
Artículo de Revisión Rev. Fitotec. Mex. Vol. 49 (3): 377-383, 2026

Recibido: 06 de abril de 2025
Aceptado: 11 de marzo de 2026

DOI: https://doi.org/10.35196/rfm.2026.3.377

RESUMEN

La fijación biológica de nitrógeno (FBN) es un proceso esencial en la 
agricultura, ya que permite que ciertos microorganismos conviertan el 
nitrógeno atmosférico (N2) en formas asimilables por las plantas. Este 
mecanismo es clave para reducir la dependencia de fertilizantes nitrogenados 
sintéticos, cuya producción y uso contribuyen significativamente a la 
contaminación del aire y el agua. Las técnicas isotópicas basadas en ¹⁵N han 
sido fundamentales para evaluar con precisión la contribución del N derivado 
de la atmósfera (Ndda) en diferentes sistemas agrícolas. Estas metodologías 
han permitido estimar la eficiencia de la FBN en diversas especies vegetales, 
así como identificar factores que influyen en este proceso, como el tipo 
de cultivo, la biodiversidad microbiana, las condiciones ambientales y 
las prácticas de manejo agrícola. En México, el estudio de la FBN ha sido 
relevante para optimizar la producción de cultivos estratégicos, como el frijol, 
permitiendo estimar con precisión la cantidad de N2 biológicamente fijado y 
comprender los efectos de factores ambientales sobre este proceso. Además, 
estas técnicas han sido fundamentales para evaluar el comportamiento de 
cepas de Rhizobium y otros microorganismos diazotróficos en distintas 
condiciones. El estudio y evaluación de microorganismos fijadores de N₂ 
ha generado bases científicas para el desarrollo de biofertilizantes, como 
estrategia para mejorar la productividad agrícola en México y el mundo. La 
experiencia generada en México en este campo destaca el potencial de estas 
metodologías para promover una agricultura más eficiente y sostenible. Este 
trabajo analiza y sintetiza la contribución de las técnicas isotópicas de ¹⁵N en 
la evaluación de la FBN en México, con énfasis en los avances metodológicos 
y su aplicación en cultivos estratégicos y microorganismos fijadores.

Palabras clave: Biofertilizantes, diazótrofos, eficiencia, Rhizobium.

SUMMARY

Biological nitrogen fixation (BNF) is an essential process in agriculture, 
as it allows certain microorganisms to convert atmospheric nitrogen (N₂) 
into forms that plants can assimilate. This mechanism is key to reducing 
dependence on synthetic nitrogen fertilizers, whose production and use 
contribute significantly to air and water pollution. Isotopic techniques based 
on ¹⁵N have been fundamental for accurately assessing the contribution of 
nitrogen derived from the atmosphere (Ndfa) in different agricultural systems. 
These methodologies have made it possible to estimate the efficiency of 
BNF in various plant species, as well as to identify factors that influence this 
process, such as crop type, microbial biodiversity, environmental conditions, 

and agricultural management practices. In Mexico, the study of BNF has been 
important for optimizing the production of strategic crops such as beans, 
allowing for the precise estimation of the amount of biologically fixed N₂ and 
an understanding of the effects of environmental factors on this process. 
Furthermore, these techniques have been essential for evaluating the behavior 
of Rhizobium strains and other nitrogen-fixing microorganisms under 
different conditions. The study and evaluation of N₂-fixing microorganisms 
have provided a scientific basis for the development of biofertilizers as a 
strategy to improve agricultural productivity in Mexico and around the world. 
The experience gained in Mexico in this field highlights the potential of these 
methodologies to promote more efficient and sustainable agriculture. This 
paper analyzes and synthesizes the contribution of ¹⁵N isotopic techniques 
to the evaluation of biological nitrogen fixation (BNF) in Mexico, with an 
emphasis on methodological advances and their application to strategic crops 
and nitrogen-fixing microorganisms.

Index words: Biofertilizers, diazotrophs, efficiency, Rhizobium.

INTRODUCCIÓN

   A nivel mundial, la baja disponibilidad de N representa 
el principal factor limitante de los cultivos en los sistemas 
agrícolas modernos. Aproximadamente, el 50 % de la 
población humana depende de alimentos producidos 
mediante fertilizantes N sintéticos a través del proceso 
Haber-Bosch, el cual convierte el N2 en amonio (NH4

+) 
(Penuelas et al., 2023). Los fertilizantes N coadyuvan 
a la producción y seguridad alimentaria global pero 
también contribuyen a la contaminación del aire y del 
agua, así como al cambio climático. En la rizósfera de los 
cultivos, los microorganismos desempeñan funciones 
esenciales en el crecimiento y la sanidad de las plantas, 
influenciadas por el carbono excretado y la disponibilidad 
de nutrientes limitantes en el suelo, como el fósforo; 
ambos factores restringen la colonización microbiana 
(Yunpeng et al., 2024). Las rizobacterias benéficas tienen 
el potencial de ser desarrolladas como biofertilizantes 
o bioinoculantes, para sostener el desarrollo agrícola a 
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través de diversos mecanismos, destacando, desde el 
enfoque nutrimental, la fijación biológica del N (FBN) y la 
solubilización de nutrimentos (Fanai et al., 2024; Grageda-
Cabrera et al., 2012). La FBN en cultivos de leguminosas y 
no leguminosas es un servicio ecosistémico que mejora 
la disponibilidad de N del suelo y reduce la necesidad 
de fertilizantes N sintéticos (Koch y Sessitsch, 2024). 
Complementariamente, los avances metodológicos e 
instrumentales de las técnicas isotópicas de 15N, uno de 
los dos isótopos estables del nitrógeno (14N: 99.634 % y 
15N: 0.366 % de abundancia natural) (Coplen et al., 2002) 
han sido fundamentales para evaluar la eficiencia en el 
uso de fertilizantes N (Grageda-Cabrera et al., 2018) y la 
cantidad de N derivado de la atmósfera (Ndda) fijado por 
los cultivos, permitiendo analizar el impacto de factores 
como las especies vegetales, el clima y la fertilización 
nitrogenada en los sistemas agrícolas (Grageda-Cabrera 
et al., 2011; Grageda-Cabrera et al., 2003; Vera-Núñez et 
al., 1999).

La FBN cuantificada mediante técnicas isotópicas de 
15N ha permitido estimar que la proporción de Ndda en 
leguminosas varía entre 5 y 99 %, con un promedio del 68 %. 
Comparativamente, las leguminosas forrajeras presentan 
valores elevados de FBN, con promedios de hasta 75 % de 
Ndda, mientras que las leguminosas de grano muestran 
mayor variabilidad, con rangos de 38 a 85 %, dependiendo 
de la especie y de las condiciones climáticas (Ghafoor et al., 
2024; Peña-Cabriales y Grageda-Cabrera, 1997). Cálculos 
globales han estimado que la FBN aporta aproximadamente 
300 Tg N año-1 a la biosfera (Fowler et al., 2015). En conjunto, 
estos antecedentes evidencian la alta variabilidad del Ndda 
y la complejidad del proceso de FBN, determinado por 
factores como las características de la especie vegetal, las 
condiciones ecológicas y la competencia en los sistemas 
de cultivo. Estos descubrimientos enfatizan el potencial de 
la FBN para la sostenibilidad de los sistemas agrícolas, al 
mejorar la disponibilidad de N y reducir la dependencia de 
fertilizantes N sintéticos y, en particular, la susceptibilidad 
a los desafíos del cambio climático, como la sequía y su 
interacción con la fertilización N complementaria para no 
inhibir el proceso de FBN.  En México, la aplicación de estas 
metodologías ha permitido analizar esta variabilidad en 
condiciones ambientales contrastantes, especialmente en 
cultivos de leguminosas, donde se ha evaluado la influencia 
de factores como el estrés hídrico, la fertilidad del suelo y 
la interacción planta–microorganismo sobre la eficiencia 
de la FBN. En este contexto, el presente trabajo examina 
los aportes realizados en México en el estudio de la FBN 
mediante técnicas isotópicas de 15N, diferenciándolos 
del marco conceptual y metodológico establecido a nivel 
internacional, a partir de trabajos publicados desde la 
década de 1980 hasta la actualidad.

Ecología de Rhizobium y su estudio en México

A partir de los trabajos de investigación sobre la FBN 
en pastos tropicales Paspalum notatum con Azotobacter 
paspali desarrollados por Döbereiner (1966), Döbereiner 
y Campelo (1971) y Döbereiner et al. (1972) y con base 
a la propuesta de Hardy y Holsten (1973) sobre la FBN 

“no-simbiótica”, Peña-Cabriales y Döbereiner (1974) 
demostraron el efecto negativo del nitrato y amonio 
sobre la actividad de la enzima nitrogenasa durante la 
reducción del N2 a amonio en Azotobacter y Beijerinckia. 
Dichos hallazgos marcaron el inicio de los estudios sobre 
la ecología de la FBN en frijol mediada por la nodulación de 
Rhizobium. En este contexto, la supervivencia de Rhizobium 
en suelos sometidos a desecación depende de la dinámica 
hídrica del suelo. En Rhizobium japonicum se observó que 
la disminución del contenido de humedad del suelo redujo 
progresivamente la viabilidad bacteriana, evidenciando 
la influencia del estrés hídrico sobre la supervivencia de 
este microorganismo (Peña-Cabriales y Alexander, 1979). 
Los Rhizobium que proliferaron en el suelo mostraron 
una supervivencia mayor en comparación con aquellos 
que crecieron en medio de cultivo y posteriormente se 
agregaron al suelo. Las cepas de R. japonicum y R. phaseoli 
crecieron en presencia de semillas en germinación y raíces 
en desarrollo de caupí, frijol, soya, trébol rojo, avena, trigo 
y maíz. El tamaño de la población de los Rhizobium varió 
entre las especies de plantas y las leguminosas no fueron 
más estimulantes en comparación con los cereales (Peña-
Cabriales y Alexander, 1983). Poblaciones pequeñas de R. 
meliloti, R. phaseoli, R. japonicum y Rhizobium nodulante 
de caupí no crecieron en un suelo franco limoso, pero las 
poblaciones de los cuatro Rhizobium aumentaron al agrear 
0.5 ó 1.0 % manitol, mientras que las poblaciones de R. 
meliloti y R. phaseoli disminuyeron notablemente después 
de dos días. La adición al suelo de residuos de hojas de 
maíz no estimuló a R. japonicum o R. lupini, pero generó 
una disminución en la abundancia de R. meliloti y R. trifolii 
en comparación con la adición de residuos de alfalfa, que 
generaron una reducción en las poblaciones de R. meliloti, 
R. phaseoli, R. japonicum y el Rhizobium nodulante de 
caupí. Pero, si el suelo es enmendado con estreptomicina, 
eritromicina, actidiona y nistatina, antibióticos a los 
que estos Rhizobium eran resistentes, las cuatro cepas 
proliferaron y el crecimiento de las cepas con antibióticos 
fue mayor al agregar 0.1 % manitol (Peña-Cabriales y 
Alexander, 1983).

La fijación biológica de nitrógeno en frijol

En México, el frijol se cultiva en una amplia diversidad de 
ambientes edáficos y agroecológicos, lo que ha favorecido 
una elevada diversidad de cepas nativas de Rhizobium 
asociadas a este cultivo. Se han reportado poblaciones 
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de hasta 105 células g-1 de suelo, con predominio de 
cepas inefectivas, lo que refleja la complejidad de las 
comunidades microbianas en condiciones naturales. 
Castellanos et al. (1995) demostraron que la efectividad de 
la inoculación en términos de rendimiento, solamente en el 
11 % de los experimentos analizados, superó al testigo sin 
N (P < 0.05). En condiciones de riego en sitios con bajo N 
disponible en el suelo, la inoculación satisfizo la demanda 
de N en el 50 % de las localidades, en comparación con los 
tratamientos fertilizados con N; en temporal, el éxito de la 
inoculación fue 36 %.

Los trabajos realizados para seleccionar genotipos de 
frijol (Phaseolus vulgaris L.) nativos de alta capacidad de 
FBN demostraron una alta variabilidad en la proporción (5-
58 %) de Ndda. Entre los materiales evaluados destacaron 
Criollo Huejutla, Criollo Negro Querétaro y Wisconsin 
21-58, que acumularon un rango de Ndda de 7-108 kg 
N ha-1 (Hardarson et al., 1999); las variedades Bayocel 
y Flor de Mayo RMC acumularon 147 y 135 kg N ha-

1, respectivamente. Las tasas de FBN en las diferentes 
etapas de crecimiento aumentaron a medida que las 
plantas se desarrollaron y alcanzaron un máximo durante 
la etapa reproductiva, tanto en condiciones de campo 
como de invernadero (Peña-Cabriales et al., 1993).

Fijación biológica de nitrógeno y estrés hídrico en frijol

El estrés por sequía es uno de los factores más limitantes 
en la productividad del frijol, especialmente durante la 
fase reproductiva del cultivo. En condiciones óptimas de 
humedad, el cultivar Bayocel logró fijar 85 kg Ndda ha-¹, 
mientras que Flor de Mayo Bajío acumuló 33 kg Ndda ha-¹. 
No obstante, cuando el estrés hídrico ocurrió durante la 
etapa reproductiva, la FBN se redujo significativamente, 
alcanzando solo 9 kg Ndda ha-¹ en Bayocel y 6 kg Ndda 
ha-¹ en Flor de Mayo Bajío. El impacto del déficit hídrico 
fue más pronunciado en la FBN que en el rendimiento 
de grano. La nodulación se redujo en un 43 % y no 
mostró recuperación tras el riego, lo que indica un daño 
irreversible en la simbiosis Rhizobium-planta. Además, 
en condiciones de sequía, la FBN se redujo a una sexta 
parte respecto al control, mientras que el rendimiento de 
grano disminuyó solo en un 50 %. Esta diferencia sugiere 
que el frijol puede mantener parcialmente la producción 
de biomasa y grano, incluso con una notable reducción 
en la FBN. Esta capacidad podría atribuirse a la utilización 
de N disponible en el suelo, a la removilización de N 
almacenado previamente en los tejidos vegetales o a un 
ajuste fisiológico que prioriza la asignación de recursos al 
llenado de grano en condiciones limitantes.

Estos resultados indican que el estrés hídrico afecta 
de manera diferencial a los cultivares y que la etapa 

reproductiva es especialmente vulnerable a esta limitación. 
La selección de genotipos con mayor tolerancia a la sequía 
y una FBN más eficiente en condiciones adversas es 
clave para mejorar la sostenibilidad del cultivo de frijol en 
regiones propensas a déficits hídricos (Castellanos et al., 
1996).

Agronómicamente, la duración del período vegetativo, 
la producción de materia seca y la cantidad de nitrógeno 
acumulado hasta la etapa reproductiva R3 mostraron 
una correlación significativa con la fijación biológica de 
nitrógeno (FBN) en frijol. Asimismo, en suelos con bajo N 
disponible, las variables rendimiento, materia seca final 
y extracción total de N estuvieron altamente asociadas 
con la eficiencia de la FBN (Castellanos et al., 1998). En 
condiciones de temporal, para evaluar la FBN a través de 
la técnica isotópica de 15N en frijol común, así como la 
diversidad de aislamientos de Rhizobium obtenidos de 
nódulos de los genotipos de frijol mediante resistencia 
intrínseca a antibióticos (IAR), Flor de Mayo-M-38, Negro 
Querétaro y N-3-117 no mostraron variación en FBN y los 
valores de Ndda oscilaron entre 19 y 26 %. La variabilidad 
en la eficiencia de la FBN entre los aislamientos nativos 
fue alta, con diferencias en la capacidad competitiva y en 
la ocupación nodular entre genotipos de frijol (Vásquez-
Arroyo et al., 1998). La técnica del gen 16S rRNA mostró 
que la mayoría de los aislados pertenecen a la especie R. 
etli y el análisis de IAR mostró una alta diversidad entre 
los aislados. Tanto R. etli como R. tropici forman nódulos 
con capacidad de FBN en frijol común y con la hipótesis 
que cepas de R. etli, con genes adicionales de citrato 
sintasa provenientes de R. etli, pueden expresar una mejor 
economía de carbono y mayor capacidad de nodulación, 
como se demostró en el frijol Negro Jamapa. Al evaluar 
construcciones de citrato sintasa sobre la nodulación en 
cultivares de frijol seleccionados por su alta capacidad 
de FBN se observa que la nodulación depende de la 
interacción entre la cepa de Rhizobium y el cultivar de frijol; 
sin embargo, la diferencia en la nodulación no se reflejó en 
la biomasa de la planta (Martínez-Romero et al., 1998).

Con el objetivo de encontrar mecanismos para el escape 
a la sequía se seleccionaron cepas nativas de Rhizobium 
y se determinó el contenido de trehalosa. Al respecto, la 
cantidad de trehalosa varió con el cultivar en el intervalo 
0.20-1.63 mg g-1 peso seco de nódulo. La concentración de 
trehalosa en los nódulos se redujo entre dos y seis veces 
en comparación con las plantas control no estresadas. 
Después de la reinfección cruzada axénica se registraron 
aumentos de hasta 48 veces en el contenido de trehalosa 
en los nódulos durante el estrés por sequía. También, en 
respuesta al estrés por sequía en estos nódulos se obtuvo 
un alto contenido relativo de agua en las hojas y fueron los 
más resistentes (Farías-Rodríguez et al., 1998). Por otro 
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lado, Jiménez-Zacarías et al. (2004) midieron la actividad 
nitrogenasa y la acumulación de trehalosa en frijol nodulado 
expuestos a la sequía. Las plantas fueron inoculadas con 
la cepa efectiva Rhizobium sp. NGR234 (Fix+), con su 
derivado inefectivo NGRΩfixF (Fix-) o con cepas nativas de 
Rhizobium con alta producción de trehalosa. El contenido 
de trehalosa aumentó significativamente mientras la 
actividad de reducción de acetileno (ARA) disminuyó en 
los nódulos de plantas expuestas a la sequía. Sin embargo, 
la ARA disminuyó a un ritmo más lento en los nódulos 
con alto nivel de trehalosa. La mayor acumulación de 
trehalosa se observó en los nódulos de plantas infectadas 
con cepas nativas de Rhizobium, alcanzando 16 mg 
g-¹ de peso seco. Estas plantas también presentaron el 
mayor contenido relativo de agua (65 %), en contraste con 
aquellas infectadas con la cepa NGRUfixF, cuyo contenido 
relativo de agua fue significativamente menor (56 %). Estos 
resultados sugieren que la trehalosa acumulada en los 
nódulos desempeña un papel protector sobre la actividad 
de reducción de acetileno (ARA) bacteriana en condiciones 
de sequía y que, tanto la acumulación de trehalosa como 
la fijación biológica de nitrógeno (FBN), contribuyen a 
mejorar la tolerancia del frijol al estrés hídrico (Jiménez-
Zacarías et al., 2004).

Recientemente, para entender mejor el papel del gen 
CRK12 (quinasas similares a receptores ricas en cisteína) 
y RLK (quinasas similares a receptores importantes para 
la resistencia a los patógenos) en la interacción simbiótica 
P. vulgaris-Rhizobium, se caracterizó funcionalmente a 
CRK12 sobreexpresándolo (CRK12-OE) y silenciándolo 
(CRK12-RNAi) en un sistema de raíces pilosas de P. vulgaris. 
La expresión constitutiva de CRK12 condujo a un aumento 
en la longitud de los pelos radicales y la expresión de los 
genes reguladores de los pelos radiculares, mientras que 
el silenciamiento del gen tuvo el efecto opuesto. Durante 
la simbiosis, CRK12-RNAi resultó en una reducción 
significativa en el número de nódulos, mientras que las 
raíces CRK12-OE mostraron un notable incremento, 
tanto en los hilos de infección por Rhizobium como en 
la formación de nódulos. Las secciones transversales 
de los nódulos revelaron que los nódulos silenciados 
tenían muy pocas células infectadas, mientras que los 
nódulos CRK12-OE tenían células infectadas agrandadas, 
cuyo número había aumentado en comparación con los 
controles. El CRK12-RNAi afectó negativamente la FBN, 
mientras que los nódulos CRK12-OE fijaron 1.5 veces 
más N2 que los controles. Además, la senescencia de los 
nódulos se prolongó en las raíces con sobreexpresión de 
CRK12. Estos resultados sugieren que CRK12, un RLK de 
membrana, es un regulador de la simbiosis Phaseolus 
vulgaris-Rhizobium tropici (Lecona et al., 2023). Estos 
resultados representan la base para desarrollar una 

estrategia para entender y mejorar la fijación biológica de 
N2 en el frijol común en condiciones limitantes de humedad 
en el suelo.

La fijación biológica de nitrógeno en leguminosas 
tropicales asociadas a maíz

El uso de leguminosas en sistemas agrícolas del trópico 
húmedo representa una alternativa viable para enriquecer 
suelos considerados infértiles o marginales, mediante la 
fijación biológica de nitrógeno (FBN). Diversos estudios han 
evaluado la capacidad de distintas especies leguminosas 
para fijar N2 y su potencial para mejorar la fertilidad del 
suelo y la productividad agrícola. Vera-Núñez et al. (2007) 
evaluaron la FBN en leguminosas herbáceas cultivadas en 
simbiosis, en condiciones de suelos ácidos enmendados 
con fósforo mediante la técnica de dilución isotópica de 
15N. Los resultados indicaron que la aplicación de 80 kg 
P2O5 ha-1 promovió significativamente la nodulación y la 
acumulación de biomasa. En particular, Cajanus cajan y 
Canavalia ensiformis destacaron por su buen desempeño, 
registrando 758 y 500 mg de peso seco de nódulos por 
planta, respectivamente, con una producción de 49 y 56 
nódulos por planta en la etapa de floración. Además, 
estas especies lograron fijar 170 y 366 kg N ha-1 ciclo-1, 
respectivamente, mostrando su potencial como cultivos 
de cobertura o abonos verdes.

Por su parte, Peña-Cabriales et al. (2012) reportaron 
que Mucuna deeringiana mostró el mayor rendimiento en 
producción de biomasa fresca (17.50 t ha-1) y seca (5.47 t 
ha-1), además de la mayor contribución de N derivado de 
la atmósfera (522.11 kg Ndda ha-1), superando a Cajanus 
cajan, Phaseolus lunatus y Sesbania emerus. En un estudio 
complementario, Córdova-Sánchez et al. (2011) evaluaron 
la FBN y la eficiencia de absorción de N en cultivos de 
maíz asociados o en rotación con C. cajan, C. ensiformis 
y M. deeringiana. Los resultados indicaron que, en ambas 
modalidades, C. cajan produjo entre 66 y 121 nódulos por 
planta, C. ensiformis entre 38 y 80 y M. deeringiana entre 
45 y 78. La acumulación de biomasa seca fue de 5.78, 7.04 
y 5.28 t ha-1, respectivamente.

En términos de FBN, la asociación de leguminosas con 
maíz resultó en un aporte significativamente mayor de 
Ndda (135 kg N ha-1) en comparación con los sistemas en 
rotación, que apenas alcanzaron 2 kg N ha-1. Sin embargo, 
este incremento en la FBN no se tradujo en un aumento 
proporcional del rendimiento de grano, el cual varió entre 
580 y 642 kg ha-1. Estos resultados destacan que, si bien 
las leguminosas tropicales pueden ser una fuente relevante 
de N en suelos ácidos, su impacto en la productividad del 
maíz está condicionado por diversos factores. Entre ellos, 
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la eficiencia en la absorción del Ndda, la competencia por 
recursos y las condiciones ambientales desfavorables 
juegan un papel determinante, indicando la necesidad 
de un manejo agronómico adecuado para maximizar los 
beneficios de esta interacción.

Caracterización molecular y funcional de diazótrofos 
asociados a plantas

La implementación de la técnica isotópica de 15N2, 
complementada con otros indicadores de la FBN, como la 
actividad de reducción de acetileno (ARA) y herramientas 
de biología molecular, ha sido clave para identificar y 
caracterizar sistemas microbianos involucrados en la 
fijación de N2. Valdés et al. (2005) emplearon secuencias 
parciales del gen 16S para describir un nuevo grupo de 
actinomicetos no simbióticos con actividad ARA positiva, 
los cuales fueron aislados de raíces superficialmente 
esterilizadas de Casuarina equisetifolia en México. El 
análisis de restricción de ARNr amplificado confirmó que 
estos actinomicetos eran distintos de Frankia, un hallazgo 
que fue posteriormente corroborado mediante análisis 
filogenético del gen ARNr 16S en dos aislados mexicanos. 
Además, la baja homología ADN-ADN observada reforzó 
la evidencia de que estos actinomicetos pertenecen a 
un grupo diferente de Frankia. Los aislados mexicanos 
demostraron potencial diazotrófico no solo por su 
capacidad de crecer en medios libres de nitrógeno y su 
actividad ARA, sino también por los resultados del análisis 
de asimilación del isótopo 15N2 y la amplificación por PCR 
del gen nifH. Este último descubrimiento fue clave para 
confirmar su capacidad fijadora de N2.

El análisis comparativo de las secuencias del gen nifH 
reveló que los aislados estudiados presentan una estrecha 
relación filogenética con el gen nifH de Frankia, con una 
similitud que oscila entre el 84 % y el 98 %, dependiendo 
del grupo de especificidad del hospedero. Este resultado 
sugiere que, aunque filogenéticamente relacionados, 
estos aislados pertenecen a un grupo microbiano distinto. 
Posteriormente, el análisis de las secuencias completas 
del ARNr 16S confirmó que las dos cepas evaluadas 
corresponden a actinomicetos no pertenecientes al género 
Frankia, consolidando así la identificación de este nuevo 
grupo microbiano fijador de N2.

Por otro lado, Martínez-Aguilar et al. (2008) emplearon 
electroforesis en gel de campo pulsado y experimentos de 
hibridación del ARNr 16S para caracterizar nuevas especies 
de Burkholderia asociadas a plantas. Estos estudios 
revelaron que estas especies presentan estructuras 
genómicas multicromosómicas y genomas de gran 
tamaño, que varían entre 6.46 y 8.73 Mb, una característica 
distintiva dentro del género. El análisis filogenético del 

gen nifH, empleado para establecer relaciones evolutivas 
entre diazótrofos, mostró que estas nuevas especies 
de Burkholderia forman grupos compactos claramente 
diferenciados de otros microorganismos fijadores de N2. 
Adicionalmente, los ensayos de asimilación del isótopo 
15N2 confirmaron que estas cepas poseen una capacidad 
diazotrófica inequívoca, lo que evidencia su potencial 
para fijar N2 en asociación con plantas. Estos resultados 
amplían el conocimiento sobre la diversidad microbiana 
capaz de realizar FBN y su posible aplicación en sistemas 
agrícolas sostenibles.

Ruíz-Herrera et al. (2015) observaron que el hongo 
patógeno del maíz Ustilago maydis creció en medios libres 
de N a una velocidad similar a la observada en medios que 
contenían nitrato y amonio, lo que sugirió que U. maydis 
era capaz de fijar N2 atmosférico. Debido a que solo los 
organismos procariotes tienen la capacidad de reducir el 
N2, consideraron la posibilidad de que U. maydis estuviera 
asociada con una bacteria intracelular. Para demostrar lo 
anterior se analizó la presencia de la enzima nitrogenasa en 
el hongo mediante la técnica de ARA y la capacidad de fijar 
N2 mediante el uso del isótopo 15N2. La presencia de una 
bacteria intracelular fijadora de N2 se analizó mediante la 
amplificación de los genes bacterianos 16S rRNA y nifH por 
PCR y mediante observaciones microscópicas. La ARA y la 
incorporación del isótopo 15N2 a las células demostraron 
que U. maydis fija N2. Los experimentos de microscopía 
óptica y electrónica y de hibridación in situ con fluorescencia 
(FISH) revelaron la presencia de bacterias intracelulares 
relacionadas con Bacillus pumilus, como se evidenció 
por la secuenciación de los fragmentos amplificados por 
PCR. Con las observaciones de Ruíz-Herrera et al. (2015), 
Pérez-Rodríguez et al. (2020) mencionan que no está 
claro si otras cepas U. maydis aisladas de la naturaleza 
también albergan bacterias endosimbióticas y si éstas 
fijan N2 para su huésped. Ellos aislaron cepas de U. maydis 
de maíz infectado naturalmente y todas las cepas aisladas 
albergaban bacterias intracelulares, según se determinó 
mediante la amplificación por PCR del gen 16S rRNA y 
algunas de ellas mostraron capacidad para fijar N2. La 
naturaleza endosimbiótica de estas bacterias se confirmó 
mediante tratamientos exhaustivos con CuSO4, seguidos 
de incubaciones seriadas con antibióticos. A pesar de 
estos procedimientos, la amplificación del gen bacteriano 
previamente identificado persistió en los hongos tratados. 
El resultado respalda la hipótesis de que la endosimbiosis 
entre U. maydis y bacterias es un fenómeno característico 
y generalizado en esta especie.

CONCLUSIONES
   

La FBN evaluada mediante técnicas isotópicas de 15N 
constituye una herramienta fundamental para comprender, 
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cuantificar y mejorar el aporte natural de N en los sistemas 
agrícolas mexicanos. Estos avances han permitido estimar 
con precisión la contribución del Ndda en diferentes 
especies y ambientes agroecológicos, así como identificar 
factores ambientales, genéticos y de manejo que influyen 
en su eficiencia.

En frijol se ha identificado alta variabilidad genética 
en su capacidad para fijar N2, así como una influencia 
significativa del estrés hídrico y de la diversidad microbiana 
en la eficiencia de este proceso simbiótico. En leguminosas 
tropicales asociadas a maíz, el uso de cultivos de cobertura 
o abonos verdes destaca para la rehabilitación de suelos 
marginales, considerando que el éxito depende de la 
adecuada selección de especies, el manejo agronómico y 
las condiciones del entorno. La identificación de nuevos 
diazótrofos, incluidos actinomicetos no pertenecientes 
al género Frankia, especies de Burkholderia y bacterias 
endosimbióticas asociadas a hongos fitopatógenos, 
amplía el conocimiento de la FBN al incorporar rutas 
simbióticas y no simbióticas antes no documentadas, con 
implicaciones en el diseño de biofertilizantes específicos 
y eficientes.

El uso de técnicas isotópicas de 15N es clave para 
apoyar estrategias de manejo sostenible que reduzcan 
la dependencia de fertilizantes N sintéticos, disminuyan 
la contaminación ambiental y enfrenten los desafíos del 
cambio climático en la agricultura mexicana. La experiencia 
mexicana en el uso de estas técnicas ha contribuido 
al conocimiento y aplicación de la FBN en sistemas 
agrícolas. La promoción de proyectos interdisciplinarios 
y el aprovechamiento de tecnologías disponibles pueden 
contribuir a este objetivo, atendiendo prioridades como la 
reducción de la contaminación, la mejora de la fertilidad 
del suelo y el uso eficiente de recursos.
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