CpI1 aislada de Comptonia 

peregrina, Noridge recomienda la propagación en medio li

quido con la siguiente composición: (por litro de agua de

ionizada): 5g de succinato de sodio, O.lg de Cac12 • H20, 

0.2g de MgS04 • ?H2o, 0,43g de NH4c1, 6.8g de KB2Po4 y 0,5 

ml de solución de f ierro-EDTA consistente en 10 JD8 de 

Peso4 • ?H20 (por ml); 2 JD8 de EDTA y 0.15m& de Na2Moo4 y 

pH de 6,5. 200 ml de cultivo en matraces Erlenmeyer de 500 

ml, incubación durante 3 d!ae s 30• e con movimiento rota

torio a 200 rpm, cosechar las células y colocarlas en un 

homogenizador de tejidos tipo Dounce para dispersar los 

agregados de hifas, que se usarán en otros experimentos o 

para establecer nuevos cultivos. 
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Para un almacenamiento prolongado de cultivoe, las células 

de ~ se cosechen en la fase exponencial y se sus-

penden en glicerol ajustando le concentración final e 10 % 

(peso/vol). te euspenaión se enfr!a en un be.no de hielo por 

15 min y en tubos estériles se concentran las células por 

centrifugación, se congelen e -20º e por 2 a 4 h pare de! 

pues almacenar a -8o0 c , Bajo estas condiciones lee c~lulas 

permanecen viables por máe de l año ( 17 ) 

2.9.4. Inoculaci6n de ~ 

La inoculacidn se efectua en plántulas cultivados en inve~ 

nadero bajo condiciones controladas. Los soportes que se 

emplean para el desarrollo de loe diferentes hospederos 

pueien ser: Vermiculite, Agrolita, Perlita y arena de rio; 

la eolucidn nutritiva más frecuentemente reportada corree-

ponde a la eoluci6n de Crone'e ( )l ) • cuando las plá~ 

tt.ües tienen un te.msfio aproximado de 12.5 cm y suficiente 

re!z, ésta se inocula mediante la adición de un volumen c~ 

nocido en la parte superior del sistema radicular de cada 

planta, los arbolillos o plántula.e infectados son entonces 

empleados para evaluar el efecto del inoculente por diferen 

tea m4todos o bien se empleen directamente en prácticas de 

reforestación. 

El in6culo se prepara a partir de un macerado fresco de nÉ 

dulos o bien ae emplee un cultivo masivo joven o bien de 
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un concentrado de cdlulas conservadas en refrigeracidn en 

este último caso las células se suspenden en una dilucidn 

1:100. La concentración del indculo es dificil de este.nda-

rizar debido a que se trabaja con microorganismos filamen

tosos por lo que la proporción de c~lulas por ml de indculo 

ea variable, ( 71 26 y 27 ) 

En el caso de indculo procedente de macerados la cantidad 

de inóculo ee expresa como gramos de nddulo por ml de la 

suspensión a ser empleada como indculo, 

2.9,5, Metodolog!a para el aislamiento de vesículas 

En virtud de que la actividad de la nitrogenasa se ha 

detectado en las vesiculue u continuación se exponen loe 

métodos descritos para efectuar el aislamiento de vesículas 

a partir de n6dulos, la induccidn de veaiculae in vitro y 

la metodologia para su aislamiento y evaluación de la nitr.!a 

genaaa, 

Grupos de vesículas de ~ fueron aislados de nódulos 

de raices de lliveraas plantas no leguminosas. 

- Induccidn de vee!culas.- Pe.ra inducir el desarrollo de 

vesiculae y la actividad de nitrogenaea, las c~lulaa fueron 

ooseobadas despues de 14 diae de crecimiento en un medio 

que contiene 5.0 mM de NH 4cl y fueron lavadas 3 veces con 

un Buffer que contiene 20 mM de ácido morf olinopropanoeul-
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fonico (V.OFS) y 10 mM XH2Po4 a un pH 6.8. Las cdlulas la-

vadas fueron inoculadas dentro del medio de crecimiento 

oarente de una fuente de nitrdgeno combinado e incubadas 

por 4 dias a 25• C • El medio de crecimiento contiene 20mM 

de fructosa o succinato como fuente de carbono. 

Para aislar las ves!culas ea necesario hacerlo en un medio 

anaerobio, para esto los viales fueron sellados con tapones 

de neopreno y los tubos de centrifuga fueron sellados con 

una tapa de goma. Loe tubos, Buffere y soluciones fueron 

regados con nitrdgeno gaseoso por 15 min antes de sellarse. 

El recipiente sellado fud vaciado y regaeificado con argdn 

varias veces. Los gases usados fueron purificados paeando

los sobre un catalizador de cobre calentado a 180° C y en 

algunos casos al Buffer y a otras soluciones se lee agregd 

anaerobic8lllente l.O mM de d1tionato de sodio asegurando con 

esto proteccidn contra la exposicidn a oxígeno. Para tran~ 

ferir las soluciones se utilizaron jeringas que fueron pr~ 

vie.mente regadas varias veces con argdn o enju..._adae con 

un Buffer anaer<toio conteniendo ditionato de sodio. ( 32 ) 

2.9.5.1. ~dtodo de presidn de French. 

Después de una cosecha de cdlulas frescas o congeladas se 

situaron bajo una atm~sfera de argdn lavandoee dos veces 

con 25 mM de tris Cloruro de hidrdgeno- manitol o.5M-10 mM 

de Buffer di tionato de eodio, pH 7 .4 (Buffer Ti'.D), a 2o" e. 
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Las células se pasaron a través de una presidn de células 

de French de 10 000 a 12 000 lb/in2 a 4• e, b~jo una atmd! 

!era de argdn, La examinacidn microscdpica revela separa

cidn casi completa del micelio, sin un de.ilo aparente a las 

veeiculas. La auspensidn celular con vesiculas fué centri

fugada a 6000 x g por 5 min a 20 ° e, La fraccidn sediment! 

da contiene todas las vesiculas y algunos residuos celula

res por lo que con varias lavadas las veaiculae estarán co.!!! 

pletamente libree de residuos celulares y micelio. ( 32 ) 

2.9,5,2. Método de digestión con lisoeima, 

Deapues de una cosecha de células se lavan dos veces bajo 

condiciones anaerdbicas con Buffer Tlilll, se resuspenden en 

el mis1to Buffer con 125 r8 de lisosima por ml, incubandose 

en un cuarto de temeperatura por 3 h. 

2. 9, 5 .3, Método de separacidn sdnica 

Las células fueron lavadas dos veces en condiciones anaer~ 

bicas con Buffer TMD y separadas por sonicacidn por 3 a 

min bajo una corriente constante de gas nitrdgeno, se uti

lizd un Sonifer modelo Braun 350. ( 32 ) 

2,9,5,4, Método de densidad de centrifugacidn en un paeo 

de gradiente con sacarosa. 

La solucidn de sacarosa fué hecha en medio (pH 6.5) conte

niendo por litro: 5g de succinato de sodio, O.lg de Cac12 



0.2g de V.gS04 • 7 H20, 5 mg do Feso4 • 71120 1 1 ~g de EDTA, 

0.075 mg de Na;¡Uo04 y 1.36g de KH2Po4• 
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Las célul.as se colectaron sobre papel filtro por filtracidn 

en vacio, fueron removidas y colectadas en tubos de centri 

fUga de 50 ml. Las c'lulas fueron suspendidas en 20m1 de 

50% (peso/vol) de sacarosa y homogenizadas por 5 min con t.tn 

homogenizador de tejidos Polytron, para liberar las vesíc~ 

las de las hifas. Las muestras fueron removidas periodica

mente y ezaminadas microscdpicamente hasta que la mayoria 

de las vesículas estuvieran libres de las hifas. Esta sus

pensidn fué transferida a tubos de ultracentrífuga, a,gre

gandoae 10 ml de sacarosa 50% 1 esta suspensidn celular fué 

dispersada con varillas de vidrio. Se sobreponen 5 ml de 

sacaroea 40~ {peso/vol), los tubos fueron centrifugados a 

100 000 x g a 20º e por l h. La banda de vesículas fué 

removida con pipeta Pasteur y deapu~s se transfiere en un 

medio de nitrdgeno libre sin sacarosa, las vesículas se l~ 

varon 3 veces con 15 ml de medio de nitrdgeno libre por 

centrifugacidn a 20 000 x g por 10 min para remover el exc~ 

so de sacarosa, ( 17 ) 

Un método similar al anterior fué utilizado para separar 

grupos de vesículas de preparados de nddulos de raices de 

!• ~. el procedimiento es de filtracidn-homogenizacidn 

sin sacarosa, en este estudio se concluye que las vesículas 
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de ~ aisladas por este m'todo esttln suficientemente 

puras para ser usadas en los estudios de metabolismo de 

10 • Las vesiculaifueron contadas usando 

une camara Petroff-Hausser con un microecopio de contraste 

de fase con una amplificacidn de 400 x • ( 38 1 32 ) 

De loe m'todoe usados para aislar vesículas los mejores r! 

sultados fueron obtenidos por el mdtodo de presión celular 

de Prench con el cual se logra Wl8 separacidn completa de 

las vesículas sin presentar ningd.n dallo. 

2.10 Perspectivas de la inoculacidn con l!:!!:!!!! 

Con objeto de potencializar la fijacidn de nitrdgeno que 

se presenta en las plantas actinorr{cicas, se han realizado 

diversos estudios en los que se pretende seleccionar a las 

cepas que eetable1can simbiosis más eficientes con loe di

ferentes vegetales. Los criterios adoptados correaponden a1 

especificidad. ~n relacidn a esta característica se han in2 

culado cepas aisladas de Alnus en hospederos de diferente• 

gdneros observandoee una mejor respuesta con la inoculacidn 

de cepas homdlogas lo que ha conducido al establecillliento 

de dos grupos hospederos. 

Reddellt y Bowen en 1985 para demostrar la especificidad 

huesped-~ realizaron un estudio en el que emplearon 



a Casua.rina, Allocasuarina y Gymnoatoma como hospederos y 

loe inocularon con 38 cepas de ~ aisladas de diferen 

tes hospederos, sus resultados indican que se forma un 

mayor ntlmero de ndduloe cuando las cepas procedían del ai~ 

lamiento de hospederos del mismo género y que con cepas 

heterdlogas se presentd en la minoria de los casos lo que 

confirma la especificidad intergenérica en la 

Casuarinaceae. 

familia 

Otra observacidn corresponde a que algunas cepas de ~ 

tienen un r8?J80 mas amplio de plantas huesped en tanto que 

otras solo son capaces de nodular en especies de un solo 

gdnero. Esto il.ltimo indica la necesidad de mayor investi!I!! 

cidn para elucidar la naturaleza de la especificidad ( 24 ) 

Otro aspecto de interds corresponde a las caracterfsticas 

de lee cepas relacionadas con su capacidad para formar o 

no esporas, en este sentido la eficiencia para fijar nitrÉ 

geno ha sido correlacionada al tipo de esporulacidn de ce

pas ( sp+ o ep- ), siendo el tipo sp- el mas eficiente 

(Normand y Lalonde 1982, Vandonbosch y Torrey 1984). Bato 

ha sido explicado como que la energía utilizada para la 

formacidn de esporas y propagacidn de la especie disminuye 

la eficiencia en la fijacidn de nitrdgeno. Sin embargo se 

requiere de mas investigacidn en este aspecto debido a que 
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algunas cepas de ~ que no eeporulan en el in:~~lh~itC1~ 
de los n6dulos al .ser aisladas esporulan in vitro sin 

haberse determinado las causas que impiden la esporulaci6n 

en la asociaci6n. 

Weber en 1986 estudio la distribuci6n de nódulos sp (+) y 

sp (-) en!· ~y!• glutinosa, el muestreo lo realizo 

en diferentes ecosistemas de Finlandia, observando que !• 
glutinosa ae distribuye predominantemente en suelos con 

alta humedad y en ella detectaron nddulos sp (-) en tanto 

que !• ~ que se diatrib~ye en suelos secos presenta 

nódulos sp (+) y concluye que el status del suelo o habitat 

de las 2 plantas hospederae determinan la infección por 

diferentes tipos de ~· Batos resultados ooinciden con 

lo reportado para ~ rugosa y !• .6!!!! que relacionan 

la cantidad de nódulos ap (+) y con pH dcido del suelo, 

Redellt y Bowen indican al fdsforo como un factor del sue

lo que limita no solo el desarrollo de las plantas si no 

tambien la nodulación y la fijación de nitrdgeno en la fa

milia Casuarinacoae,dste factor parece afectar mds al g'n.!! 

ro Caeuarina que a Allocasuarina en donde la nodulacidn es 

mas irregular bajo las mismas caracter!aticas de suelo, 

Rodriguez y colabQradores en 1988 indican que las cepas sp 

( +) no necesariamente forman esporas Jent1•0 de loa ndduloa 



si no que ésta caracteríetica ee influida por el hueeped y 

las condiciones ambientales por tanto la caracteríetica de 

cepae que no esporulan no debe eer empleada como criterios 

de seleccidn y consideran que para aclarar lo referente a 

compatibilidad o especificidad ea necesario mejorar las te! 

nicas de aislamiento y medios de propagacidn a fin de aol_!! 

rar las siguientes dudas: l.- ¿ Porqu¿ una cepa que espo

rula en cultivo puro,no lo hace en asociacidn ?. 

2.- ¿ Porque una cepa aislada de un género, es incapaz de 

reinfectar al mismo hospedero?. 

3.- ¿ Como se explica la presencia de más de una cepa en el 

mismo nddulo o en la misma planta?. 

Otra característica corresponde a la posibilidad de produ

cir o. no a la enzima hidrogenasa, reportlindose cepas Hup• 

En relacidn a esto Sellested y colaboradores en 

1984 indican que la captacidn de hidrógeno por las cepas 

Hup• puede ser tambien una característica importante en la 

eficiencia de la eimbidsie. 

Es importante mencionar que loe factores ambientales infl~ 

yen en la nodulacidn y fijacidn de nitrdgeno, el nitrdgeno 

ha recibido mayor atencidn debido a su capacidad para limi 

tar la fijacidn de nitrdgeno: altas concentraciones de ni

trdgeno combinado inhiben localmente la nodulacidn y afectan 

el metabolismo de toda la planta además de retardar su no-



dulación (Pizelle, 1966, Pizelle, 1984). 

Sin embargo Mac Kay y colaboradores en 1987, establecieron 

un experimento con !• glutinosa, en él probaron una serie 

de arbolillos no inoculados a loe que se adicionaron doeie 

crecientes de nitrógeno mineral (O, 2, 5, 10, 25 y 100~ ), 

una segunda serie inoculada y a la que se le di~ loe miemos 

tr-tamientoe de nitrógeno, loe resultados indican que el 

crecimiento de plantas no inoculadas depende directamente 

del nitrógeno que se le swninietró. Observdndoee que entre 

loe 62 y 69 diae despuee do iniciar el experimento las pl"!! 

tas sin nitrógeno y no inoculadas mostraron un desarrollo 

escaso y una apariencia clordtica en tanto que el crecimieB 

to de las plantas en loe otros tratamientos fud directameB 

te proporcional al nitrdgeno añadido. Por otra parte en lae 

plantas inoculadas se observd que en los tratamientos sin 

nitrdgeno la actividad de la nitrogenaea evaluada por 

reduccidn de acetileno se inicio entre loe 44 y 77 diae y 

aumentd progresivamente hasta los 126 diae. Respecto a los 

tratamientos con nitrógeno se obeervd una actividad de 

la nitrogenaea mayor y ésta fué detectada deepuls de loe 

44 dias obeervi!ndose una eetimulacidn por efecto de las d~ 

sis crecientes de nitrdgeno mineral excepto en el trata

miento 10~ en donde la actividad fud nula. 

Los resultados demuestran que la adicidn de nitrdgeno com-
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binado acelera el establecimiento de fijación de nitrógeno 

en le. simbiosis ~-~· 

Une. conclusión más de este estudio corresponde e. que le.e 

cepas de~ ep (-) son más eficientes que las cepas 

sp (+) lo que confirme. los resultados expuestos por otros 

autores, (Normand y Lalonde, 1982; Selletedt y colabore.do

res, 1986¡ Vandenbosch y Torrey, 1984; Vandenboech y Torrcy 

1985). ( 6, 9, 34 ) 
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RESUJ>'.EN 

Le fijación biológica del nitrógeno llevada a cabo por mi

croorganismos colonizadores de la Rizoafera ea importante 

por contribuir a enriquecer el suelo de compuestos nitro

genados indispensables para las plantas, loe cuales loa 

necesitan para su crecimiento. Estos microorganismos pueden 

ser de vida libre o encontrarse asociados eimbidticemente 

con plantas superiores, de datos loa más importantes son 

los segundos por contribuir con mayor cantidad de ni

trógeno al suelo. 

El microorganismo ~ es una bacteria filementosa del 

suelo que penetra, infecte y nodula plantas arbóreas no 

leguminosas conocidas com actinorr!cicaa ( actino, por 

actioomycetoe y rhizoa, ra!z), estas plantea son importan

tes por tener múltiples usos, tales como combustible de 

madera, madera de construcción, además de que algunae de 

ellas son frutales y otras son usadas como medioinalee. 

Este trabajo es una recopilac16n bibliogriifica de 1986 a 

1989 sobre la asociación de ~ con las plantee act1-

norrícicaa abarcando loa aspectos morfoldgicoe del micro

organismo, el proceso de infección y metodolog!a para lle

var a cabo su aislamiento. 
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CONCLUSIO!lES Y RECOMENDACIONES 

1.- La información consultada confirma la importancia 

del estudio y aplicación de esta simbiósis, la que reperc_!!: 

te en la incorporación de nitrógeno atmosférico a formas 

asimilables y especialemente por la amplia distribución 

climática de loe vegetales actinorr!cicos y debido a que 

tienen la capacidad de prosperar en condiciones adversas, 

2,- Se requiere de mayor investigación sobre ésta asocia

ción para establecer ~l o loe mecanismos de reconocimiento 

e infección, así como de las condiciones en que ee lleva a 

cabo el proceso de fijación de nitrógeno. 

3.- El uso de inoculantee con ~ ofrece una alternatl:_ 

va a mediano y largo plazo para recuperar suelos degradados. 

Para ello ea necesario aclarar aspectos referentes a especl:_ 

ficidad de loe simbiontes así como de las condiciones que 

limitan o favorecen el establecimiento de la eimbidsis, 

4,- México cuenta con una gran variedad de climas y suelos, 

pero existe poca información sobre la distribución de plB.B 

tas actinorrfcicas, las que probablemente ~xisten en abun

dancia. 

5.- Con base •n lo anterior y de que en la Reptiblica Mexic~ 
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na ee reporte le pérdida y degradaci6n de grandes superfi

cies de suelo, ea recomendable hacer un inventario de le 

distribuci6n de vegetales ectinorrícicoe, investigar si 

éstos presenten nodulación y aplicar loe resultados de 

otros paises para efectuar el aisle.miento e inoculecidn 

con cepas nativas a fin de fortalecer el potencial natural 

que ofrecen estos vegetales en el mantenimiento de la fer

tilidad y recuperación de suelos. 
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