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¿Por qué estamos interesados en los eventos biológicos del
proceso de infección de las raíces de leguminosas por Rhizo-
bium?

El establecimiento de una asociación simbiótica de fijación
de nitrógeno enite Rhizobium y una planta huésped, leguminosa,
puede separarse en tres etapas que son más o menos distintas:
(1) infección de las raíces de las plantas, (2) inducción o forma-
ción de nodulos dentro de las raíces y (3) fijación de nitrógeno
dentro de los nodulos. Nodulación y subsecuentemente fijación
de nitrógeno dependen en el éxito de la etapa de infección. Es
obvio que sería muy importante tener un sistema rizobia-
leguminosa en el cual las infecciones de las raíces ocurran tem-
prano y en gran número. Esto resultaría en la formación de
nodulos y fijación de nitrógeno en una etapa crítica en la vida
de la planta. Esta fuente de nitrógeno puede aumentar la sobre-
vivencia y el crecimiento de las plantas y por ende el rendimiento
bajo condiciones limitantes de nitrógeno del suelo, lo cual es
el objetivo final de la inoculación de leguminosas con Rhizo-
bium.

Es por esta razón que estudiamos el proceso de infección
de las raíces de leguminosas por Rhizobium. Cuando compren-
damos mejor la biología de ese proceso es posible que podremos
manipularlo con más eficiencia bajo condiciones de campo y
así amplificar la fijación de nitrógeno por las leguminosas cul-
tivadas.

Aunque el proceso de infección viene siendo estudiado
desde el siglo pasado, este no fue descrito en forma completa y
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ordenada hasta después de Fahraeus (1957) diseñó la técnica
que se ha popularizado como el método de Fahraeus para el
estudio de la infección de las raíces por elRhizobium. Hasta ese
morpento, se habían hecho pocos estudios en los aspectos
biológicos de la simbiosis. Los trabajos se habían concentrado
en los aspectos más prácticos de la nodulación como eran la
selección de cepas y el desarrollo de sistemas de inoculación
que aseguraran una buena nodulación y por lo tanto un buen
suministro de nitrógeno para los cultivos.

Después de la aparición de los estudios de Fahraeus, hubo
un aumento en el número de publicaciones acerca de la biología
de la infección que aún persiste. Actualmente disponemos de
varias excelentes revisiones de literatura entre las cuales están
las de Dart (1974} 1975 y 1977), Fahraeus y Sahlman (1977),
y Dazzo(1978b).

En este momento sabemos cuales son los eventos que
ocurren durante la infección pero no sabemos qué los causa;
en otras palabras, ¿cuáles son los mecanismos bioquímicos de
esos eventos?

En la presente revisión vamos a enfatizar en los descubri-
mientos más recientes que se han hecho al nivel molecular
acerca del proceso de infección, sin tratar de ser exhaustivos.
Por supuesto que una buena parte de la discusión va a ser a
nivel puramente especulativo puesto que todavía no se tiene
suficiente información.

El primer paso en la infección es la colonización de la
rizósfera por el rizobio. El estímulo del crecimiento de la bacteria
en la rizósfera parece no ser específico para cepas capaces de infec-
tar la leguminosa sino general, para muchos microorganismos
(Peters y Alexander, 1966). Sin embargo se han descrito casos
en los cuales las secreciones radicales estimulan selectivamente
a las cepas de R/ii-obiitni del grupo infectivo asociado con la
planta, como ocurre con las secreciones de homoserina por las
raíces de alverja, sustancia que es utilizada preferencialmente
por R: ¡cguniinosantm (Egeraat, 1975). Además de esto, se ha
demostrado, que algunos rizobios presentan quimiotaxis posi-
tiva hacia las raíces de ciertas plantas, aunque no exclusiva-
mente por leguminosas (Currier y Strobel, 1977).
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Al mismo tiempo de estar siendo colonizada la raíz por el
rizobio, se presenta el fenómeno de laadsorpción delRhizobium
a las raíces. Hay varios mecanismos por los cuales los microorga-
nismos se adhieren a las raíces. Unos son generales y otros son
específicos para ciertas cepas y ciertas plantas. El tema ha sido
recientemente revisado por Dazzo (1978a).

En un tipo de adsorpción están involucradas las lectinas,
que son proteínas o glicoproteinas que tienen la capacidad de
reconocer y unirse a ciertos azúcares en una forma muy espe-
cífica. La participación de las lectinas en la adsorpción selectiva
del rizobio a las raíces de las leguminosas fue sugerido por pri-
mera vez por Bohlool y Schmidt (1984) en sus estudios de la
nodulación de soya por R. ¡aponicit.ni. De acuerdo con el mo-
delo propuesto por Dazzo y Hubbelí (1975a) para explicar la
especificidad de infección en trébol, una lectina, llamada
trifoliin, reconocería y se uniría a un antígeno común presente
tanto en la superficie de la bacteria como en la pared celular
vegetal (Dazzo, 1978a; Dazzo et al., 1978). La lectina sería
al menos bivalente de modo que formaría un puente entre dos
antígenos comunes absorbiendo la bacteria a la superficie de
la raíz (Dazzo. 1978b). Otro modelo propuesto por Solheim
(1975) indica que la pared celular del pelo radical posee un
"factor estabilizante" que es liberado yendo a unirse a un "fac-
tor deformador" en la superficie de la bacteria. La combina-
ción de los dos factores sería la que le conferiría a la bacteria
afinidad por ciertos sitios receptores en la pared del pelo radical.

La selectividad de la adsorpción del Rliizoblurn infectivo
a las células de la leguminosa homologa ha sido demostrada en
soya (Bal et al., 1978; Bohlool y Schmidt, 1974), trébol (Dazzo
et al., 1976) y guisante (Sanders et al., 1978). En leguminosas
tropicales, sin embargo) parece que la adsorpción no es un
fenómeno que contribuya fundamentalmente a la selectividad
de la infección (Dazzo y Hubbell, 1975b).

La adsorpción del rizobio a la superficie de las células
vegetales es necesaria para la infección pero no es el único
factor involucrado en la selectividad de la nodulación (Dazzo,
1978b). Por ejemplo, híbridos de Azotobacter vinelanüii
obtenido por transformación con DNA de Rhizobmm trijolii
y que poseen el receptor para trifoliin pueden adsorverse a la
superficie de los pelos radicales de trébol pero no pueden infec-
tarlo (Bishop et al., 1977).
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A medida que el rizobio crece en la rizósfera produce sus-
tancias que deforman los pelos radicales. Hay varias categorías
de deformación, como lo explican Yao y Vincent (1976):
deformación moderada, ramificación y deformación extrema.
La deformación moderada no es especifica; puede ser causada
por rizobios heterólogos, y en la producción de la cual parecen
estar involucradas hormonas de crecimiento sintetizadas por el
rizobio. La ramificación de los pelos radicales parece ser produ-
cida por un polipéptido pequeño (p.m. 5000) muy difusible y
extremadamente activo (Ljunggren, 1969; Yao y Vincent, 1976;
Solheim y Raa, 1973). Este tipo de deformación es más especi-
fico que el primero mencionado pero también, a veces, se ob-
serva en combinaciones no homologas. La deformación extrema
consiste en el torcimiento en 180 grados de la punta del pelo
radical formando lo que se conoce como el ''cayado del pastor".
Esta deformación extrema es observada únicamente en las com-
binaciones homologas Rhizobium-leguminosa y es producida
por un factor que no difunde o sea que parece estar unido a la
superficie de la bacteria (Yao y Vincent, 1976).

El siguiente paso en la infección es la formación del hilo
infectivo. El comienzo del hilo infectivo fue (y todavi'a lo es
hasta cierto punto) un tema debatido. Tres teorías se lanzaron
para tratar de explicar esta etapa de la infección. Una de ellas,
propuesta por Dart y Mercer (1964), indicaba que habían for-
mas pequeñas, cocoideas y multiflageladas del Rhizobium que
pasaban a través de intersticios entre las microfibrillas de celu-
losa de la pared del pelo radical y eran las causantes de la infec-
ción. Nutman (1956) propuso que el hilo infectivo es el efecto
de una inversión del crecimiento del pelo radical. De alguna
forma el rizobio influiría en el mecanismo regulador de la sínte-
sis de la pared celular para dirigir su crecimiento hacia adentro.
Según esta teoría no hay ruptura de la pared celular sino una
invaginación de ella. Ljunggren y Fahraeus (1961) propusieron
que el rizobio produciría un polisacárido determinado que in-
ducía la producción de poligalacturonasa por la planta con el
consecuente ablandamiento de la pared del pelo radical y for-
mación del hilo infectivo. Esta inducción específica de la pro-
ducción do poligalacturonasas por la planta no pudo ser com-
probada por otros investigadores (Lillich y Elkan, 1968; Mc-
Millan y Cooke, 1969; Solheim y Raa, 1971). Sin embargo, en
trabajos recientes se han obtenido resultados positivos apoyan-
do la teoría de Fahraeus de la inducción específica de la pro-
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ducción de poligalacturonasas por la planta inducida por Rhizo-
bium homólogos (Palomares, 1975; Olivares et al., 1977).

Recientemente nosotros demostramos que el Rhizobium
creciendo en forma libre es capaz de producir enzimas pecto-
líticas (Hubbell et al., 1978). Esta búsqueda se había hecho
anteriormente (McCoy, 1932; Smith, 1958; Ljunggren, 1969)
pero el método utilizado en estos experimentos no tenía la sen-
sibilidad necesaria para detectar las cantidades mínimas de
enzima que se producen. Nosotros utilizamos el método de
pocilios en placas de petri el cual tiene mucho mayor sensibi-
lidad.

Algunos trabajos de microscopía electrónica del proceso
infectivo (Napoli y Hubbell, 1975; Chandler, 1978) indican
que hay cierta destrucción de la pared celular vegetal cercana
a las bacterias invasoras. Además en el caso de la infección de
las raíces de maní, estudiadas por Chandler (1978), el rizobio
penetra la raíz intercelularmente y solo algo adentro de la cor-
teza radical es cuando viene a introducirse dentro de las células.
Durante esta primera etapa intercelular se observa una hidró-
lisis de la lámela media. Estas observaciones sugieren la idea
de que no sólo deben producirse pectinasas durante el proceso
de infección sino también celulasas y tal vez hemicelulasas. Se
ha demostrado, hace poco en nuestro laboratorio, que el rizo-
bio también produce celulasas y otra enzima, la cual aún no ha
sido bien caracterizada, pero que sospechamos es hemicelulasa
(Martínez-Molina et al., en publicación). Las celulasas produci-
das son del tipo denominado Cx.

Se ha observado diferencias en el tipo y las cantidades de
enzimas celulíticas producidas entre Rhizobium de crecimiento
rápido y lento. Esta observación refleja las diferencias en el
sistema de infección entre ambos grupos de microorganismos.

El estudio de la producción de enzimas hidrolíticas por el
rizobio está en su etapa inicial. No se ha comprobado aún que
jueguen un papel en el proceso de infección aunque es fácil
imaginar que si. En el caso de aceptar esta hipótesis, ¿cuál sería
la función de estas enzimas?

Después o durante la colonización de la raíz el rizobio se
adhiere a la pared celular del pelo radical a través del puente
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formado por la lectina la cual se une específicamente al antí-
geno común riz o bi o-leguminosa. Una sustancia no difusible
causa la distorsión extrema del pelo radical con la formación
del "cayado del pastor". La punta del pelo radical, comple-
tamente distorsionada, encierra Rhizobium permitiendo el
aumento de concentración de algunos metabolitos, entre
ellos las enzimas hidrolíticas, que debilitarían la pared celular
incrementando el paso de sustancias o sea estableciendo una
comunicación bioquímica más íntima entre la bacteria y la
leguminosa. Este intercambio daría como resultado la relocali-
zación e inversión del crecimiento de la pared celular lo cual
causaría la formación del hilo infectivo. La naturaleza de las
sustancias que se intercambiarían ya se ha convertido en un
tópico de discusión en nuestro laboratorio y probablemente
lo sea durante algún tiempo. Estos metabolitos pueden ser
proteínas similares a las que funcionan en la regulación y di-
rección de la biosíntesis de la pared celular o quizás que acti-
varían genes en la planta que hasta ese momento no se habían
expresado. También pueden ser, porque no, ácidos nucleicos
que serían transcritos por la planta en una forma semejante a lo
que ocurre en las infecciones por Agrohacterium.

Otra función de estas enzimas hidrolíticas podría ser la
liberación de las lectinas de la pared celular aumentando la ra-
pidez de la etapa de adherencia. Se ha comprobado que las
enzimas pectinolíticas liberan proteínas que están unidas a la
pared celular vegetal (Strand et al., 1976).

La deformación pronunciada puede ser causada, al menos
en parte, por alguna de estas enzimas. Las poligalacturonasas,
por ejemplo, generalmente se presentan fuertemente adheridas
a la superficie bacteriana, lo que las hace muy poco difundibles,
son producidas en muy pequeñas cantidades y ciertamente
tienen que causar algún efecto en las puntas de los pelos radica-
les los cuales están compuestos casi exclusivamente por pectina.

Un paso más avanzado en el proceso de nodulación es la
salida del Rhizobiuní del hilo infectivo, ya en la corteza radical,
con la formación de las vesículas bacteroidales; el cual puede ser
causado por un nuevo balance en la concentración de las dife-
rentes enzimas hidrolíticas.

El concepto de especificidad de la nodulación podría ser
investigado desde el punto de vista de la especificidad enzima-



1986 HUBBELL: PROCESO DE INFECCIÓN

sustrato de estas hidrolasas. La variedad de las enzimas hidroliti-
cas es enorme. Algunas atacan los extremos de las moléculas y
otras cortan en el centro de ellas. Unas actúan con cierto grado
de esterificación como es el caso de las pectinesterasas o con
cierto grado de hidrólisis o sustitución como es el caso de las
celulasas Cx. Además de esto, la síntesis de éstas enzimas está
regulada por una variedad de controles. Algunas son producidas
constitutivamente mientras que otras son inducidas por ciertas
sustancias y reprimidas por otras (véase Rexova-Benkova y
Markovic, 1976; Whitaker, "1971; Dekker y Richards, 1976). La
capacidad de un microorganismo para degradar un polisacárido
dependería de su capacidad de producir el grupo completo de
enzimas hidrolítícas, y la velocidad de degradación dependería
de la cantidad de enzimas producidas y del balance de concen-
tración de estas enzimas. Existe un buen cúmulo de evidencia a
favor del papel de la especificidad de las enzimas, que degradan
los componentes de la pared celular producidas por un patóge-
no, en la especificidad de infección. Pequeños cambios en la
composición de la pared celular que hacen estas enzimas inope-
rantes dan como resultado una planta resistente a la infección
(Albersheim et al., 1969). Hay que tener en cuenta que ningún
organismo que produzca ya sea enzimas pectinolíticas, celulf-
cas o hemicelulíticas produce un solo tipo de ellas y a veces no
solo produce varios tipos de enzimas sino un grupo de isoenzi-
mas de cada uno de ellas.

En conclusión, si la característica de estas enzimas es la
variedad, lo más probable es que vayamos a encontrar la misma
variedad cuando estudiemos más a fondo la producción de
enzimas hidrolíticas por Rhizobium y tal vez se encuentre que
operen como otro punto de selección en la nodulación do las
leguminosas además del de adherencia a través de una lecüna.

Estos estudios recientes del proceso de infección tienen un
potencial considerable para aplicación práctica en relación ai
mejoramiento de la metodología de inoculación como ya existe.
Por ejemplo, sabemos que las enzimas hidrolíticas extracelulares
de Rhizobium son inducibles. Si se crece el inoculante bacteria-
no bajo condiciones de inducción de esas enzimas, en unión a
fuentes apropiadas de carbono en el medio de crecimiento, en-
tonces las enzimas críticas para la infección están ya presentes
en las células cuando se formula el inoculante y esas células son
altamente infectivas. También, es posible añadir materiales
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inducibles a la turba para asegurar que las células se mantengan
en una condición altamente infectiva hasta el momento de la
inoculación. De la misma manera, es posible añadir materiales
inductores al pegante, como la goma arábica, que se usa para
aplicar inoculante de turba a la superficie de las semillas de legu-
monosas antes de sembrarlas. Así podemos asegurar la presencia
de rizobios infectivos en la rizósfera de la semilla ya germinada.
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Este volumen presenta un enfoque básico sobre los con-
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las provocan. También hace una descripción de las cate-
gorías taxonómicas en que se agrupan los patógenos y
se incluye información sobre la manera de obtener
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Además, contiene 25 hojas informativas ilustradas sobre
igual número de enfermedades que afectan diferentes
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