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INTRODUCCION

La existencia del hombre, y de los animales, depende de las plantas.
Las plantas a su vez dependen de la luz solar. Pero tanto hombre, como
animales, y como plantas, dependen de una tercera clase de organismos
que reciclan la materia orginica: los microbios, o microorganismos para
aquellos que prefieren palabras mas largas. Algunos microbios pueden di-
vidirse en dos en intervalos de once minutos. Si estos microbios dispusie-
ran de las condiciones Optimas para su propagacion, alcanzarian en pocos
dias una masa mayor que la de nuestro planeta Tierra. ;Variedades de
ellos?: para todos los gustos y exigencias. En dltimo término y en el caso
de una hipotética accién bélica nuclear, que harfa desaparecer plantas y
animales, todavia habria microbios supervivientes, como Micrococcus radio-
durans y ottos, que toleran altos niveles de radiaciones gamma.

Podia, por otra patte, hacerse un largo listado de microbios ttiles para
el hombre. No es la intencién de esta monografia. Su reducida extensién
no reflejaria las multiples y enormes posibilidades de cada microbio o gru-
po de ecllos. Pero en lo que si se centra esta monograffa es en destacar
aquellos, que por su capacidad de utilizar el nittdgeno del aire para consti-
ruir su material proteico celular, se presentan como protagonistas, o alter-
nativa viable, en la bisqueda de una solucién al problema de alimentar
una poblacidn creciente, que ha pasado en 10.000 afios de unos 5 millones
a 4.000 millones, y con recursos energéticos limitados, insuficientes si se
tiene en cuenta que la demanda de los mismos, referida al petréleo, ha as-
cendido de 150 millones a 13.000 millones de batriles por afio, en lo que
va de siglo.
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EL NITROGENO. ELEMENTO FUNDAMENTAL PARA LA VIDA

Se trata de un elemento que, cuantitativamente, y tras el carbono, oxi-
geno e hidrégeno, es el mids abundante en la materia viva, de la que cons-
tituye un 8-16 por ciento. Cualitativamente, forma parte de moléculas tan
importantes para la actividad biolégica como son los icidos nucleicos, don-
de se asienta la informacidon genética, o las proteinas y enzimas, compo-
nentes estructurales fundamentales en la organizacién de la materia viva y
catalizadoras de los procesos bioldgicos respectivamente. Como constitu-
yente de las proteinas, lo estd en una proporcién del 10-15 por ciento.

En los paises desarrollados se cuenta con una dieta de proteinas mu-
cho mias elevada que en los (nmersos en el subdesarrollo. Un suministro
inadecuado de proteinas prolongado durante afios, conduce al estado de
malnutricidn, conocido por los bantdes afticanos como «kwashiorkors, sin-
tomas que apatecen en los que ya han sido separados de la alimentacién
materna. St a la falta de proteina en la dieta, se une una deficiente in-
gestién de hidratos de carbono y grasas, el nifio pasa 2 un estado de des-
nutricidén o de «marasmox». Un nifio alimentado con una dieta deficiente
de proteina puede incluso llegar al estado adulto, si bien soportando tras-
tornos metabdlicos itreversibles derivados de un desequilibrio en el desa-
rrollo celular y consiguientes disfunciones orginicas. Un ejemplo tipico de
malnutricién es el del nifio alimentado con aztcares, almidén y otros hi-
dratos de carbono, pero sin proteina, el llamado «sugar baby» (/7. nifio
azlcar).

Aun cuando toda conclusién cientifica sobre un proceso ha de
ir acompafiada de estudios estadisticos que la confirmen, quizis
sea, en el caso del nitrégeno, simplemente necesario observar la
relacién causa-efecto, en cualquier organismo vivo, para deducit su
inexcusable participacién en los procesos metabdlicos fundamenta-
les del individuo.
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Manifestado lo anterior, conviene hacer un inventario de nitrégeno en
nuestro planeta, con el fin de sefialar la potencialidad de los recursos ni-
trogenados puestos a disposicién de la biosfera para el cumplimiento de las
actividades bioldgicas.

La Tierra es muy rica en nitrdégeno, con mas de 60.000 bitlones de to-
neladas, de los que el 94 por ciento se encuentra en la corteza terrestre.
Del 6 por ciento testante, el 99,86 por ciento se halla en la atmdsfera co-
mo nitrégeno molecular (N2), y el 0,04 por ciento aparece en los organis-
mos vivos, suelos y aguas, en forma de compuestos organicos ¢ inNorganicos
(Fig. 1).

El aire que respiramos contiene un 79 por ciento en volumen de nicrd-
geno, lo cual significa que sobre cada hectirea de terreno, teniendo en
cuenta el espesor de la capa atmosférica, existen 75.000 Tm. de este ele-
mento. No obstante, este nitrégeno que se encuentra en estado molecular
(N;), y que entra en nuestros pulmones, y sale tal cual, reflejando un acu-
sado cardcter 1nerte, no es utilizable por los organismos vivos, excepto por
los pocos que pueden convertirlo en compuestos aprovechables. De hecho,
las plantas, los animales y cast todos los microbios, s6lo pueden utilizat ni-
trogeno combinado, es decir, nitrégeno integrado en un compuesto quimi-
co. En efecto, las plantas y la mayorfa de los microbios son dependientes
de formas inorginicas de aquel elemento, como nitratos (NO3), amonio
(NHZ), etc., mientras que los animales requieren nitrdgeno orginico obte-
nido directa o indirectamente de las plantas.

El nitrégeno combinado se encuentra en muchos suelos en concentra-
clones muy bajas y constituye, después del agua, el principal factor li-
mitante del desarrollo de los vegetales, no obstante vivir inmersos en una
atmosfera cuyas 4/5 partes son nitrdgeno.

El nitrégeno, al igual que todos los elementos bioldgicamente impor-
tantes, pasa por cambios ciclicos, de modo que puede ser utilizado y a la
vez repuesto dentro de lo que se conoce como ciclo biogeoquimico del ni-
trogeno, por medio del cual un Ztomo de nitrdgeno pasa del estado orgi-
nico al inorginico y viceversa, en una secuencia de procesos que implican
actividades de organismos vivos y conversiones no biolégicas.
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CICLO BIOGEOQUIMICO DEL NITROGENO

Se trata de un conjunto de transformaciones (Fig. 2) donde se dan va-
rias ctapas, y de entre ellas destacaremos:

a) Formacidn de nitrégeno inorginico, como amoniaco, nitfi-
to y nitrato, a partir de nitrégeno orginico procedente de Ja desin-
tegracion de los organismos y de sus excreciones, en un proceso de

mineralizacion.

Fic. 2. Ciclo simplificado
del nitrogeno en la Naturale-
za. La reserva tnagolable de
nitrogeno de la atmésfera re-
gula el aporte de ese elemento
al ciclo, a través de la Fijacion
Bioldgica de Nitrogeno
(FBN), especialmente en
aquellos sistemas suelo-planta-
antmal-hombre, de los gue se
exporta en la cosecha de los
cultivos

PROTEINA
ANIMAL

PROTEINA
VEGETAL
FBN\
nitrato

nitrogeno

atmosiérico

<<f’/ v
nitrito
(]

- fijacion
humus industrial

amoniaco

b) El nitrégeno inorginico puede ser absorbido por plantas y
microorganismos, pasar de nuevo a formar parte de la materia vi-
va, y circular a lo largo de las cadenas de alimentacion.
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¢) El nitrégeno inorginico puede ser transformado en nitrd-
geno molecular y sus 6xidos, que escapan a la atmdsfera en un
proceso de desnitrificacion.

d) El nitrdgeno molecular atmosférico pasa a forma combina-
da en un proceso de fiacion.

Conviene destacar algunos puntos de interés acerca del ciclo del ni-
trégeno:

1. Muchas de las transformaciones son realizadas por unos
POCOS Organismos.

2. Es facilmente afectado por el hombre a través de la utili-
zactén creciente de fertilizantes, y de la emisién de dxidos de ni-
trogeno a la atmdsfera como consecuencia de las combustiones in-
dustriales.

3. Nuestro conocimiento actual del ciclo no permite cuantifi-
car la intervencidén humana en el mismo y sus posibles efectos.

La mineralizacion incluye dos procesos: amonificacion y nitrificacion. la
primera consiste en la formacién de compuestos amoniacales realizada por
microorganismos heterdtrofos, entre los que se encuentran bacterias y hon-
gos. La segunda, es la oxidacién de amonio (NHJ) a nitrato (NO3), en dos
etapas realizadas por dos tipos de micrabios, que obtienen de ellas toda la
energia que necesitan para su ctecimiento. En la primera etapa de la nitrifica-
ci6n, las bacterias del género Nitrosomonas oxidan el amonio a nittito segan:

NH + 3/2 0, ——— NO; + H,O0 + 2H*
21Nonio nitrito

En la segunda etapa, bacterias del género Nitrobacter convierten el ni-
L1to en Nitrato:

2NO; + Oy 2NO3
nitrico nitrato

La velocidad de mineralizacidn es un factor importante en la de-
terminacién de la fertilidad del suelo. Se calcula que, en general, del
1 al 3 por ciento del nitr6geno de la materia orginica presente en un
suelo agricola se mineraliza en una estacién, lo que indica una clerta
resistencia del nitrégeno orginico a la mineralizacién.

Gran parte del amonio formado es retenido por minerales de la arcilla
en el llamado complejo de cambio del suelo, donde podrd ser canjeado
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por otros cationes y entonces ser zztrificado o absorbido por las plantas.
Otra parte del amonio puede volatilizarse y escapar a la atmésfera, lo que
puede ocurrir en suelos alcalinos.

La mitrificacion tiene lugar con rapidez en la mayoria de los suelos,
constituyendo el nitrato la fuente de nitrégeno mis importante para la
mayotia de las plantas, donde unos enzimas conocidos como nitrato-reduc-
tasas, lo convierten en amonio, que es utilizado en la sintesis de amino-
acidos y proteinas. Hay que sefialar que, a diferencia del amonio, el nitra-
to no es retenido ficilmente por el suelo, sino que es transportado por el
frente acuoso en un proceso de lixiviacién, de modo que si la pluviosidad
es alta y el suelo muy permeable, puede ser arrastrado a profundidades
naccesibles para las raices. Este lavado de los nitratos es un importante
factor de pérdida de nitrégeno que puede ser del 50 por ciento, durante
las lluvias invernales en climas mediterraneos, lo bastante templados para
que haya una nitrificacién apreciable durante el otofio, asi como en los pe-
riodos de batbecho, cuando no hay plantas que puedan aprovecharlo.

El proceso opuesto a la mineralizacién se conoce como 1nmovilizacidn.
En ella, los microbios heterétrofos convierten, por azonificacion, el nitro-
geno orginico, a nitrégeno amoniacal, parte del cual es utilizado para su
crecimiento, inmovilizindolo o haciéndolo no disponible para la alimenta-
cion de las plantas.

En resumen, la cantidad de nitrégeno del suelo en forma asi-
milable por las plantas, y en ausencia de aportes nitrogenados ex-
ternos, es funcién de la cantidad de nitrdgeno organico de reserva
en el mismo, y particularmente de los factores que afectan a su
mineralizacion e inmovilizacién.

Cuando falta oxigeno, como ocutre por ejemplo en terrenos encharca-
dos, algunas bacterias son capaces de respirat sustituyendo el oxigeno libre,
del que no disponen en esas condiciones, por el del nitrato o nitrito, for-
mandose dxidos de nitrdgeno y nitrégeno molecular, gases que escapan a
la atmésfera en un proceso de desnitrificacion o reduccidon no asimiladosa
de nitrégeno, en contraposicién con la reduccién asimiladora efectuada por
las nitrato-reductasas de las plantas.

La fijacion de nitrogeno es la ctapa reguladora del ciclo, en la que el nitr6-
geno atmosférico pasa a forma combinada, compensando asi las pérdidas de
ésta por desnitrificacion y volatilizacién del amonio. Son tres las rutas:

a) La frjacion espontinea ¢s un proceso natural en que las des-
cargas eléctricas de tormentas, radiacién ultravioleta, rayos césmicos,
meteoritos, combustibles industriales e incendios, entre otras causas,
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proporcionan momentineamente la energia requerida para origi-
nar 6xidos de nitrégeno e incluso amoniaco, a partir de nitrégeno
molecular atmosférico, que eventualmente son arrastrados por el
agua de lluvia al suelo.

b) La fijacion industrial gquimica es la produccidon de amonia-
co y fertilizantes nitrogenados por la industria a partir del nitrdge-
no del aire.

¢) La figacion biologica es la conversion de nitrogeno atmos-
férico en amoniaco, realizada por mictobios libtes o en asociacion
con plantas superiores, microbios que reciben por ello el nombre
de diazdtrofos (azoe: nitrdgeno; trofos: alimentacion).

El balance del nitrogeno en el suelo es la relacién que existe entre
ganancias y, pérdidas de este elemento, y viene determinado por el clima,
tipo de suelo y, en su caso, actividades agricolas. Las ganancias estin cepre-
sentadas por la fijaciones biolégica y espontinea, y por el abonado nitroge-
nado. Las pérdidas lo estan por los procesos de desnicrificacion, lavado de
nitratos y volatilizacién de amonfaco, a los que hay que afiadir en suelos
cultivados las pérdidas que significan la exportacion de las cosechas, que,
en conjunto y para las tierras cultivadas, suponen una extraccion de mas
de 200 millones de Tm. de nitrégeno al afio, cantidad muy superior a la
mcorporada por via narural.

Teniendo en cuenta que el nivel de nitrtégeno asimilable en el suelo va
a determinar en gran medida la productividad vegetal, es evidente que se
debe reponer el nitrégeno extraido, y las iniciativas han de estar dirigidas a
potenciat procesos que aumenten el aporte de aquel elemento al ecosiste-
ma, como es el caso de la fijacién biolégica de nitrdgeno, al mismo tiempo
que se deberan reducir las pérdidas habidas por practicas de cultivo nade-
cuadas.

La fijacion de nitrégeno en la biosfera se estima en unos 275 millones
de Tm. anuales, de los cuales 175 corresponden a la fijacién biologica, 70
a la industrial, y 30 a la espontinea. Por lo tanto, la fijacién biolégica su-
pone mis del 60 por ciento del nitrégeno fijado, y es con mucho el proce-
so mis importante y que va a merecer atencidon especial en esta obra.

La accién sobre la fijacién espontanea no es ficil, por lo que se puede
tatervenir dnicamente en la fijacidn industrial y, por supuesto, sobte la
bioldgica.

La fjacidon industrial estd estrechamente relacionada con la existencia
de una demanda de fertilizantes nitrogenados para el aumento de los ren-
dimientos de los cultivos. En efecto, existen dos alternativas para aumentar
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la producciéon: a) Extension del suelo dedicado a cultivo, y b) Incremento
de rendimientos. De acuerdo con la FAO (Organizacion pata la Agricultu-
ra y la Alimentacion), solamente se utiliza la mitad de los 3.200 millones
de Has. potencialmente cultivables; el aprovechamiento de la otra mitad
exigiria enormes gastos para hacerla productiva, asi como el sacrificio de di-
versidad de plantas que, aun no siendo de interés agricola inmediato, sf
constituyen una resetva genética de gran variedad e interés en las investi-
gaciones que sobre mejora vegetal y obtencién de nuevos genotipos para la
agricultura se han de realizar periddicamente para hacer frente a la apari-
ciébn y/o evolucién de agentes fitopatégenos. El aumento de la superficie
dedicada a cultivo a fin de proporcionar incrementos significativos de pro-
duccién agricola presenta, por lo tanto, importantes limitaciones. Esta si-
tuacién nos deja un escaso margen de maniobra ante un futuro de mayor
demanda proteica y menores recursos. En este contexto es donde las inves-
tigaciones sobte la fijacién bioldgica de nitrégeno se justifican ampliamen-
te, y donde el uso inmediato de alternativas que ya se conocen, pero que
hasta ahora se han ignorado en gran medida, han de recomendarse, en
tanto se profundiza en el conocimiento de los fundamentos cientificos del
proceso.

Si al empleo del proceso de fijacidn bioldgica se suma un uso mds ra-
conal de los fertdlizantes nitrogenados de sintesis quimica industrial, la
utifizacién de mejores métodos de cultivo, y el empleo de variedades selec-
tas, se podrd contemplar ¢] futuro con cierto optimismo.
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FERTILIZANTES NITROGENADOS DE SINTESIS QUIMICA

Si bien la prictica de abonado del suelo agricola, en forma de estiércol y
otros desechos organicos, se viene haciendo desde hace mucho tiempo, la fer-
tilizacién con productos quimicos nitrogenados data de finales del siglo XIX,
una época en que la principal fuente de nitrégeno era el nitrato de Chile, ni-
trato sddico extraido de un mineral llamado caliche que formaba grandes de-
positos en las altiplanicies chilenas.

Aunque por aquel entonces existia una gran preocupacion acerca de la
posibilidad de que las bacterias desnitrificantes, recién descubiertas, agota-
ran finalmente las reservas de nitrdégeno combinado del suelo, y se instaba
al desarrollo de medios artificiales pata fijar el nitrdgeno, fue la demanda
de explosivos la que propotciond el mayor incentivo para el descubrimien-
to del proceso catalitico de fijacion industrial por los alemanes Fritz Haber
y Karl Bosch en 1914.

FIJACION INDUSTRIAL

En la actualidad, la gran mayoria de los fertilizantes nitrogenados de sin-
tesis industrial se fabrican a partir de amoniaco (Tabla 1). Este se obtiene por
fijacién quimica del nitrégeno atmostérico con hidrégeno gaseoso por el pro-
cedimiento Habesr-Bosch. Como fuente de hidrégeno se utilizan hidrocarbu-
ros, normalmente el metano (CHy) del gas natural, segiin la reaccion:

CHs + H;O ——  CO + 3H,
metano hidrégeno

Se combinan entonces nitrdgeno ¢ hidrégeno, a una temperatura de 500 °C
y una presion de unas 200 atmosferas, en presencia de un catalizador que gene-
ralmente es el niquel, obteniéndose amoniaco segiin la reaccion global:
N; + 3H, ——— 2NH;
nitrdégeno amoniaca
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El proceso Haber-Bosch consume una gran cantidad de energia, esti-
mandose que se necesitan 1,5 Kg. de fuel-oil por cada Kg. de nitrégeno
fijado.

CRITERIOS DE FERTILIZACION

El nitrégeno es absorbido por las plantas en forma de iones amonio o
nitrato. Los abonos aportan nitrégeno en una de estas dos formas, o en al-
guna otra ficilmente transformable en ellas, y para su correcta utilizacién
bay que tener en cuenta lo afirmado antes, que mientras el amonio puede
ser retenido por el suelo, el nitrato no lo es, y puede perderse por lixi-
viactdén. Por lo tanto, el nitrato es un tipico abono de cobertera que se
aplicard poco tiempo antes de que lo necesiten las plantas y, preferible-
mente, en varias fases para minimizar sus pétdidas por arrastre. El nitroge-
no amoniacal, por su parte, tiene efectos més duraderos, al estar menos
sujeto a pérdidas por infiltracién, por lo que es considerado como abono
de sementera o presiembra. El procedimiento mis eficaz suele ser el abo-
nado en presiembra con nitrégeno amoniacal, reforzado en cobertera con
varias dosis de la forma nitroamoniacal, si bien, dadas las condiciones de
rapida nitrificacién existentes en la mayor parte de Espafia, puede ser sblo
amoniacal o urea.

Tapia 1. TIPO Y RIQUEZA DE ABONOS NITROGENADOS COMERCIALES

Tipo Riqueza, % N
Sulfato aménico 20-21
Nitrosulfato amdnico 26
Cloruro amoénico 22
Solucibn de nitrato aménico y amoniaco 32
Nitrato amoénico 35
Solucién de nitrato amdnico 20
Solucidn de nitrato aménico y urea 32
Amoniaco anhidro 82
Solucidn amoniacal 20-25
Nitrato aménico-calcico 20,5-26
Urea (carbamida) 46
Urea-formaldehido 38
Nitrato de cal 15,5
Nitrato sédico 16
Cianamida calcica 18-21
Nitrato potisico 13
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COSTES ECONOMICOS Y ECOLOGICOS

El inctemento paulatino en los costes de produccion de los fertilizantes
nitrogenados estd alcanzando cotas muy elevadas, lo que hace que sean
mayores los gastos de las explotaciones agricolas. Asi, en Espafa se dupli-
caron los precios de los fertilizantes en el periodo 1979 a 1982, gastando
los agricultores en este dltimo afio mis de 65.000 millones de pesetas en
abonos nitrogenados, y ello a pesar de que los precios en fibrica estdn sub-
vencionados por el Estado. Las principales causas que han motivado esta
subida de los costes son:

a) El encareamiento, salvo fluctuaciones coyunturales del
mercado, de la energfa utilizada en el proceso Haber-Bosch, cuyos
precios s¢ han cuadruplicado desde 1974.

b) Los mayores costes en capital que requiere la construccién
de modernas plantas Haber-Bosch, y la formacion de personal téc-
nico especializado. Ademas, para abaratar costes se necesitan plan-
tas de sintesis de grandes dimensiones, lo que implica fuertes in-
versiones que no estin al alcance de muchos paises.

Los paises en desatrollo son los que tienen mayores necesidades de fertili-
zantes nitrogenados, y si no pueden fabricarlos, el coste del transporte al lu-
gar de consumo, puede ser elevado. En general, se da la desfavorable situa-
c16n de que los paises que mis petréleo necesitan son los que no lo producen.

A todo ello, hay que afiadir la relativamente baja eficiencia de la apli-
cacidn de los fertilizantes, y el peligro potencial que entrafia su uso indis-
criminado. Se sabe que el arrastre excestvo de compuestos nitrogenados
por las corrientes de agua y manto freitico puede provocar la eutrofiza-
cén* de rios y lagos, con la consiguiente destruccidn de los organismos
que dependen del oxigeno. Por otra parte, el aumento de nitratos en el
agua potable puede alcanzar niveles téxicos para el hombre, niveles que
no deben pasar de 50 mg. de nitratos pot litro, segin la directriz 80/778
de 17 de julio de 1980, emitida por la Comunidad Econdmica Europea.
Hay también pruebas de la aparicion de nitrosaminas, que proceden de la
reaccidén, en el aparato digestivo humano, de los nitratos y nitritos ingeri-
dos con aminas introducidas en la dieta alimenticia, y cuyo cardcter cance-
figeno fue puesto de manifiesto por Magee y Barnes en 1956. De hecho,
la Organizacién Mundial de la Salud recomienda no pasar de una dosis
diaria de 3,65 mg. de nitratos por individuo y kilo de peso, a fin de no

w

El estado eutrdfico, al posibilitar un gran desarrollo de seres vivos, puede ocasionar,
a lacgo plazo, la destruccién de organismos, por falta de oxigeno.
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incurrir en riesgos para la salud (Fig. 3). Por otro lado el 6xido de nitroge-
no producido en la desnitrificacién microbiana, puede actuar como agente
destructor de la capa de ozono atmosférico protectora de las radiaciones de
onda corta, y, por supuesto, hay que tener en cuenta los efectos de los fer-
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FIG. 3. Riesgos de una acumulacion de nitratos y nitritos en producios de consumo

tilizantes sobre el grado de acidez del suelo. Debido a todas estas causas,
los abonos quimicos, usados de forma no racional, resultan a la larga con-
taminantes de los ecosisternas. '

En consecuencia, esas limitaciones impedirin probablemente
aumentar la produccidn de fertilizantes industriales hasta niveles
suficientes para satisfacer la demanda alimenticia. Frente al proce-
so de fijacion industrial, la fijacién biol6gica presenta una signifi-
cacidn mas favorable, que se incluye dentro de lo que se ha dado
en llamar agricultura bioldgica, y su potenciacidén aminoraria no
s6lo el gasto de una fertlizacién convencional, sino también los
peligros que conlleva su abuso.
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FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Se conoce desde el siglo pasado, cuando se establecié que era una acti-
vidad caracteristica de ciertas bacterias, y que algunas de ellas podian esta-
blecer relaciones simbibticas con plantas.

MICROBIOS FIJADORES

Aunque es un fenémeno muy extendido, la fijacion biolégica aparece
Unicamente en bacterias, algas cianoficeas (algas azul-verdosas) y actinomi-
cetos, microorganismos que aparte de ser procaridticos (sin membrana nu-
clear) y tener la capacidad de utilizar el nitrégeno atmosférico, poco tienen
en comun. En efecto, entre los mis de 60 géneros conocidos se encuentran
formas aerobias, facultativas, anaerobias, autdtrofas y heterdtrofas, con ha-
bitats muy dispares, tanto terrestres como acuiticos, y con requetimientos
ambientales de temperatura, aireacién, humedad, pH, etc., muy heterogé-
neos. La Tabla 2 contiene algunos de los géneros con incidencia en la pro-
duccidén agricola.

De cualquier modo, es interesante sefialar algunos problemas concep-
tuales, por ejemplo, ;cémo hacen los microbios para reducit el nitrdégeno a
amonfaco cuando la industria necesita para la misma operacidén un gran
aporte de energia y elevadas presiones y temperaturas?, o ;por qué sola-
mente los procariotas pueden fijar nitrégeno? Las respuestas a estas pte-
guntas no son sencillas y ocupan a muchos grupos investigadores, s1 bien
parecen estar relacionadas con las caracteristicas y composicion de la atmos-
fera de nuestro planeta en tiempos remotos, y en los que ya existfan estas
formas vivas.

De la cantidad de nitrégeno fijada anualmente (175 muillones de Tm.)
por via bioldgica, 140 millones de Tm. se fijan en los ecosistemas
terrestres, v 35 millones en los marnos. Los primeros se distribuyen en
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45 millones de Tm. para tierras de cultivo, 45 en prados y pastos perma-
nentes, y 50 en dreas forestales y otras.

TaBLA 2. CLASIFICACION SIMPLIFICADA DE MICROBIOS FJADORES DE NITRO-
GENO DE INTERES AGRICOLA Y FORESTAL

Forma de Tipo de Género de Tipo de Localizacidn de
vida miccobio microbio planta microbio
Libre Bacteria DUMELosos
Alga nuMerosas
Asociacibn Bacteria Azospirdlum  Gramineas: sorgo, Zona de la raiz
(rizocenosis) Axotobacter mafz
Simbibtica Bacteria Rhizobium " Leguminosas: lente- Nédulo radical

ja, veza, garbanzo,
haba, guisante, al-
falfa, soja, etc.

Actinomiceto  Frankia* Asboles y arbustos:  Nédulo radical
aliso, Casuarina,
ete.
Alga 0uUMerosos Hongo ascomiceto Talo de liquen
cianoficea . .
Nostoc Hongos, hepaticas,  Variable

musgos, gimnosper-
mas, anglospermas.

Anabacna Helecho Azolla Cavidad foliar

Existen tizobios de crecimiento lento y cepas de Frankia que fijan Nitrégeno, en un ambiente
micca-aerdbico, ex planta.

Los microorganismos fijadores de vida libre, si bien importantes en na-
mero, tienen un escaso rendimiento fijador, debido a que consumen
mucha energfa en el proceso y los substratos necesarios para obtener tal
energia son poco abundantes en la biosfera circundante. Los diazétrofos
fotosintéticos pueden utilizar la energia solar para conducir la fijacién
biolégica de nitrégeno, razdén por la cual las algas azul-verdosas fijadoras
(Fig. 4) son los microorganismos libres de mayor importancia ecoldgica, vy,
asi, colonizan las zonas 4ridas, monopolizan pricticamente las regiones ar-
ticas y subarticas y son los principales fijadores de nittégeno en los sistemas
marinos.

Entre las bacterias. fijadoras de vrda libre, las mis numerosas y eficaces
son formas aerdbicas pertenecientes al género Azozobacter: A. chroococ-
cum es la especie mis abundante en suelos neutros y alcalinos, mientras
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FG. 4. Los microbios fijadores de nitrogeno pueden crecer en un medio sin dicho elemento. Este ex
el caso de las algas azul-verdosas en las tres colonias (flechas) de la placa superior, sembrada con una
suspension de suelo agricola (x5/3). Abajo: filamentos de alga azul-verdosa Anabaena azollae
mostrando células especializadas (flechas), con paredes mds gruesas, donde tiene lugar la fijacion de

nitrégeno (x 450)
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que otras, como A. beijerinckia o Beijerinckia, pueden ser dominantes en
suelos dcidos. Entre las bacterias anaerobias destacan las de los géneros
Clostridium y Desulfovibrio, y entre las facultativas las mis abundantes
son Bacillus y Klebsiella, que, no obstante, solo fijan nitrégeno en ausen-
cia de oxigeno libre.

ASOCIACIONES FJADORAS DE NITROGENO

Las asociaciones entre mictobio fijador y planta admiten varios grados
de interdependencia de ambos simbiontes. En el nivel inferior, con un
menor grado de relacién, se encuentran las rizocenosis detectadas por J.
Dobereiner en Brasil, que se establecen en la rizosfera de algunas plantas,
como las formadas por la bacteria Azospirillum y cereales como sorgo y
maiz, o también por Azotobacter paspali y la graminea Paspalum nota-
tum, y que no producen modificaciones morfolégicas visibles.

En un nivel superior, con una interdependencia muy elevada entre los
organismos asociados, se encuentran las simbiosis mutualisticas, que con-
ducen a la formacién de estructuras especializadas, generalmente nédulos
o tumoraciones localizadas en las raices y mis raramente también en los ta-
llos, como en Sesbania spp. y que aparecen como respuesta de la planta a
su invasion por el microblo. En efecto, las plantas superiores forman este
tipo de simbiosis fijadora de nitrégeno, con bactetias (Rhizobium, castella-
nizado: rizobios), actinomicetos (Franku), y algunas algas azul-verdosas,
tentendo todas ellas especial impacto en la produccidn vegetal de sus res-
pectivos hibitats y/o cultivos, y que recibirin atencién en paginas sucesi-
vas. Destacaremnos aqui la relevancia de las leguminosas en la actividad
agricola y forestal, de las plantas lefiosas actinorricicas (aliso, casuarina,
etc.) en colonizacidn y forestacion, y del helecho acuitico Azo//z en arroza-
les sumergidos (Figs. 5, 6, 7 y 8). Hay que mencionar que todos los micro-
bios implicados en estas simbiosis pueden tener cierta actividad fijadora en
el suelo en ausencta de la planta, salvo, que se sepa, en rizobios de creci-
miento ripido. Sin embargo, es en simbiosis con la planta donde dicha ac-
tividad se manifiesta plenamente y la que realmente merece atencion des-
de un punto de vista agronémico.

Algunas algas azul-verdosas, especialmente los géneros Nostoc y Ana-
baena, pueden vivir simbidticamente, bien con hongos formando liquenes,
bien en nédulos radicales de gimnospermas del grupo de las cicadineas, o
en glindulas de la base foliar de la angiosperma Gunnera.

Las simbiosis con Rhizobium y Frankia, tespectivamente, se establecen
como resultado de la expresidn de unas caracteristicas propias del microbio,
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VG. 5. Raices de altramuz mostran-
do nédulos conteniendo rizobios fija-
dores de nitrégeno (x 1)

HG. 6. Raices de aliso en material

de campo mostrando nédwlos conte-

niendo Frankia, wm microorganismo
Jyador de nitrbgeno (x Vz)
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FG. 7. Corte de un nédulo de soja en seccion transversal: F, raix de la planta;
E, conexion de raiz con nbdulo; A, zona contentendo nymerosas células (mis tesir-

das) Henas de rizobios (x 30)

s

FIG. 8. la zoma A de la figura anterior vista al microscopio electrénico mosirando
masas de rizobios (x 1.250)
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de la planta hospedadora, y de la asociaciéon de ambos. Entre las propieda-
des de las simbiosis cabe destacar:

‘a) Especificidad, o propiedad por la que el microbio infecta
selectivamente a la planta hospedadora. La magnitud de la misma
varfa de unas simbiosis a otras, y asi, por ejemplo, ciertas legumi-
nosas tlenen fequerimientos MUy CONCretos para «su rizobios,
mientras que otras aceptan un espectro mis amplio, y, viceversa,
un determinado rizobio puede infectar una sola especie de legu-
minosa, un grupo de especies, o incluso miembros de distintos gé-
neros o subfamilias. Esta especificidad, que también se da en
plantas actinorricicas, aquellas que forman simbiosis con actinomi-
cetos, ha llevado a definir varios grupos de Rhizobium y Frankia.

b) Infectwidad, o capacidad del microbio para invadir la
planta hospedadora.

¢) Efectividad, o capacidad para que en el nddulo se lleve a
cabo la secuencia de un proceso que conduzca a la reduccién de
nitrtdgeno atmosférico a amoniaco. Hay una gran variedad entre
las diferentes razas de un microbio infectivo, que va desde total-
mente inefectivas, hasta otras altamente efectivas.

El microbio efectiia su entrada en la planta, bien por los pelos absor-
bentes de la raiz, bien a través de su epidermis. Posteriormente, se ubica
en los noddulos, aislado del ambiente exterior, encerrado en el interior de
la planta hospedadora. Esta localizacion plantea la necesidad de la existen-
cia de un intercambio metabdlico entre los dos simbiontes, que implica el
suministro por la planta de los nutrientes y compuestos carbonados necesa-
r1os para el microbio, asi como el transporte hacia la planta de los produc-
tos nitrogenados resultantes de la actividad fijadora del microbio.

BIOQUIMICA DE LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

La dinitrogenasa (N;-asa) constituye el equipo enzimitico que cataliza

la reduccién de nitrégeno a amoniaco, con liberacién de hidrégeno:
Nz + 8H" + 8¢ 2NH3 + H, (A)

nitrdgeno amoniaco hidrdgeno

ademis puede reducir otros substratos, como el acetileno a etileno, propie-
dad descubierta hacia 1965, que ha permitido el desarrollo de una técnica
sencilla y sensible para estimar la actividad dinitrogenasa por cromatografia
en fase gaseosa.
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La dinitrogenasa, que en los sistemas simbidticos se encuentra exclusi-
vamente en el microsimbionte, fue aislada por primera vez en 1960 a
partir de la bactetia Clostridium pasteurianum, y desde entonces se ha de-
mostrado su presencia en todos los microbios fijadotes. Se trata de un
complejo enzimitico formado por un componente I, o molibdo-ferro-
proteina, y un componente I o ferro-proteina. El componente I tiene por
misidon la reduccidn de nitrdgeno a amoniaco, y el componente II la trans-
ferencia al I de la energia necesaria para que éste pueda llevar a cabo
aquella reduccién.

Se puede hablar de una similitud entre las dinitrogenasas, cualquiera
que sea el organismo del que procedan, hasta el punto de que puede for-
marse dicho enzima por combinacién de los componentes Iy II de distinto
origen.

Para que tenga lugar la reduccion de nitrdgeno se necesita la presencia
de ambos componentes, energia biolégica en forma de adenosin trifosfato
(ATP), 1ones magnesio, poder reductor, protones y un ambiente anaero-
bio, ya que la dinitrogenasa es ripidamente inactivada por el oxigeno.

La fijacién de nitrégeno consume una elevada cantidad de energia bio-
16gica, aproximadamente 28 moléculas de ATP por molécula de nitrégeno -
reducida, energia cuya formacidn en los sistemas simbidticos y en los mi-
crobios fotosintéticos depende de la luz solar. Este alto consumo energético
limita la importancia ecolégica de los fijadores de nitrdgeno. Ademids de
proporcionat esa energia, los productos de la fotosintesis, o fotosintatos,
van a ser utilizados como fuente de compuestos carbonados para la incor-
poracidén del amoniaco en su estructura quimica, y también en el creci-
miento y desarrollo de los nddulos y otros érganos.

S1 tenemos en cuenta que el rendimiento fotosintético no es
muy alto, se comprende facilmente que la fotosintesis sea un fac-
tor limitante, de hecho el principal, en la fijacién de nitrégeno.

Por otro lado, la fotorrespiracién, una aparente inversion de la
fotosintesis en la que se consume oxigeno y se libera di6xido de car-
bono en presencia de luz, puede consumir gran cantidad de la ener-
gia fijada fotosintéticamente, hasta el 50 % en algunas plantas de
interés econdmico, lo que supone una seria reduccidn de la fotosin-
tesis neta y, por tanto, de la cantidad de fotosintato disponible para
cubrir las necesidades de una fijacion de nitrégeno activa.

Otra limitacidn que incide en gran medida en el rendimiento del pro-
ceso fijador la constituye la liberacién de hidrégeno gaseoso (ver reaccion
A), paralela a la formacién de amoniaco, lo que hace que se malgaste un
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alto porcentaje de la energia en una funcidn sin interés aparente, si bien
en muchos casos existe una actividad hidrogenasa capaz de reciclas el hi-
drégeno y recuperar parte de esa energla.

El control de la biosintesis de la dinitrogenasa se ejerce a través de la
actividad de la glutamina-sintetasa (GS), enzima implicado en la asimila-
c16n de amoniaco, como se vera mis adelante, de modo que a una mayor
actividad GS corresponde una mayor sintesis de dinitrogenasa. Por otro la-
do, el amonfaco, que inhibe la GS, es un represor de la sintesis de la dini-
trogenasa a nivel de transcripcién del ADN (dcado desoxirribonucleico). Tal
inhibicién, general para todos los fijadores libres, no ocurre en simbiosis,
pues el amonio formado se exporta en su casi totalidad hasta la célula ve-
getal hospedadora, donde es metabolizado y transportado por los vasos del
xilema 2 toda la planta.

PROTECCION FRENTE AL OXIGENO

Los dos componentes de la dinitrogenasa son inactivados por el oxigeno
del atre, y ademis su sintesis es reprimida. Para protegerse del oxigeno, los
sistemas fijadores de nitrégeno han desarrollado, a lo largo de su evolu-
cién, una serie de estratagemas fisiologicas, para excluir total o parcialmen-
te dicho gas de los lugares de fijacién, entre los cuales cabe citar:

a) Una mayor actividad respiratoria en el caso de fijadoses libres
cuando la oxigenacion del entorno aumenta, con lo cual se consiguen
niveles de oxigeno lo suficientemente bajos para que no sea nocivo.

b) En canoficeas, aunque con excepciones, se¢ desarrollan
unas células especializadas, los heterocistos, en los cuales se locali-
za exclusivamente la nitrogenasa, y donde no hay liberacidén de
oxigeno, existiendo, pues, una separacidon espacial entre fijacién
de nitrégeno y fotosintesis.

¢) Los nbddulos radicales, donde el microbio encuentra las
condiciones idoneas para expresar su actividad fijadora y donde
existe un pigmento semejante a la hemoglobina de la sangre, que
regula el suministro de oxigeno al microbio para su respiracién, y
a niveles que no afecten su actividad fijadora. Esta sustancia refle-
ja la intima asociacién entre los dos ofganismos simbidticos,
puesto que el grupo hemo- es sintetizado por la bacteria, y la glo-
bina es de origen vegetal.

El amoniaco formado en la fijacién de nitrégeno es asimilado ripida-
mente a través de una ruta metabolica en la que intervienen dos enzimas,
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la glutamina-sintetasa (GS) y la glutamatosintasa (GOGAT), con el resul-
tado final de la incorporacion del nitrégeno a la molécula de glutamato,
que servird de precursor para otros compuestos. La asimilacion de NHj en
la simbiosis es realizada por la planta, a la cual llega desde el microsim-
bionte por difusién, ya que éste contiene cuantitativamente pocas enzimas
asimiladoras. Una vez en la célula vegetal del ndédulo, el NH; pasa a for-
mar parte de la glutamina y el glutamato, que son los primeros productos
organicos en las asociaciones simbidticas.

Alternativamente, los productos transportados hacia el xilema de las
plantas pueden ser otros. En efecto, la glutamina puede salir como tal del
ndédulo, o bien sufrir transformaciones a asparraguina, o a ureidos como
alantoina y dcido alantoico. En las leguminosas de zonas templadas el ni-
trégeno se exporta a la planta en las amidas glutamina y aspatraguina,
mientras que en leguminosas tropicales se exporta en los ureidos alantoina
y 4cido alantoico, que son ligeramente menos solubles que las amidas cita-
das, y por tanto de mis dificil transporte por el xilema de plantas adapta-
das a temperaturas moderadas. Sin embargo, las leguminosas, en general,
poseen el mecanismo necesario para producir ureidos, y el hecho de que se
formen preferentemente en unas especies determinadas, las tropicales, pa-
rece venir determinado por la interaccion especifica entre planta y estirpe
microbiana.

Esta hip6tesis puede proporcionar nuevas ideas sobre cémo aumentar la
eficiencia fijadora de una asociacion planta-microbio, mediante manipula-
cidén genética por ejemplo, por cuanto incide directamente en la asimi-
lacién y metabolismo nitrogenado de la planta sometida a una nutricion
diazétrofa. En efecto, el hecho de que sean ureidos o que sean amidas los
productos exportados por el nédulo, la menor solubilidad de los primeros
respecto de los segundos puede afectar notablemente el desarrollo de una
misma planta, y en especial en situaciones de estrés hidrico y térmico, a los
que ésta se ve sometida con frecuencia en una climatologia adversa como
es la nuestra.

BVOLUCION DE LOS FIJADORES DE NITROGENO

El andlisis de rocas lunares, proporcionado por la misién Apolo, atribu-
ye a nuestro planeta una edad de 4,500 millones de afios. Avanzando en
el tiempo, hace unos 3.100 millones de afios, parecen haber existido mi-
crobios procariotas, segin se deduce de los microfésiles encontrados en Ca-
nadi. Estas primeras formas vivas tuvieron que ser anaerobias por cuanto
en la atmdsfera primitiva no existia oxigeno libre. Progresivamente fueron
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apareciendo microbios fotosintéticos liberadores o no de oxigeno, formas
autbtrofas no fotosintéticas, y heterotrofos aerobios, calculindose que el
oxigeno libre aparece en la atmosfera hace 2.000 millones de afios.

En todos aquellos grupos microbianos existen especies fijadoras de ni-
trdgeno en vida libre, Jo que indica su antigiiedad, en relacién con lo cual
se dirige al lector la frase poética introductora de esta monografia que
nuestro insigne escritor, Quevedo, escribié con otros fines. La proliferacion
de estos grupos sobre la Tierra fue uno de los factores que hizo posible la
colonizacién de los ambientes terrestres, muy pobres en nutrientes hasta
entonces, por las plantas superiores durante el Paleozoico.

Algunas caracteristicas de la dinitrogenasa, relacionan su presumible
antigiiedad con las condiciones del medio primitivo. En efecto:

a) solamente funciona en ausencia de oxigeno libre;

b) su composicidn, asi como la de moléculas relacionadas con
ella, tal como las hidrogenasas, es la de una metaloproteina que
contiene hierro y azufre, elementos presentes en el medio donde
se desarrollaron las primeras formas vivas; y ‘

¢) los aminoidcidos que la componen se encuentran entre los
termodindmicamente mas estables, lo cual s6lo ocurte en molécu-
las primitivas.

El origen de la fijacién simbibtica es mucho mis reciente, fechindose
entre los periodos Jurisico y Creticico del Mesozoico, hace unos 150 mdlo-
nes de afios. Una de las hipdtesis que trata de explicar la evolucién de la
simbiosis, particularmente la de Rhzzobium con leguminosas, supone una
adaptacién ecoldgica que debid ocurrir de acuerdo con las siguientes fases:
a) asociacidon entte un fijador de vida libre y la planta sobre la superficie
radical, b) establecimiento de la simbiosis dentro del tejido cortical de la
raiz, y ¢) formacién de un tejido especializado en la fijacién de nitrgeno,
el nddulo. De acuerdo con esta hipotesis, la seleccién natural irfa abriendo
camino a asociaciones cada vez mis dependientes de la planta.

El concepto de que el cloroplasto, que contiene la clorofila responsable
de la funcién fotosintética de las plantas, puede ser un endosimbionte *
procariético que fija el diéxido de carbono de la atmésfera dentro de la
planta supone un precedente de que lo mismo pueda ocurtir, respecto de
un futuro posible orginulo o estructura celular vegetal, con la funcién dia-
zotrofica. Quizds la fijacidén simbidtica es todavia demasiado joven, y en

*

Orginulo en el interior de la célula vegetal, en asociacién simbibtica.
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una previsible evolucidon de las plantas surjan especies vegetales fijadoras
de nitrégeno, con organulos semejantes a los cloroplastos en sus hojas y/o
raices, como sugiere J. R. Postgate, de la Universidad de Sussex, en el Rei-
no Unido. O quizis existen ya esas especies y atin no las hemos encontrado.

35



LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSA

e

Las leguminosas constituyen la familia de plantas con flores mis numero-
sa, después de las gramineas, con unos 700 géneros y 14.000 especies. St
bien Ja nodulacién es una caracteristica de las leguminosas en general, hay
que decir que existen géneros que no forman tales estructuras. En efecto,
mientras que en la subfamilia Papilionoideae, donde se incluyen alfalfa, ve-
za, soja, judia, garbanzo, se dan nédulos en un 95 por ciento de los indivi-
duos examinados, en la Caesalpinioideae no se ha encontrado nodulacién en
un 67 por ciento de los miembros estudiados (Allen and Allen, 1981).

TasLA 3. VALORES MEDIOS DE FIJACION DE NITROGENO DE ALGUNAS LEGUMI-
NOSAS. PUEDE OBSERVARSE, EN GENERAL, QUE LA CUANTIA DE LA FIJACION ES
MAYOR EN LAS ESPECIES PERENNES Y FORRAJERAS QUE EN LAS DE GRANO

Nitrégeno fijado

LEGUMINOSA Kg. N/Ha g afio Especie de rizobio
Alfalfa 200-250 R. melilori
Altramuz 150 R. Iupini
Teébol rojo 100-150 R. trifoli
Meliloto 100-125 R. melilori
Veza 100-120 R. leguminosarum
Guisante 100 R. leguminosarum
Lenteja 100 R. leguminosarum
Soja 80-90 R. japonicum
Garbanzo 60-80 R. leguminosarum
Judia 50 R. phaseoli

Por otro lado, si se tiene en cuenta que mas del 50 por ciento de las
leguminosas no han sido examinadas respecto de st nodulan o no, se llega a
la conclusién de que el tema necesita de mayor atencién. Al respecto cabe
decir que muchas de las plantas que no nodulan en su ambiente natural
quizds pudieran hacerlo si las condiciones fueran otras. La cantidad de ni-
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trégeno fijado depende de la cepa o estitpe de bacteria, de la planta hos-
pedadora, y de las condiciones ambientales, niveles de fijacién que se pue-
den apreciar en la Tabla 3.

UTILIZACION DE LAS LEGUMINOSAS

El empleo de las leguminosas en la agricultura aparece junto con el de
cereales, ya en registros arqueoldgicos, y el reconocimiento de que fertli-
zan el suelo y que tienen, por tanto, gran interés para la cosecha siguien-
te, se manifiesta en algunos de los escritos mas antiguos de griegos, roma-
nos, chinos y civilizaciones precolombinas. A partic de la demostracién a
finales del siglo pasado de que intervienen en la fijacién de nitrégeno, se
generaliza su uso en rotacién con cereales hasta nuestros dias. Las estima-
ciones recientes indican que contribuyen en Ja actualidad con mas de la
mitad del nitrdgeno frjado por sistemas biolégicos, con un aporte anual su-
perior al de los fertihizantes quimicos.

Las leguminosas se utilizan para forraje, fertlizacion de pastizales, ob-
tencién de aceites y grano para su consumo, y como abono verde.

En teoria, se obtiene mayor beneficio para el suelo cuando el cultivo de
leguminosas se hace con fines de conseguir abono verde, enterrindolo al
final de la estacidén de crecimiento. Aproximadamente los dos tercios del
nitrégeno total se encuentran en la parte aérea de la planta, de forma que
s1 ésta se retira como heno, pot pastoreo, o por cosecha de la semilla, re-
dundard en perjuicio del suelo disminuyendo la cantidad de nitrtégeno que
va a parar a €l. La prictica de abonado en verde estd particularmente ex-
tendida en las regiones tropicales y subtropicales, zonas donde la posibili-
dad de crecer plantas en cualquier época del afio facilita la introduccion de
abonos verdes en el mtervalo que existe entre los cultivos mas importan-
tes, tales como arroz, cafia de azGcar y otros, si bien en regiones con esta-
clones de crecimiento cortas puede darse también esta prictica, siendo un
¢jemplo el uso del lupino en la recuperacion de suelos arenosos para la
agricultura en Holanda. En la Tabla 4, se pone de manifiesto el efecto de
Sesbania rostrata sobre el cultivo de arroz en general.

Se sabe que el tiempo que media desde el enterrado de la leguminosa
hasta la siembra del cultivo principal es un factor critico, pues ha de trans-
curtir un periodo de tiempo suficiente para la descomposicidon del abono
verde, pero no excesivo, para evitat que haya pérdidas por drenaje. El esta-
do de madurez en que se encuentra la leguminosa en el momento de en-
terrarla constituye otro factor importante en el aumento de la fertilidad
del suelo.
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TasLa 4. EFECTO DE LA LEGUMINOSA SESBANIA ROSTRATA COMO ABONO
VERDE EN CULTIVOS DE ARROZ. Y. R. DOMMERGUES ET AL., 1985

Incremento en el contenido de pro-

Tratamiento Rendimienio Kg. grano/Ha. teina del grano respecto al concrol
%
Control sin fertilizacién 2.100 —
Adicién de 60 Kg/Ha. de
abono quimico 3.800 12

Adicidn de Sesbania rostrata
como abono verde 5.500 53

En el caso de su empleo como forrajes para la alimentacién animal se
ha de elegir una que tenga calidad nutritiva aceptable, y que sea capaz de
persistir y regenerarse aun cuando el pastoreo sea intensivo. Alfalfa, vezas
y tréboles, entre otras, poseen esas propiedades, asi como algunas grami-
neas, pot lo que las asociaciones graminea-leguminosa son muy utilizadas
para pastos, ptoporcionando no solo un alto nivel de compuestos nitroge-
nados sino también un aumento de la digestibilidad e ingestibilidad de la
mezcla para el animal.

El animal en régimen de pastoreo favorece la transferencia de nitrdge-
no de la leguminosa a la graminea, ya que retiene solamente una pequefia
parte del que toma del pasto, desechando el resto en forma de orina y es-
tiércol. Este nitrdgeno devuelto al suelo es reutilizado por las plantas del
pasto y ésta es una razén que aconseja, siempre que sea posible, la adop-
cién del sistema de pastoreo. En efecto, se ha estimado que la mitad o los
dos tercios del nitrégeno fijado por la leguminosa se incorpora al suelo por
accion del ganado, habiéndose calculado en algunos paises que el nitrdge-
no devuelto anualmente al suelo en la otina de 16 ovejas por Ha., equiva-
le a una cubierta de 2.000 Kg. de sulfato aménico.

En un experimento con mezcla de graminea-leguminosa al 30 por ciento,
realizado en Salamanca por L. Gatcia Criado y otros en la finca Muiiovela y
con un abonado de fondo de 100 Kg/N por Ha/afio se obtuvo una media
de 18.000 Kg. de materia seca (90.000 Kg. de forraje verde por afio). Si se
tiene en cuenta que una vaca necesita consumir al dia una cantidad equiva-
lente al 2 por ciento de su peso en forma de materia seca de buen pasto, ten-
dremos que una vaca de 500 Kg., necesita 10 Kg. diarios para estar bien ali-
mentada. En consecuencia, tenemos que una Ha. de gramineas-legminosa al
30 por ciento puede alimentar casi 5 vacas petfectamente durante todo el
afio. Por el contrario, en otro experimento con gramineas en suelo de idénti-
cas caractetisticas a las del anterior, para obtener aproximadamente la misma
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cantidad de Kg. de materia seca se tuvo que abonar con 150 unidades de
nitrégeno por Ha/aflo. Y a esto hay que afiadir la peor calidad que este
alimento tiene para el ganado, ya que el heno de gramineas es mis fibroso
y contiene menos proteinas digestibles por lo que hay que complementar
con alglin pienso como por ejemplo algarrobas, vezas, soja, etc.
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FiG. 9. Troniferencia de nitrégeno fijado por la leguminosa a la graminea no fijadora en un pasio
mezcla de ambas. El hombre puede intervenir en el sisiema suelo-planta-animal regulando la propor-
c16n de mezcls, asi como en la adicién de nitratos, matersa orgénica y carga antmal

El efecto beneficioso de las leguminosas puede manifestarse también
en el drea de la silvicultura, donde especies de tipo lefioso, como Robinia
(falsa acacia) o bien herbéceas forrajeras o de grano, como tréboles, vezas y
lupinos, pueden ser utilizadas en algunas explotaciones fotestales de plan-
tas no fijadoras. En este sentido, la International Paper Company realizd
durante 1972 en el Estado de Alabama, en EE.UU., un experimento en
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plantaciones de platano (Platanus occidentalis) de 8§ afios de edad, incot-
porando una vegetacién subyacente de leguminosas herbdceas con el fin de
estudiar el efecto de éstas sobre el desarrollo de aquél. La Tabla 5 muestra
los resultados obtenidos. Por supuesto que cualquier planta fijadora de ni-
trégeno que se mezcle con otra no fijadora ha de competir bien con ella.

TasLa 5. VALORES MEDIOS DE ALTURA, DIAMETRO E INDICE VOLUMETRICO
CALCULADO EN ARBOLES DE PLATANUS OCCIDENTALIS DE 8 ANOS DE EDAD.
LAS LEGUMINOSAS SE INTRODUJERON EN LA PLANTACION AL TERCER ANO

Leguminosa Alu:: (h) Dmm(er:é (D) Indu; v:!ugzcmco
Trifolinm subterranenm 10,1 10,7 504
Trifolium vesiculosum 9,9 10,7 520
T. incarnatum 9,2 9,7 446
Vicia villosa 9,0 9,4 335
Vicia spp. 7,8 7,6 308
Control sin leguminosa 6,1 5,8 106

De: Nitrogen-Fixing Plants in Southeastern United States Forestry, S G. Haynes, W. Haynes and
G. White, 1979.
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RG. 10. Indice volumétrico de Grboles de Plataous occidentalis de 8 arios de edad, en mexcla con:
T.s. —Trifoltum subterraneum; T.v. —Trfolium vesiculosum; T.i. —Trifolium incarnatum; V.v.
—Viaia villosa; V.sp. —Vicia spp.; C —Control sin leguminosa
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LIMITACIONES DE SU EMPLEO

En general se hace la recomendacidon de aumentar el cultivo de legumi-
nosas con el fin de disponer de un adecuado suministro de alimentos. Sin
embargo, existen diversos obsticulos para seguir tales recomendaciones, el
primero de los cuales es la costumbre, que hace que muchas sociedades
que no tienen habito de cultivar y de consumir leguminosas se resistan a
adoptarlas como alimento bésico; de hecho, sdlo unas pocas leguminosas
han tenido una aceptacidén general a lo largo de los siglos, siendo ademis
un cultvo subsidiario de los cereales, que proporcionan el mayor aporte
cal6rico y que por lo general han sido mis rentables, debido principalmen-
te a los menores problemas de adapracién de éstos y a la gran cantidad de
estudios realizados sobre los mismos, especialmente de tipo genético. La
consideracidn de las leguminosas «como alimento de pobrtes» ha determina-
do en parte una preferencia por la carne o el pescado como suplemento
proteico a la dieta de cereales.

Aparte de tales «prejuicios culturales», existen algunas limita-
ciones al empleo de las leguminosas como alimento humano, que
podemos dividir en tres tipos.

El primero de ellos lo constituye la presencia de algunas subs-
tancias toxicas en ciertas leguminosas, como hemaglutininas, bo-
cidgenos, ciandgenos o antagonistas de vitaminas. Ademas, algu-
nos trastornos se asocian con el consumo de legumbres tales como
el neurolaurismo, parilisis debilitante y generalmente irreversible
resultante del consumo de almortas (Lathyrus sativus) como dieta
principal en tiempos de hambre; o el fabismo, anemia hemolitica
causada por la ingestién de habas por 1ndividuos susceptibles.

La segunda limitacién la constituye la digestibilidad, que hace
que muchas leguminosas sean digetidas mas lentamente por el
hombre que otros alimentos proteicos debido a la presencia de
proteinas intrinsecamente resistentes a la digestdén y de factores
anutripsinicos.

El tercer tipo de limitacién es la composicidn de aminoacidos,
puesto que la mayoria tienden a contener poca cantidad de algu-
nos aminoicidos importantes, como los azufrados metionina y cis-
tina.

La solucién de estos problemas constituye una de las tareas prioritatias
en la actualidad si se quiere potenciar el uso de las leguminosas como base
de la dieta proteica en la alimentacién humana. No obstante existe alguna
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leguminosa, como la soja, que no solamente posee un contenido de protei-
na superior a la mayorfa, sino que también aporta una mejor composicion
de aminoicidos y una mayor digestibilidad; pero la dificultad que presenta
su cultivo y nodulacién en muchos ambientes ha impedido, hasta el mo-
mento, un uso extensivo de la misma, apareciendo interesante en zonas de

regadio del Sur y del Valle del Ebro.

Alternativas a la soja, de la que se importan unos 2 millones de tonela-
das anuales en nuestro pais con la consiguiente pérdida de divisas, apun-
tan al altramuz y al haba como cultivos interesantes, especialmente el pri-
mero, en base a su buena adaptacién a nuestros suelos y clima y al alto
contenido de proteina y grasa de su semilla.

Para el agricultor, las leguminosas pueden originar un problema mis
inmediato: el aumento de Jas producciones conduce a un inctemento en el
consumo de otros elementos esenciales, principalmente de potasio, fosforo,
calcio y azufre, que hay que proporcionar al suelo si éste no los contiene
en cantidades suficientes para obtener un beneficio maximo del cultivo.
Otros elementos que inciden en una mayor actividad fijadora son el molib-
deno, como parte constitutiva de la dinitrogenasa, y ¢l cobalto, como cons-
tituyente que es de la leghemoglobina de los nédulos, por lo que en ciertos
suelos deberid contemplarse la necesidad de su adicién. La incorporacion de
fertilizante nitrogenado al suelo ha de hacerse en cantidades moderadas,
dado su efecto inhibidor sobre la nodulacién y fijacién de nitrégeno.

SIMBIOSIS MULTIPLE EN LEGUMINOSAS

En la relacién simbidtica de las leguminosas con rizobios, se ha obser-
vado mis recientemente, que puede existit simultineamente la interven-
cién de otros microbios que contribuyen a un aumento de la produccidn, y
éste es el caso de los hongos micorricicos y bacterias Azospirillum. Se sabe
que un centimetro de raiz micotrizada se halla recubierta de un metro,
aproximadamente, de hifas o filamentos del hongo. Estas hifas se propa-
gan por el suelo invadiendo zonas del mismo adonde el sistema radical de
la planta no llega directamente, aumentando asi enormemente el volumen
de suelo explorado y en consecuencia la cantidad de nutrientes minerales y
agua que la planta recibe del mismo a través del hongo.

Se sabe también que las micorrizas facilitan la llegada de fosfatos a la
raiz, hecho que beneficia a toda simbiosis fijadora de nitrégeno, por cuan-
to el fosforo, del que la mayoria de los suelos son deficientes, es un factor
limitante critico que participa en la nodulacién, fijacidén de nitrégeno, vy
crecimiento de la planta. En consecuencia, en el terreno prictico, se debe
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aspirar a obtener la coexistencia de planta-rizobio-hongo micorricico en le-
guminosas pata conseguir una mayor produccion.

Un segundo tipo de simbiosis maltiple es la formada por leguminosa-
rizobio-azospirilo. La interaccidén de los dos microbios, cuando se aplican a
la planta en forma de un inéculo a partes iguales de ambos, conduce a una
mayor produccién vegetal. Si en el inéculo predominan los azospirilos sobre
los rizobios, no se forman nddulos radicales, pero si se produce una interac-
c16n de ambos microbios que conduce también a un aumento de productivi-
dad respecto de los controles inoculados con azospirilos solamente.

INOCULACION CON KHIZOBIUM

Si bien las leguminosas pueden estar bien noduladas y micorrizadas
cuando crecen en condiciones naturales, las modificaciones introducidas por
el hombre, como es el caso de monocultivos, aplicacion incontrolada de fer-
tilizantes quimicos, tratamientos con pesticidas y herbicidas, etc., han cau-
sado una pérdida en la infectividad de los suelos. Por ello, la inoculacién de
leguminosas (Figs. 11y 12) con microbios adecuados es de gran importancia
para el desarrollo de aquéllas.

Un criterio de seleccion es que el rizobio forme nddulos en las raices de
la planta hospedadora bajo un amplio espectro de condiciones ambientales,
muestre capacidad de competir con ventaja sobre otros rizobios no deseados,
sobreviva y se multplique en el suelo, tenga resistencia a pesticidas, deseca-
c16n, etc. La Fig. 13 muestra un esquema operacional para la preparacion de
inoculante de semilla de leguminosa.

Mis recientemente, se han obtenido resultados muy satisfactorios
cuando se 1nocula el suelo directamente y a continuacion se siembra
la semilla. Esta prictica se recomienda sobre el peletizado* de semi-
lla, cuando: a) la semilla se tiene que tratar con fungtcidas, que resul-
tan toxicos para la bacteria; b) la semilla es demasiado fragil para ser
peletizada, como la del cacahuete; ¢) la superficie de la semilla se se-
para de ésta en una etapa temprana de la germinacién, como en la
soja y altramuz, hecho que reducirfa la posibilidad de contacto de la
bacteria con la nueva raiz; d) el pequeiio tamafio de algunas semillas
se presenta como un factor limitante para conseguir un determinado
namero de bacterias por semilla que asegure la nodulacién, como
puede ser el caso del trébol blanco.

*

Proceso que consiste en la formacion de «pelletss del inglés; en este caso tecubri-
miento de la semilla con bacterias y sustancias protectoras.
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FIG. Y1, Preparacion de inoculante para semilia de legqummosa. lzguierda: frasco con millo-
nes de rizobios. Derecha: tntroducctén de rizobios en bolas de turba estéri/

FIG 12 Dos parcelas de sopa. laguierda: moculada con rizobios. Derecha: sin inocular
(S.LA. Junta de Andalucia. F. Temprano v R. Orive. Sevilla)
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Otra posibilidad para obtener simbiosis efectivas Rhzzobium-legumi-
nosa consiste en seleccionar las plantas a fin de reducir su especificidad
simbidtica, lo que les permitird asociarse con cepas nativas del suelo. De
este modo se han creado nuevas variedades de soja.

Para tener una idea de ¢6mo la inoculacién de semilla de leguminosa
mejora el rendimiento, cabe citar el resultado obtenido por un equipo de
la Universidad de Uppsala en Suecia, en campos de una hectirea sembra-
dos con semilla de alfalfa (16 Kg.) y hierba (8 Kg.), a los que no se afia-
did fertilizante nitrogenado. La parcela se dividi6 en dos iguales, una con
inoculacion y otra sin ella, produciendo en un afio 7.500 Kgs. de matenia
seca la primera, frente a 4.500 Kgs. la segunda. En el segundo afio, la
patte no inoculada alcanzé los 7.500 Kgs. frente a 8.500 Kgs. en la inocu-
lada. Las Figs. 14 y 15 muestran los resultados de la inoculacién de alfalfa
realizada por los autores de esta monografia en Juzbado, Salamanca.
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FG. 15. Buen crecimiento de alfalfa nodulada en un suelo arenoso y dcido, en primer término. Mal
crecimiento en las dos parcelas de atris no inoculadas
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LA SIMBIOSIS FRANKIA-PLANTA NO LEGUMINOSA

La simbiosis fijadora de nitrégeno entre el actinomiceto, o bacteria fi-
lamentosa Frankiz y plantas no leguminosas, todas ellas lefiosas, tiene
gran importancia en ireas forestales. Por la propia naturaleza de las plan-
tas tmplicadas, el beneficio que se puede derivar de su empleo nos viene
dado a mis largo plazo que en el caso de las leguminosas. De alguna
manera éste es el motivo fundamental de que las investigaciones sobre
esta simbiosis hayan ido siempre por detrds de la simbiosis de legumino-
sas, de intetés agricola, que proporcionan un beneficio inmediato a la
economia del agricultor medio, quien basa su subsistencia en productos
anuales.

La crisis energética ha impulsado también el interés por esta simbiosis,
y se han multiplicado en diversas partes del mundo los grupos de investi-
gacidn que estudian el tema, desde que el del Prof. G. Bond, de la Uni-
versidad de Glasgow en el Reino Unido, reiniciara el estudio en la década
de los afios 60, después de un largo periodo de inactividad causado por
las dos Grandes Guerras, profesor a quien los autores desean reconocer en
estas lfneas el apoyo prestado. De hecho, los Profs. Bond y A. [. Virta-
nen, en Helsinki, impulsaron la atencién por estas plantas; en una época
en la que se conocfan 8 géneros y 100 especies de plantas con este tipo
de simbiosis, mientras que hoy son ya 23 (Tabla 6) y mis de 200, respec-
tivamente.

La simbiosis citada se llama de tipo actinorriza, por cuanto la forma
un actinomiceto sobre las raices de la planta, y su conocimiento ha expe-
rimentado recientemente un rapido progreso debido a que se ha conse-
guido aislar en un medio nutritivo, separado de la planta, el microbio
responsable de la reduccién de nitrégeno atmosférico a amoniaco; realiza-
c16n debida al grupo del Prof. J. G. Torrey, de la Universidad de Har-
vard, EE.UU.
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TasrA 6. PLANTAS NODULADAS POR FRANKIA, Y VALORES DE FIJACION DE

NITROGENO PARA ALGUNAS DE INTERES APLICADO

Orden

Familia

Géaro

Coriariales

Rosales

Myricales
Fagales

Casuarinales

Cucurbitales

Rhamnales

Coriariaceae

Rosaceae

Myricaceae
Betulaceae

Casuarinaceae

Datiscaceae

Elacagnaceae

Coriaria
Rubus

Dryas
Cercocarpus
Chamaebatia

Cowania
Purshia

Myrica
Comptonia

Alnus

Casuarina
Allocasuarina
Gymnostoma

Datisca

Elaeagnus

Fijacién de Niwdgeno
en Kg. N/Ha. y afio

150

10-40

60
30

200-250

60-230

Hippophie 20-180
Shepherdia

Rhamnaceae Ceanothus 60
Colletia
Discaria
Kentrothamnus
Talguenca
Trevoa

UTILIZACION E IMPORTANCIA ECOLOGICA

El nitrégeno también es factor limitante en los cultivos forestales. Sin
ermmbargo, se ha prestado poca atencién a la fertlizacién artificial de bos-
ques, sin duda por motivos econdmicos en razdn a los precios de los fercili-
zantes quimicos. Las plantas actinorricicas pueden representar una soluciéon
a este problema, puesto que asociadas a otras de interés forestal contribu-
yen a la nutricion nitrogenada de éstas, asi como ellas mismas pueden ser
empleadas en la obtencidn de pulpa para fabricacién de papel y en la in-
dustria maderera. En la Tabla 7 se puede ver el efecto de Myrica rubra (fi-
jadora de nitrégeno) sobte una plantacion de Prnus thunbergii en Japon.
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TaBLA 7. RESULTADOS DE UNA PLANTACION PINUS-MYRICA A LOS 12 ANOS
DE LA INTRODUCCION DE ESTA (UEMURA, 1971)

Namero de Alcura Didmetso Volumen Nitrégeno
Parcela Planca . tallo
arboles/Ha. m. cm, 3103 Kg. N/Ha.
cm? x 10
A Pinus 1.540 6,2 7,6 17.234 85
» Myrica 4.300 4,1 4,9 — 259
B Prnus 2.850 5,0 5,9 10.287 94
» Myrica 2.380 3.5 4,5 — 125
C Pinus 6.490 4.4 4,5 3.403 53

Las hojas de algunas plantas actinorfticicas, particularmente las
del aliso, conservan a su caida una gran parte del nitrégeno que
contenian en vida. Ello hace que la adicién de este elemento al
suelo sea un proceso continuo y mis ventajoso para la vegetacién
vecina, que si.cl nitrdgeno quedase almacenado en los demds 6r-
ganos de Ja planta hasta su muerte, como ocurre en los vegetales
no fijadores, donde ademis el nitrégeno procede del ya presente
con antetioridad en el suelo.

El efecto fertilizante de estas plantas se manifiesta también, en pastiza-
les, habiéndose demostrado que el aliso incrementa la produccién de un
pasto de gramineas subyacente, proporcionando al ganado un alimento de
mayor calidad proteica y digestibilidad. Asimismo, hay que hacer notar
que las especies que crecen en los mirgenes de las corrientes de agua
(Fig. 16) actian como fuente de proteina para la alimenracion de la fauna
acuidtica, y de todos es sabido que las zonas de pesca mis ficas en aguas
dulces se sithan precisamente en los lugares donde existen alisos.

Las plantas actinorricicas son tipicamente pioneras, con lo cual su uso
puede extenderse a la colonizacidén de habitats desérticos, fijacion de dunas
y tegeneracidén de suelos pobres o de aquellos que han sido fuertemente
alterados por la accién del hombre o que estan sometidos a una fuerte ero-
sibn. A este respecto cabe citar la colonizacidén de miles de kilémetros cua-
drados en el oeste de los EE.UU. de Norteamérica por los géneros Alnus,
Ceanothus y Purshia, la utilizacion de Caswarina en paises tropicales para
fijar dunas moviles, recuperar suelos erosionados y reforestacion (Fig. 17);
el empleo de Myrica gale, especie comiin en zonas pantanosas de Europa y
Norteamérica, en la economia de esos ecosisternas, y en las primeras etapas
de la plantacién después del drenaje; la colonizacion de las laderas de
montafas cubiertas de cantos rodados y supetficies rocosas de la Costa Bra-
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FiG. 16.  Alisos en la ribera del Tormes cerca de Ef Barco de Avila. La fijacion de nitrégeno contribu-
ye a la rigueza pucicola

V. 17, Arboles actinorricicos fijadores. Ca-

suarings en Andalucia




va, por Coraria (Fig. 18); el uso a gran escala del aliso en muchos paises
curopeos, asiiticos y americanos, sobre todo en la lucha contra la erosidn,
en la colonizacién de tierras recuperadas al mar en Holanda, en la regene-
racién de terrenos de cultivo agotados, zonas forestales degradadas. zonas
glaciares desnudas, suelos pedregosos de altitudes, suelos arenosos, e inclu-
so como indicadores de agua.

FIG. 8. Una planta actinorricica, la Coraria, o emborrachacabras, ¢n franca lucha contra la erodién
en laderas de lo Costa Brava

Finalmente, las especies arbéreas de gran porte se emplean como corta-
vientos y como proteccidén de diferentes cultivos frente a la invasién de ate-
na. Asi, a lo largo de la costa meridional de China se han plantado desde
1954 mis de 1 millén de Has. de Caswaring para formar un cnturén de
proteccidon de 3.000 Km. de largo por 500 a 5.000 m. de ancho, al que se
ha dado en llamar «segunda mutralla china». Igualmente, se ha recurrido a
Casuaring para proteger a la ciudad de México de los vientos cargados de
polvo procedentes del lago Texcoco.

Respecto del problema de la erosién hay que tener en cuenta que sélo
en nuestro pais, un 25 por ciento de su superficie sufre fendmenos de cro-
sidn grave, y mds del 27 por ciento sufre de erosién moderada y pasard a
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engrosar el capitulo de la erosion grave si no se acta con prontitud. Cada
afio, las aguas arrancan y transportan 1.000 millones de Tm. de nuestro
suelo, parte de los cuales se depositan en la red de embalses, disminuyen-
do asi gradualmente la riqueza hidriulica al reducirse su capacidad. Todo
ello presenta a nuestro pals como el Gnico europeo en claro proceso de de-
sertizacién. Por consiguiente, es urgente la realizacién de estudios sobte la
viabilidad de la utilizacién de plantas actinorricicas, tanto para regenerar
las zonas degradadas como para fertilizar otras especies usadas en repobla-
c16n forestal cuando ello sea posible (Figs. 18, 19 y 20).

RiG. 19, Otra planta actinorricica, pronera importante, Hippophaé thamnoides, ¢n e/ Pinneo aragonés
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RG. 20. Armba: Mezcla de pino
con una fifadora de nitrégeno, la
Myrica faya, en la costa atlintica
de Portugal. Abajo: Barrera de
alisos. protectora de huertos de
Sfrutales en Holanda




Bl 20 Arvba: Mezela de pino
con una fifadora de nitrégeno, la
Myrica faya, en /a costa atlantica
de Portugal. Abajo: Barrera de
alisos, proteciora de huertos de
Jfrutales en Holanda




LAS ALGAS CIANOFICEAS Y SUS SIMBIOSIS CON PLANTAS

Las especies de algas conocidas que fijan nitrdgeno pasan del centenar,
con una distrtbucién universal, siecndo abundantes en las zonas tropicales y
templadas, y comprendiendo aguas dulces y marinas, ambientes tetrestres,
y fijando nitrégeno en vida libre o en simbiosis con un amplio grupo de
organismos. Las algas implicadas realizan la funcién fotosintética, pot lo
que no requieren un aporte exterior de compuestos carbonados. Existen
tres grupos principales de cianoficeas fijadoras de nitrégeno: a) formas fila-
mentosas con heterocistos *, b) formas filamentosas sin heterocistos, y ¢)
formas unicelulares.

El primer tipo es ¢l de mayor importancia ecolégica, pudiendo fijar
nitrtégeno tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas. Algunas
cianoficeas, particularmente Nostoc y Anabaera, aun cuando lo hacen en
vida libre, pueden también establecer simbiosis con un amplio espectro de
plantas. La contribucién de las cianoficeas en vida libre a la economia del
nitrégeno de los medios naturales es dificil de establecer, pues a menudo
se encuentran muy localizadas. No obstante, se han llegado a medir canti-
dades significativas, del orden de 30 Kg. de mitrégeno por hectirea y afio
en cultivos de arroz. Sin embargo, desde un punto de vista de aplicacién a
la agricultura hay que destacar las asociaciones simbidticas de estos micro-
bios con plantas (Tabla 8).

EMPLEO DE LA SIMBIOSIS AZOLLA-ANABAENA

Su aplicaciébn mis extendida es como biofertilizante de los cultivos de
arroz, fundamental en la dieta alimenticia de mis de la mitad de la pobla-
cidn mundial. El género Azolla agrupa a seis especies de pequefios hele-

-

Células de pared gruesa; no fotosintéticas intercaladas en los filamentos del alga.
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TaBLa 8. FIJACION DE NITROGENO DE ASOCIACIONES SIMBIOTICAS ENTRE AL-
GAS CIANOFICEAS Y PLANTAS

o d Género de Cianoficea Cantidad de Nitrégeno
2 (alga azul-verdosa) fijado. Kg. N/Ha. afio
Hongos Calothrix 1-10
Nostoc
Hepaiticas
Anthoceros Nostoc 1-10
Musgos
. Sphagnum Nostoc 1-10
Helechos
Azolla Anabaena 10-200
Gimnospermas
Macrozamaia Nostoc 20
Angiospermas
Gunnera Nostoc 10-70

chos acuaticos (Figs. 21 y 22; 23 y 24) que viven flotando en aguas dulces
tropicales y templadas de todo el mundo, uno de los cuales, la Azolla ca-
roliniana puede encontrarse en rios y charcas de la region castellano-leone-
sa. La capacidad fijadora de nitrégeno del sistema, del orden de 3 Kg. de
nitrégeno por Ha. y dia, junto con su ripida propagacién, duplicando su
biomasa entre tres y seis dias, ripida descomposicion en el suelo, asi como
el hecho de no transmitir enfermedades a los culttvos, la hacen Gtl como
biofertilizante (Tabla 8) siempre que se controle su desarrollo, ya que
puede ocasionar algunos problemas ecoldgicos al causar la desapariciéon de
otras plantas ya existentes. Ello ha hecho que a2 menudo se la considere co-
mo una mala hierba (véase el n.® 12 de esta serie), como ha ocurrido en
los arrozales de Filipinas, Hawaii o Japon. La fertilizacién de Azolla con
fosfatos es necesaria, y representa la inversidn mas importante en su culti-
vo. Su utilizacién actual como fertilizante en mis de 1,7 millones de Has.
en el lejano Oriente data originalmente de tiempos remotos, y segin la
tradicién fue iniciada en Vietnam por un campesino, Ba Heng, quien re-
comendd afiadir de 15 a 20 Kgs. de Azo//a por Ha. de arrozal, siendo los
resultados tan buenos que a la muerte de Heng se construy6 una pagoda a
la «Diosa Azolla». En cultivos de artoz se usa adoptando las siguientes téc-
nicas: a) incorporarla como abono verde al suelo, antes de plantar el arroz,
y b) crecer Azolla junto al arroz en forma de sistema de doble cultivo.

56



FiG. 21.  El helecho Azolla cubriendo toralmente. formando una verdadera alfombra, la superficic de
un estanqgue

Fie,. 22, B/ heleche Avolla visto bajo la lupa. En sus foliolos se encuentra of agua saul-verdosa Anu-
baena azollae, fijadora de nitrégeno (% 12)
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FiG. 23, Notense numerosos filamentos de alga azul-verdosa Anabacna en una preparacion de un Iri-
turado de hojas del helecho Azolla bajo el microscopro (x 60)

FIC 24, Masa de filamentos del alga Avabaena extraida de la cavidad foliar del helecho Azolla bajo
el microscopio (x 300)
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Los aumentos obtenidos en la produccién de arroz por efecto de la in-
corporaciébn de Azollz son importantes, y quedan reflejados en la Tabla 9.

TABLA 9. EFECTO DE AZOLLA SOBRE EL RENDIMIENTO DE GRANO Y PAJA DE
ARROZ (SINGH, 1977)

Rendimiento en Kg/Ha.
Tratamiento

Grano Paja
Control 3.489 2.571
Azolla (10 Tm. peso fresco/Ha.) 5.125 3.786
% de aumento 47 47

La potencialidad de su utilizacién en zonas templadas ha quedado ya
demostrada en California, EE.UU., en el sentido de que, en arrozales, el
valor fertilizante de un cultvo de Azolla, subyacente al del atroz, se
cotresponde con el de la adicién de 400 kilogramos de sulfato amdénico por
hectirea. La asociacidon puede tener también un papel fertilizante en cam-
pos no sembrados o como abono verde, cuya practica, por otra parte, €s
atil para cultivos diferentes al arroz, tales como trigo, cebada, avena y
otros. El empleo de Azo/la con tal fin, en cultivos de trigo, ha sido estu-
diado por los autores, quienes han obtenido aumentos de peso fresco de
plantas de trigo, cultivadas en maceta, del orden del 25-30 por ciento tes-
pecto de controles no fertilizados. Otro empleo de la asociacién es como
forraje, y asi en Indochina se recolecta Azolla para la alimentacién animal,
y en Vietnam es utilizado como alimento para reses, aves de corral y peces.
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OTRAS SIMBIOSIS FIJJADORAS DE NITROGENO

Una asociacidn de gran intetés, que no se puede considerar exacta-
mente como simbiosis, es la formada por la bacteria fijadora de nitrdge-
no Azospirillum, que prolifera en y sobre raices de maiz, trigo, cebada,
avena y otros cereales y plantas forrajeras, constituyendo una rizocenosis
no nodulante que conduce a un aumento del namero de espigas y de
biomasa vegetal. La cuantia del nitrégeno aportado directamente, del
microbio a la planta, es pequeiia, debido a que el primero exporta a la
segunda una parte minima del nitrtégeno fijado, por lo que el cultivo se
beneficia indirectamente a través del suelo, adonde va a parar el resto.
La inoculacion de los suelos se sealiza utilizando turba molida como
portadot, conteniendo 102 bacterias de Azospirdlum por gramo de tut-
ba, que se aplica antes o poco después de la siembra. El aumento de
cosecha alcanza un miximo en suelos que reciben un 30-50 por ciento
menos de fertilizante nitrogenado del normalmente tecomendado para
estos cultivos. Junto a esta capacidad fijadora existe una mayor produc-
ci6n de hormonas de crecimiento, que suponen un beneficio para el de-
sarrollo de la planta, y que conducen a la formacién de mis raices vy
consiguiente aumento de absotcidn de nutrientes.

En otras zonas del variado mundo bioldgico resulta anecddtica, y no
por ello menos real, la actividad microbiana presente en el aparato di-
gestivo de las termitas, realizada por dos impottantes grupos microbia-
nos: uno que descompone la celulosa en azicar, glucosa, y otro que a
su vez utiliza esa glucosa como fuente de energia para fijar nitrégeno
del aire. Esta complementacion basta para que las termitas puedan nu-
trirse exclusivamente de compuestos celuldsicos de la madera, causa de
graves problemas, desde luego no anecdéticos, en construcciones donde
prtedomina dicho material. Este es un ejemplo de cémo tres organismos
diferentes pueden beneficiarse mutuamente: el microbio fijador de ni-
trégeno uttliza la glucosa que le proporciona el celulolitico; éste recibe
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la celulosa triturada y aminoicidos que la termita y el fijador de nitr6-
geno, respectivamente, le dan; por dltumo, la termita tiene a su disposi-
cién una abundante fuente de alimentos celulésicos que ningdn otro
animal puede consumir de forma exclusiva.
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EL QUEMADO DE RASTROJOS Y LA FIJACION DE NITROGENO

Una prictica comin entte nuestros agricultores es la de quemar la pa-
ja y restos de cereales tras la siega en lugar de reincorporarlos al suelo. Se
ha observado que la incorporacién de paja al suelo aumenta la actividad
fijadora de nitrdgeno, contribuye a disminuir la erosién por el viento y
agua de lluvia, mejora la estructura del suelo y favorece el desarrollo de
bacterias importantes del ciclo de nitrégeno, entre ellas las fijadoras y ni-
trificantes. El quemado de rastrojos produce ademds una reduccién de la
poblacién microbiana en general, tanto mas dristica cuanto mayor sea la
humedad, segtn estudios realizados por los autores de esta monografia
en la finca Mufovela del C.S.1.C., en Barbadillo, Salamanca. Por lo tan-
to, un modo de favorecer la fijacién de nitrégeno y, consecuentemente
aumentar la produccién, consiste en incorporar la paja y restos de cereales
al suelo, procurando que tenga lugar su degradacién antes de proceder a
una nueva siembra.
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PERSPECTIVAS FUTURAS DE LA FIJACION BIOLOGICA DE
NITROGENO

No cabe duda de que la fijacién biologica de nitrégeno puede y debe
ser explotada mis eficientemente. Las petspectivas, a cotto plazo, incluyen
la expansion del uso de las simbiosis existentes, el estudio de las mal cono-
cidas, y la baisqueda de nuevas; a medio plazo, la mejora de la eficacia de
los sistemas simbidticos conocidos, y a largo plazo, el desarrollo de nuevos
sistemas frjadores.

El aumento de la eficiencia de los sistemas fijadores depende en
muchos casos de las condiciones de cultivo y de las plantas utilizadas, por
lo que la seleccién de variedades adecuadas y una prictica agricola conve-
niente pueden aumentar sensiblemente los rendimientos. Asi, en la sim-
biosis Rhizobium-leguminosas, aparte de la seleccion de razas de Rhizo-
bium mediante obtencidén de mutantes por tratamientos fisicos, quimicos o
bioquimicos, también puede seleccionarse la planta con vistas a obtener
cultvares que den lugar a simbiosis mis efectivas, prictica que promete ser
muy fructifera y que muchas veces se ha olvidado con las Jeguminosas. Ac-
tualmente se realizan numerosos estudios sobre la fisiologia de la fijacién
simbibtica y la influencia ambiental, tratando de encontrar la combinacién
bacteria-leguminosa mis adaptada a una situaci6n ambiental concreta, asi
como el manejo 6ptimo del cultivo, poniendo énfasis en la resistencia a
temperaturas extremas, sequia, salinidad y en la influencia de la fertiliza-
c16n nitrogenada y aplicacién de productos fitosanitatios. Pero es sin duda
la utilizactén de la mids moderna y sofisticada técnica, como es la
ingenteria genética, o que ha despertado las mayores expectativas y la que
oftece mis interés en la presente biotecnologia, en gran parte debido a su
novedad y a sus posibilidades casi ilimitadas.

Sabemos que las instrucciones contenidas en el programa genético de un
organismo puede alterarse de forma natural en determinadas condiciones,
y que estas alteraciones pueden ser forzadas por el hombre por medio de
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la manipulacién genética. De hecho, los métodos genéticos han sido utili-
zados desde los primeros tiempos de la agricultura, representados por la
seleccion empirica de plantas a fin de obtener variedades mids productivas,
pero es a partir de los afios 70 cuando con la aparicién de las técnicas de
ingeniesria genética, como la del ADN recombinante, se abren posibilida-
des espectaculares.

La propia naturaleza del material genético, universalmente
Gnico, permite, mediante su manipulacidn, el desarrollo de pro-
yectos con unos objetivos de gran interés aplicado, como son la al-
teracion de los genes de una forma especifica y predeterminada o
la transterencia de genes de interés de unos organismos a otros,
adicionandolos o sustituyendo parte de su dotacidén genética. De
este modo puede lograrse un incremento de la eficacia de la fija-
cié6n de nitrégeno.

En efecto, la manipulacién y transferencia de los genes ligados a la fija-
cién de nitrdgeno y de otros estrechamente relacionados con ella, permitira
conseguir nuevas 0 mejores cepas de microbios fijadores, crear nuevos siste-
mas, e incluso obtener plantas capaces de utilizar nitrdégeno atmosférico en
ausencia de un microbio diazdtrofo asociado. A este respecto cabe destacar
la utilizacidn de un vector natural microbiano, Agrobacterium tumefa-
ciens, causante de la formacidn de tumores en forma de cresta de gallo en
plantas, que posee Ja propiedad de transmitir al genoma o material genéti-
co de la planta dicho cardcter tumorigeno, con lo cual el tumor puede pro-
liferar en ausencia de aquel microbio que lo inici6. De esta manera, se
pretende introducir en la planta el caricter deseado incorporandolo pre-
viamente en el genoma de Agrobacterium. Por otro lado la alteracién de
los genes que regulan la fotosintesis y de otros relacionados con ¢l metabo-
lismo y fisiologia de las plantas, permitira un incremento de la fotosintesis
neta y de la capacidad de uulizacién de los nutrientes, una mayor toleran-
cia a las condiciones naturales extremas, y una cierta independencia de las
caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos, la obtencidn de plantas resis-
tentes a plagas y pesticidas y la mejora de su calidad nutritva.

GENES DE LA FIJACION DE NITROGENO

La actividad fijadora de nitrdgeno atmosférico estd codificada por los
llamados genes nif (nitrogen fixation), los cuales han podido transfericse
por manipulacién genética bajo forma de plismidos * desde microorga-

-

Material genético (ac. desoxirribonucleico) extractomosdmico.
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nismos fijadores a otros que no lo son, siendo el plismido denominado
pRD1, obtenido de Klebsiella preumoniae, ¢l mis utlizado al ser estable
en numerosas especies bacterianas y expresarse en las mismas.

Las investigaciones actuales sobre los genes #if se centran en
los siguientes aspectos: a) caracterizacion y manipulacidn del grupo
nif con objeto de producir plismidos estables y de alta velocidad
de replicacion, b) transformacion de los microorganismos que ha-
bitualmente colonizan la rizosfera de las plantas, y c) transferencia
del grupo #if ditectamente a las plantas.

La transferencia de los genes 7zf a las bacterias y hongos rizosféricos no
fijadores constituye un objetivo interesante, si bien cubierto de dificulta-
des. En el caso de microorganismos de vida libre, hay que tener en cuenta
que la fijacidn biolégica de nitrégeno consume tal cantidad de energia que
hace dificil la obtencién de niveles de fijacion apreciables, mediante la
conversiéon de parte de la microflora rizosférica en fyjadora. A lo cual hay
que afiadir el hecho de que los fijadores libres reducen dinicamente el ni-
trdogeno que estrictamente necesitan, por lo que la planta no puede apro-
vechatse de €l hasta que no haya sido reciclado y, por otra parte, no fijan
en presencia de nitrtégeno cornbinado salvo que existan mutantes apropia-
dos. Por tanto, aunque se dispusiera de una fuente de energia suficiente
para conseguir un nivel de fijacién elevado, la misma existencia de ese ni-
trégeno fijado inhibiria la propia fijacién.

Mucho mas interesante seria, en cambio, la convetsidon en fijadores de
microorganismos rizosféricos simbidticos con plantas, particularmente de
hongos formadores de micortizas, que contribuyen a la nutricién fosforada
de la planta. Sin embargo, existen grandes obsticulos para lograr este ob-
jetivo, el mayor de los cuales es la prictica incapacidad del hongo de tipo
endotrdfico para desarrollarse en ausencia del hospedador, lo que dificulta
la investigacidén genérica.

No obstante, mientras se resuelven estos problemas, los estudios en le-
vaduras han abierto nuevos caminos al haber hecho posible la introduccion
de ADN (4cido desoxirribonucleico) en Saccharomyces cerevisiae, la leva-
dura de cerveza, que posee ademis la ventaja de poseer ADN extracromo-
sémico, comparable en muchos aspectos a los plasmidos bacterianos, con lo
que puede usarse como un sistema de reproduccion de genes, y entre ellos
los genes #»zf, que han sido ya transferidos a S. cerevisize, si bien hasta el
momento no se ha detectado fyjacién de nitrdgeno en las células transfor-
madas. Si estas dificultades aparecen en organismos eucafidticos tan ase-
quibles como las levaduras, poco puede esperarse por ahora de la transfe-
rencia directa del grupo »zf a las plantas.
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El problema principal radica en la regulacién de la expresidon de
los genes nzf, es decir, st se consigue transferir estos genes a una célu-
la vegetal y se mantienen estables jpodrin llegar a expresasse? Por lo
tanto, la introduccidn del grupo »ifen los organismos supetiores, co-
mo los cereales, no basta, sino que es necesaria también la introduc-
c16n de genes auxiliares para hacer posible su expresion, lo que signi-
fica una modificacién del metabolismo y estructura vegetales, para lo
cual, los avances técnicos actuales aun no se hallan dispuestos.

Volviendo a los microbios fijadores, la eficiencia de la fijacién de nitro-
geno se verfa aumentada si en todos ellos existiese una hidrogenasa capaz
de reciclar el hidrégeno (H,) liberado por la actividad nitrogenasa, y por
tanto recuperar parte de la energia bioldgica, ATP, consumida durante la
reduccion de nitrdgeno molecular 2 amonfaco. Asi, uno de los mecanismos
mas sencillos para mejorar la fijacidén de leguminosas podria ser la intro-
duccién de genes Aup (de «hydrogen uptake»), que codifican la sintesis de
hidrogenasa, en las cepas de Rhrzobium que carecen de ellos.

GENES DE LA FOTOSINTESIS Y OTROS

Cualquier accién que incremente el fotosintato o compuesto carbonado
disponible, producird un mayor rendimiento en la fijacién de nitrégeno,
como se ha demostrado en numerosos experimentos en los que se ha incre-
mentado la intensidad luminosa, o utilizando atmésferas enriquecidas en
diéxido de carbono. Las acciones son irrealizables en la prictica agricola,
pero cualquier intento dirigido a eliminar o disminuir el nivel de la foto-
rrespiracion redundard en un aumento de la fotosincesis neta. La ribulosa-
difosfato-carboxilasa es la enzima que cataliza la fijacion de didxido de car-
bono, pero también cataliza una reaccién colateral —funcién oxigenasa—
en la que se sintetiza el substrato inicial de la fototrespiracién, por lo que
una alteracién de este enzima, que conduzca a la disminuctén o desapari-
c16n de la actividad oxigenasa, mediante la manipulacidon de los genes que
codifican su sintesis, constituye una alternativa prometedora.

Por otra parte, la produccidén de fotosintato requiere ATP y poder re-
ductor. En altimo término el reductor deriva del agua, con lo cual una
manipulacién adecuada de los genes disruptotes * de agua (genes /i7,
de water sp/izting) conducird a un mayor poder reductor y a un incremen-
to en la produccidén de fotosintatos.

-

Que producen ruptura.
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Otra forma de inctementar la fijacidon de nitrégeno consiste en conse-
guir que las plantas que forman simbiosis fijadoras puedan cultivarse con
buenos rendimientos en condiciones extremas. A este respecto presentan
gran interés los genes osmorreguladores (05772) que propotcionan proteccién
frente a gran variedad de tensiones ambientales, tales como sequedad, ca-
lor o exceso de sales, y que funcionan en numerosas bacterias.

La resistencia de las plantas a las diferentes plagas y pesticidas posee
también un evidente efecto indirecto sobre la fijacién de nitrdégeno. Por
manipulaciéon genética se puede transferir, por ejemplo, un segmento cro-
mosbémico determinante de una resistencia 2 un hongo o a un insecto de
una especte vegetal que lo posee, a otra sensible, como la resistencia a la
roya de la hoja de la especie silvestre Agropyrum elongatum, a trigo. Asi-
mismo, otra posibilidad de la ingenierfa genética es la de mejorar la cali-
dad nutritiva de las proteinas de las leguminosas. Para ello, la localizacion
cromosdmica de los genes que codifican estas proteinas permitird disefiar
experimentos de integracién de caracteres seleccionados, presentes en otras
especies vegetales, cuya expresidon en plantas de mayor interés agricola, de-
terminari la sintesis de polipéptidos de mejor calidad.

Finalmente, cabe incluir en este apartado los genes de utilizacién de
celulosa (cut, de cellulose wrilization) y los genes de desnitrificacion (den).
La celulosa representa una de las mayores fuentes de material organico del
suelo, proporcionando energia a bacterias heterdtrotas fijadoras de nitrdge-
no libre; ademds, el acoplamiento dentro de una misma bacteria de los
genes cut y nif permitiria la conversiéa de los desechos celulésicos, en ali-
mentos, energia y productos quimicos. Por su parte, los genes den, son
importantes en Ja fertilidad del suelo, donde anulan la actividad de los ge-
nes de la fijacidn de nitrogeno, con el resultado de que se necesitarian ma-
yores niveles de fertlizantes nitrogenados para compensar las pérdidas.

Mencién aparte metecen los intentos de obtener un modelo quimico
capaz de imitar la funcién reductora de la dinitrogenasa, y con tal fin se
han conseguido construr complejos quimicos con molibdeno y hierro capa-
ces de reducir Ja molécula de nitrdgeno, aunque hasta el momento de baja
eficiencia. Sin duda, este fascinante campo puede ofrecer resultados espec-
taculares en el futuro.

Al margen de todo lo anterior hay que considerar que en este tipo de
Investigaciones existe siempre una partida de signos negativos, ya que cabe
la posibilidad de que se llegue a desequilibrar el funcionamiento del ciclo
biogeoquimico del nitrtégeno. En realidad, puede decirse, con bastante se-
guridad, que antes de la fabricacién a gran escala de fertilizantes quimicos
y del extensivo cultivo de plantas que forman sumbiosis con microorganis-
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mos fijadores, la cantidad de nitrdgeno extraido de la atmésfera por proce-
sos naturales de fijacidon estaba pricticamente compensada por la cantidad
devuelta a la misma por desnitrificacién y volatilizacion del amoniaco. En
la actualidad, sin embargo, existe un desequilibrio a favor de la fijacién,
cuya cuantia puede ya superar en un 10 por ciento a la cantidad de nitrd-
geno devuelta a la atmosfera.

La acumulacién de nitrégeno fijado, es decir, la eutrofizacién de
ambientes acudticos y terrestres, es un peligro que debe ser neutralizado
mediante una investigacion dirigida a proveer de mecanismos de desnitri-
ficacibn y practicas de fertilizacién efectivas, de modo que el ciclo del ni-
trogeno se mantenga en un equilibrio razonable.

En este punto merece nuestra atencidn lo sucedido en el mar de Gali-
lea, en Israel, un mar que constituye la mayor reserva de agua en dicho
pais. El drenado de una gran turbera cercana al mar de Galilea, asi como
el uso intensivo de la tierra para la agricultura, y la polucidn creciente
procedente de los vertidos de la ciudad de Tiberfades e instalaciones ho-
teleras turfsticas, condujo a un continuo aporte de nitratos a dicho mar.
Sin embargo en los anilisis de agua realizados no se detectd un aumento
significativo de nitratos, observacidén que investigada resultd ser debida a
la presencia de microbios desnitrificantes en el sedimento anaerobio del
mar, que convertian los nitratos a nitrdgeno gascoso que escapaba a la at-
mosfera. Este «milagro» es un ejemplo de como la madre Naturaleza se
encarga de corregir la mala intervencidn, en ocasiones, del hombre sobte
los ecosistemnas.

El nitrégeno atmosférico se encuentra a nuestra disposicion,
pero hemos de saber cémo y en qué medida debemos utilizatlo.
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