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RESUMEN

El nitrégeno es considerado un elemento basico e indispensable para el desarrollo y
produccion de la gran mayoria de los cultivos agricolas, especialmente por su papel en
la formacion y sintesis de aminoacidos y proteinas. Generalmente, la incorporacion
del éste elemento se realiza con la aplicacion de fertilizantes nitrogenados, pero,
tomando en cuenta el incremento en los precios de los mismos, su baja eficiencia o
aprovechamiento por los cultivos y otros problemas generados por el uso excesivo
como la contaminacion de fuentes acuiferas con nitratos, en los ultimos afos se ha
dado énfasis a las investigaciones sobre otras alternativas para incorporar el
nitrogeno a los cultivos. Actualmente son prioritarios los estudios relacionados con la
fijacion biologica de nitrogeno y el uso de insumos generados con bacterias fijadoras
(biofertilizantes), ya que se puede llegar a suplir de forma eficiente y altamente
aprovechable hasta 250 kg de N/ha/aiio a los cultives. El cultivo de la cafia de azicar
presenta asociaciones importantes con diferentes microorganismos fijadores de
nitrogeno en la rizosfera, de alli que se cuenta con un alto potencial como alternativa

para suplir en parte y hasta un 50% de las necesidades de este elemento en el cultivo.



EL PROCESO DE LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

A pesar de que la atmosfera esta constituida por casi el 80 por ciento de nitrégeno, nutriente
que, junto con el agua, es factor limitante para el crecimiento de las plantas, la mayoria de
los seres vivos son incapaces de aprovecharlo en la forma en que se encuentra (N2) y so6lo
algunos organismos procarioticos pueden reducirlo a amonio, en un proceso conocido como
fijaciéon bioldgica de nitrogeno. Esta incorporacion de nitrégeno a los cultivos ocurre
gracias a la presencia de microorganismos fijadores que generan la enzima nitrogenasa,
capaz de realizar en las condiciones ambientales normales, una reacciéon quimica que,
permite romper el enlace triple del nitrogeno y producir asi dos moléculas de amonio, el
cual puede ser asimilado por el cultivo via sistema vascular. Esto es comparable al
procedimiento industrial para la fabricacion de fertilizantes nitrogenados, en donde se
requiere mas de 800 oC de temperatura y bastantes atmoésferas de presion (proceso Haber
Bosch) por el que se llegan a producir unos 70 millones de Ton de amonio al afio. La
cantidad global de nitrogeno fijado bioldgicamente se estima que puede ser alrededor de
unos 200 a 250 millones de Ton/ afio. La dificultad de una estimacion fiel deriva de la gran
variedad de microorganismos fijadores y de los diferentes ecosistemas posibles. Una parte
importante de esa cifra global corresponde al nitrogeno fijado en el mar por las
cianobacterias que alli se desarrollan, y algo menos de la mitad se atribuye a la fijacion por
microorganismos de vida libre, ya que la simbidtica, aunque sea mas alta en los cultivos,

esta limitada a unas pocas especies vegetales.

El Cuadro siguiente muestra las fuentes de nitrogeno en el planeta, donde se observa que

las dos terceras partes provienen de la fijacion de nitrogeno
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La fijacion de nitrégeno es un proceso altamente consumidor de energia. La reduccion y la
provision de los electrones necesarios requiere el consumo de bastante moléculas de ATP,
hasta 24 por N2, este trabajo es llevado a cabo por la enzima nitrogenasa con el consumo de

16 moléculas de ATP por N2 reducido, segtin la ecuacion:

N2 + 16ATP + 8e- + 8H+ =2NH3 + 8H2 + 16 ADP + 16Pi

Algunos fijadores libres, como Azotobacter, requieren hasta 100 unidades de equivalentes
de glucosa por unidad de nitrégeno fijado. Por ello su significacion agricola es baja. Esta
significacion se incrementa considerablemente en el caso de la fijacion simbidtica, como
Rhizobium-leguminosa, donde la relacion disminuye a unas 12 unidades de glucosa por

unidad de nitrogeno. En este caso, ademas, la fuente de energia son compuestos carbonados



suministrados directamente por la planta derivados de la fotosintesis, mientras que los

fijadores libres han de tomarlos del suelo donde no existen en las cantidades necesarias.

La siguiente figura representa el proceso de fijacion biologica del nitrégeno:

=
|

i
4 o)

e, l Bacteroide Cadena transporte] o

Floama electrones .
Utilizacién
] sustrate carb.
aaraia
Xilema mﬂinmu:dujl il
1 DL e
I L a
i ' " | Flavedexina
: Hidﬂagln: a &
e g el H.

\L Citosol

.La enzima nitrogenasa, ademas de reducir el N2, es capaz de transferir electrones a otros
substratos que también presentan un triple enlace.. Se considera que esta enzima es
importante en la detoxificacion del ambiente por lo se cree su participacion en otros
procesos antes de la reduccion del nitrégeno tal como es conocida hoy. Uno de estos
compuestos es el acetileno que es reducido muy eficientemente a etileno. Esta caracteristica
permite evaluar la fijacién por un método répido y sencillo y ha contribuido al un répido
avance en los conocimientos sobre el proceso de fijacion a nivel bioquimico y genético, ya
que con un andlisis en cromatografo de gases, se pudo conocer que unos 20 genes estaban

relacionados directamente con la reduccion del N2..



LOS SISTEMAS DE FIJACION DE NITROGENO

Dentro de la fijacién simbiotica, la asociacion mutualista Rhizobium-leguminosa ha sido la
mas estudiada por su alto potencial de fijacion. La asociacion de Frankia, un actinomiceto
fijador, con plantas lefiosas, como el baul, tiene un interés mas forestal y ecologico. Otro
tipo de fijadoras lo constituyen las bacterias diazotrofas, las que no requieren de estar
asociadas con algiin organismo para fijar nitrogeno, por ejemplo especies de
arqueobacterias, Clostridium spp. y Paenibacillus spp. De hecho, algunas de estas bacterias
no se asocian a otros organismos, por lo que se conocen como fijadoras de vida libre. Otras
diazotrofas se encuentran formando asociaciones con plantas pero esto no es requisito para
fijar nitrégeno, como las especies del género Azospirillum y la acetobacteria
Gluconacetobacter diazotrophicus. En estos casos, la cafia de azucar y otras plantas de
zonas calidas son los hospederos mayoritarios pero sin la especificidad caracteristica de las
leguminosas. Estos microorganismos son fijadores claros en microaerobiosis, favoreciendo
un mayor desarrollo de las plantas infectadas. La produccion de sustancias promotoras del
crecimiento vegetal (fitohormonas) parece ser, por lo menos en el caso de Azospirillum, la
causa del efecto beneficioso encontrado cuando se usa como indculo de la cafia de azucar o
maiz. Puede considerarse mas que fijador un PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), grupo que involucra microorganismos con la capacidad de producir
fitohormonas, sideroforos y compuestos que como el 4cido salicilico parecen inducir una
resistencia sistémica en la planta contra patdégenos. Las cianobacterias, algas fijadoras que

pueden formar asociaciones muy interesantes con helechos, contribuyen también de forma



substancial al conjunto total del nitrégeno fijado, siendo esta contribucion especialmente

relevante en ciertos habitats

Nodulos de Rhizobium en leguminosas

La importancia de la fijacion biologica de nitrégeno no deriva solamente de su contribucion
a la nutricion de las plantas, sino también porque contrarresta el nitrégeno combinado que
pasa a la atmosfera por desnitrificacion, actividad microbiana muy importante en suelos
poco aireados. Aunque todos los organismos y sistemas fijadores son aprovechados en
agricultura, hay algunos mads utiles por su eficiencia del proceso, por los niveles de
nitrégeno que incorporan y por su asociacion con cultivos de interés agricola. Los sistemas
potencialmente mas ttiles implican un hospedero con el que la bacteria establece la

asociacion beneficiosa.

Entre ellos, un sistema recoge lo que se llaman rizocenosis asociativas, por no formarse en
la asociacion microbio-planta estructuras especializadas en las raices. Entre estas

asociaciones se encuentra la formada por plantas C4 del tipo maiz o cafia de azlicar y las



bacterias Gluconacetobacter, Azoarcus, Herbaspirillum o Azospirillum. Aqui la bacteria
fija nitrégeno a expensas del exudado radical que aprovecha muy bien al colonizar los
espacios intercelulares del cortex de la raiz. Aunque estas asociaciones han dado mucho
que hablar, pues se ha asociado siempre la mayor produccion vegetal a la fijacion de N2,
por lo menos, en el caso de Azospirillum, estd demostrado que el efecto beneficioso de la
asociacion es debido mayoritariamente a la capacidad que posee la bacteria de producir
fitohormonas que determinan un mayor desarrollo del sistema radical y, por tanto, la
posibilidad de explorar un volumen mas amplio de suelo. Asi como Rhizobium esta
evolutivamente especializado en proporcionar nitrogeno a la planta cuando se encuentra
asociado a ella (las formas bacterianas que fijan nitrogeno en los nédulos, los llamados
bacteroides, no se multiplican por lo que todo el nitrogeno fijado es traspasado al
hospedero), el N2 que fijan estas otras bacterias no es exportado y solamente puede ser
aprovechado después de su muerte y lisis y una vez que haya sido mineralizado. El caso de
G. diazotrophicus, descubierto después que Azospirillum, presenta su utilidad como PGPRs

(rizobacterias que promueven el crecimiento vegetal)

ACETOBACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO EN CANA DE AZUCAR

Las acetobacterias son un grupo de microorganismos gramnegativos, en donde la mayoria
de los géneros soportan altas concentraciones de sacarosa y sus componentes, glucosa y
fructosa. Son capaces de crecer en presencia de acido acético, produciendo acidificacion
cuando crecen en presencia de etanol. Actualmente la familia Acetobacteraceae estd
conformada por los géneros Acetobacter, Acidomonas, Asaia, Gluconobacter,

Gluconacetobacter y Kozakia . Muy posiblemente las acetobacterias son de las bacterias



mas difundidas en ambientes relacionados con plantas, tan solo del afio 2000 a la fecha se

han descrito 13 nuevas especies y dos nuevos géneros procedentes de distintos ambientes.

Entre las acetobacterias existen especies fijadoras y no fijadoras, pero de todas ellas se tiene
muy poco conocimiento de su ecologia. Asi, no se sabe qué papel desempeiian cuando se
desarrollan en las superficies de las plantas (epifitas) o en su interior (endofitas). En la
familia de las acetobacterias hasta la fecha solo se han detectado fijadores de nitrégeno en
un género. Estos fijadores son las especies Gluconacetobacter diazotrophicus
(anteriormente Acetobacter diazotrophicus), G. azotocaptans y G. johannae. Un indicio de
su probable papel en la naturaleza lo han dado algunos experimentos de inoculacién en
cafia de azucar. En dichos experimentos se ha observado que las actividades de fijacion de
nitrogeno y de produccion bacteriana de una fitohormona podrian tener un efecto de

incremento de biomasa de la planta.

Fotografia electronica del tallo de caiia de azucar colonizado

por Acetobacter diazotrophicus.



Se ha demostrado que al menos en ciertos cultivares de cafia de azucar la inoculacion de
ciertos genotipos de G. diazotrophicus provocaron un importante aumento de biomasa en la
planta. También en experimentos de inoculacion de esta bacteria en cafa de azucar se
observo que una vez en el interior de la planta, la bacteria colonizé conductos del xilema de
tallo y hojas y probablemente el floema. Aunque no se ha demostrado como G.
diazotrophicus coloniza distintos tejidos de la planta, la colonizacion de xilema sugiere que
el mismo puede constituir una via de movilizacion de la bacteria. La colonizacion y el
establecimiento de G. diazotrophicus en la cafia de azucar son afectados por la
concentracion de nitrogeno disponible en un sustrato o en el suelo. La diversidad genética
de las cepas de G. diazotrophicus asociadas a cafna de azucar es limitada si se compara con
la de otros organismos, esta baja diversidad se relaciona con el hecho de que G.
diazotrophicus es una bacteria endofita. Este organismo mantiene una tasa baja de
intercambio genético a nivel gendémico global, sin embargo ain no se han realizado

estudios para conocer cOmo se comportan a este respecto regiones limitadas de su genoma.

LA APLICACION DE BIOFERTILIZANTES

El término biofertilizante se define como la utilizaciéon de microorganismos vivos para
mejorar el crecimiento de las plantas, que mejoran su nutricidon por una mayor
disponibilidad de los nutrientes requeridos y por la produccion de fitohormonas. También
se utilizan los términos biocontrol y biorremediaciéon cuando con la inoculacion de
microorganismos se busca incrementar la respuesta defensiva de la planta a patdégenos o
eliminar compuestos xenobidticos del medio. Para lograr una mayor eficiencia con la

aplicacion de los biofertilizantes, se deben tomar en cuenta las caracteristicas del suelo,



como la acidez, textura, compactacion, aereacion, sequia, etc. ya que influyen en la

persistencia de los microorganismos.

La importancia en la adicién o inoculacion del suelo con bacterias fijadoras estriba en que
suelos en condiciones naturales, con pocas bacterias presentes, la infeccion de la planta se
ve reducida y el rendimiento del cultivo no lograra superar el 40 por ciento potencial. Con
la inoculacion con cepas efectivas se puede llegar hasta el 80 por ciento y el 20 por ciento
restante solo se obtendrd con manipulacion genética y el manejo adecuado de la asociacion.
Los intentos de utilizar fertilizante nitrogenado para incrementar el rendimiento, aparte del
costo econdmico que tienen, pueden inhibir el establecimiento de una asociacion efectiva y
el aprovechamiento del nitrogeno, ya que la FBN se ve afectada por la presencia de
nitrégeno combinado en el medio. La aplicacion de nitrégeno en forma de nitrato o amonio
puede provocar un alargamiento del ciclo vegetativo y disminuir drasticamente la cosecha.
El suministro continuo de nitrogeno derivado de la fijacion va cubriendo las necesidades
del cultivo, por lo menos hasta el inicio del periodo reproductivo, cuando el fotosintetizado

se dirige al llenado del fruto.

Los biofertilizantes deben de estar constituidos por cepas seleccionadas por su alta
capacidad infectiva y competitiva (posibilidad para colonizar en presencia de las cepas
nativas normalmente menos funcionales), y por su capacidad para fijar nitrégeno con la
especie vegetal correspondiente. En todos los inoculantes seria ademas deseable que las
cepas que los constituyen tengan alguna estrategia que impida la transferencia genética
horizontal para salvaguardar la biodiversidad de la microbiota del medio y tolerar
condiciones adversas en el medio como la salinidad, sequia, pH bajo, presencia de

pesticidas, etc.



Uno de los paises donde se tienen mayores experiencias en el uso de biofertilizantes en
cafia de azucar es Cuba, lograndose suplir hasta un 50% de las necesidades de nitrégeno del

cultivo.
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