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RESUMEN

Se pone de relieve la importancia de los microorganismos del suelo, que es-
tablecen simbiosis con las plantas como biofertilizantes y su aplicacién en el
control biolégico de patégenos. Las interacciones beneficiosas: bacteria-planta y
hongo-planta tienen gran interés por su impacto en la Agricultura, Silvicultura
y Medioambiente y constituyen una alternativa a la aplicaciéon de fertilizantes
quimicos que actiian como contaminantes de suelos y aguas con gran perjuicio
para la salud. Las bacterias fijadoras de nitrégeno y los hongos micorrizégenos se
encuentran entre los simbiontes de plantas mas extendidos y ecol6gicamente més
importantes. El potencial de los microorganismos del suelo parece ilimitado. Co-
rresponde a la ciencia realizar el estudio profundo de las interacciones de organis-
mos autdctonos del suelo con las plantas, con el fin de que éstas puedan autoabas-
tescerse y autodefenderse en condiciones ambientales adversas, y ademas se
cumpla con el deber de mantener nuestro planeta en 6ptimas condiciones de salud
ambiental para las generaciones futuras.

* Discurso pronunciado en su toma de posesién como Académica Correspondiente
de la Real Academia Nacional de Farmacia el dia 26 de junio de 2003.
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ABSTRACT

Plant-soil-microorganisms interactions on the protection
of the Environment and Health

Soil microorganisms stablish beneficious symbiosis with plants and can be
considered as biofertilizers and also useful in biological control applications. The
beneficious symbiosis: «bacteria-plant» and «fungy-plant», have great interest for
its great impact in Agriculture, Forestry and Environment and constitute an alter-
native to the application of chemical fertilizers, avoiding its negative effects at
health and environmental level. The nitrogen-fixing bacteria and mycorrizal fungi
are among the plant symbionts more extended and ecologycally more important.
The potential of soil microorganisms is unlimited. It is necessary to study more
deeply the interaction between endogenous organisms with plant roots, to get a
better knowledge of them. With these technologies we are trying both: the self-
supplying and self-defending of the plants under adverse environmental conditions
and to let to our planet in good health for the future generations.

Key words: Biofertilizers.— Biological control.— Biological N, fixation.— Rhi-
zobiaciae.— Symbiosis fungi-plants.— Rhizosphere.— Rhizobacteria.

EXTENSIVE ABSTRACT

This dissertation deals at a field of increasing interest, the interactions between
microorganisms, soil and plants, which needs to be studied more deeply, since
given its complexity, our knowledge is still very limited. It starts with a previous
comments on the soil, as a living agent, the fundamental role played by soil micro-
organisms on the soil structure, growth of the plants and C and N cycles. Between
all ecosystems, the soil presents the major richness of species, living together a
great amount of microorganisms as bacteria, fungi, virus, protozoae, and algae.
From all of these groups, the bacteria is one of the most abundant and diverse,
possibly because they are able of a rapid growth by using a great amount on
nitrogen and carbon sources. The bacteria interact with plant roots and colonize
the root surface that has a high concentration of nutrients.

Plant life is conditioned by the presence of these wide range of microorganisms
associated to the roots which can alter the nutrient absorption, by direct effect on
the roots, on the environment or by competition for soil nutrients. The plant
rhizosphere is considered as a zone with intense microbial activity surrounding
the root surface and stimulating the plant growth. The microbial density in the
rhizosphere is higher with respect to the rest of the soil. It is a dinamic and
changeable zone with different characteristics to the rest of the soil.
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There is an increasing interest for the use of microorganisms as biofertilizers,
to achieve the dream of a sustantaible agriculture and silviculture to exclude the
use of phitosanitary products that are expensive and toxic for human health. These
microorganisms can be clasified as beneficious or harmful and infective and non
infective. The beneficious infective microorganisms include the N, fixing bacteria,
Gram-negatives, from the Rhizobiaceae family, including the genera Rhizobium,
Bradyrhizobium Azorhizobium, Sinorhizobium and Mesorhizobium, all of them li-
ving in symbiosis with legume roots. The actinomicete Frankia fix N, in some trees
and bushs such us Alnus, Myrica, Eleagnus, Casuarina, etc. The ectomycorrhiza
fungi stablish simbiosis with a great number of trees, while the arbuscular myco-
rrhiza (AM) stablish simbiosis with most of the higher plants.

Between the non-symbiotic fixing bacteria are the eubacteria Rhodobacter and
some cyanobacteria and green-bleu algae as Azolla, Anabaena and Nostoc, specially
important in flooding soils cultures as rice, by permiting a notable saving of nitro-
gen fertilizers and avoiding soil contamination.

Some beneficious non-infective microorganisms have developed the ability to
colonize the plant root surface and they are known as promoting growth plant
rhizobacteria (PGPRs). They stimulate plant growth throught different ways: by
hormon secretion, by inhibiting phitopatogenes or by activating nutrients assimi-
lation, mainly nitrogen and phosphorous. The genera Pseudomonas and Bacillus
(B. thuringensis) are good examples of rhizobacteria.

The dissertation also focuses on the great interest of legume plants in agricul-
ture and environment for being able to fix N, in arid and semiarid zones under
symbiosis with the Rhizobiaceae family increasing nitrogen content in these areas.
The legumes are divided in three subfamilies: Cesalpinoideae, Mimosoideae and
Papilionoideae, there are about 750 genera and 18000 to 19000 species. The 88%
of the examined species from the three families, form N,-fixing nodules in their
roots infected by Rhizobium. The process of nitrogen fixation is controlled by the
plant from the initiation of the infection by the bacteria, and succesful nodulation
depends on the availability of the combined nitrogen and the adequated photosyn-
thetic energy. As the whole process is governed by genes, the genetic programmes
that order the symbiotic compartments, infection thread and symbiosomes, are
discussed in the text, as also the programmes controlling the nodule histogenesis,
nodule autoregulation and differentation of bacteria in bacteroids. It is also men-
tioned some biotecnology strategies to obtain more efficient and competitive stra-
ins as good nitrogen fixers.

Besides the symbiosis bacteria-plant, it is described briefly the symbiosis fun-
gi-plant which is carried out by the mycorrhizal fungi of the soil. Most of the
plants present mycorrhized roots, helping to them to obtain mineral nutrients
and water from the soil, as complementary roots and inducing resistence against
pathogens. Two types of mycorrhiza fungi are described: the ectomycorrhiza, of
great value in forestry since they help to the growth and development of the trees
and are of great economical interest for industry by the commercialization of the
fungi carpophores (musrhoms). The other type, the arbuscular mycorrhiza stablish
symbiosis with agricultural plants acting as biofertilizers of crops under stress
conditions.
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The potential of soil microorganisms is unlimited. However, it will be necessary
to study more deeply the interactions between the soil endogenous organisms with
plant roots, to get a better knowledge of them. Food in undeveloping countries
depends on a monoculture as rice, corn, wheat etc., and the use of fertilizers can
be expensive for farmers. Our challenge nowadays is to extend nitrogen fixation to
non-legumes plants. With these biotechnologies, we are trying both: the self-su-
pplying and self-depending of the plants under adverse environmental conditions
and to let to our Planet in good health for the future generations.

«Entremos mas adentro en la espesura»

SaN JuaN DE LA CruUZz

INTRODUCCION

La ciencia en general surge de un interrogarse el hombre desde
sus comienzos en este planeta. Podria decirse que el cientifico se
parece a un explorador que al recorrer montafias desconocidas tras
las que aparecen siempre otras mas altas y lejanas envueltas en una
creciente niebla, no puede dejar de preguntarse por lo que hay mas
alla. Pues las grandes leyes que sigue la naturaleza son como pica-
chos que asoman sobre nubes brumosas en una incitacién apre-
miante a buscar lo que hay detras.

Mi discurso va a versar sobre un campo de interés creciente, las
interacciones microorganismos-suelo-planta, que necesita ser inves-
tigado en profundidad, dada su complejidad, pues a pesar de los
muchos estudios que se han realizado, nuestro conocimiento es to-
davia muy limitado. Los estudios que he llevado a cabo en este
campo a nivel de Fisiologia y Bioquimica Vegetal los he complemen-
tado siempre con técnicas histoquimicas para lograr un mejor cono-
cimiento de estos mecanismos mediante la interrelacién estructura-
funcioén.

Asi pues, la aportacién de mis investigaciones a las interacciones
estudiadas han ido dirigidas en gran parte al conocimiento de las
estructuras vegetales implicadas y a la localizacién de los compo-
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nentes quimicos in situ para poder comprender mejor la funcién que
ambos realizan en la interaccion.

Las técnicas histoquimicas disponibles en la actualidad se han
desarrollado ampliamente, constituyendo un potencial muy eficaz
para el estudio complementario de los mecanismos bioquimicos y
moleculares de un determinado proceso, y han alcanzado un gran
nivel paralelamente al desarrollo de la Genética y la Biologia Mo-
lecular.

Hagamos unas consideraciones previas:

Si miramos atentos, con mirada profunda, constatamos la perfec-
cién de la creacion, pues el mundo macroscépico que vemos esta
formado por micro unidades microscépicas integradoras de los seres
vivos, relacionadas entre si y entrelazadas, siguiendo una perfecta
armonia, lo que nos lleva a pensar, a menudo, en la creacién de un
planeta armoénico, capaz de autodefenderse y autorregularse por si
mismo, siguiendo las leyes de la naturaleza en cada uno de sus com-
ponentes.

La humanidad desde hace siglos, y por voluntad del Creador,
tiene colgada su existencia del misterioso hilo de sucesos que se
producen cuando las semillas se alojan en el generoso seno del sue-
lo, que convierte en realidad el misterio, en potencia, del equipo
hereditario. El suelo es un arca méagica, un sistema complejo, que
alberga entre otros componentes, el misterio de las membranas ra-
diculares, capaces de unir el mundo vivo y el mundo muerto.

Si consideramos la diversidad de fenémenos inorgéanicos y orga-
nicos que se producen en el suelo y las variaciones de todos los
o6rdenes a que esta sujeto, podriamos decir que el suelo es la capa
viviente de transformacién de la esfera sélida terrestre, surgida bajo
el influjo de la vida y de las especiales condiciones ambientales de
un hébitat biolégico que estd sometido a un constante cambio y
desarrollo peculiar (26). Puesto que el suelo surge bajo la influencia
del desarrollo de la vida, es necesario tener ésta muy en cuenta, pues
el proceso de desarrollo corre paralelo generalmente al de coloniza-
cién del suelo por los organismos (microorganismos, vegetacién,
animales y el hombre). Pero son muchos los factores que intervienen
en su formacion, y por ello en cada caso el suelo es una individua-
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lidad, un conjunto resultante de acciones variadisimas, entre las que
las condiciones ambientales juegan un papel clave. Si la vida ejerce
(directa o indirectamente) tan gran influjo sobre el suelo, éste deli-
mita las condiciones de vida. De ahi la estrecha relaciéon entre las
Ciencias del Suelo, y la Biologia, y existen métodos de estudio del
suelo analogos a los bioldgicos, como es, por ejemplo, la micromor-
fologia del suelo, introducida en Espafia por el profesor Kubiena,
que estudia el suelo in situ en preparaciones de cortes delgados para
conocer sus componentes, de un modo similar a los métodos histo-
légicos que informan de la composicién anatémica de un tejido.

El profesor Albareda tuvo una visién muy amplia cuando cre6
nuestro Instituto en 1942, relacionando las Ciencias del Suelo con la
Fisiologia Vegetal y la Ecologia. La filosofia de su creacién se fun-
damenté6 en que planta y suelo constituyen una unidad, con las mas
extensas interacciones, de las que brotaran conocimientos de ciencia
natural pura y aplicaciones agricolas y forestales.

EL SUELO, AGENTE DE VIDA

Rocas y sedimentos geolégicos han sufrido alteraciones durante
la formacién del suelo por factores geoldgicos, topograficos, clima-
ticos, fisicos, quimicos y biolégicos, para formar una entidad vivien-
te, compuesta de una asociacién de particulas inorganicas o mine-
rales, entrelazadas con materia organica y gases difundidos. Cuando
el suelo es humedecido con agua, este complejo sistema se transfor-
ma en un sustrato fértil, donde brota la vida en el planeta. Esta es
la zona de la pedosfera, que sostiene la vida sobre la tierra y que
es biol6gicamente un medio activo y estructurado al servicio de su
verdadera funcién, como es su aprovechamiento para el desarrollo
de los seres vivos.

En su estado natural, el suelo constituye una entidad biolégica,
regulada por si misma, que evoluciona lentamente en el tiempo.
Podria compararse a una esponja, regulando y amortiguando el
suministro de nutrientes y agua para el crecimiento de la macro y
microflora, y de la fauna, y determinando el reparto del agua, entre
la que fluye por la superficie hacia los rios y lagos y la que percola
para reponer los acuiferos y reservorios de aguas subterraneas.
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Pero el suelo no solamente sirve para promover y sostener la vida
en sus formas variadas, sino que también actia como un filtro vi-
viente de los restos generados por hombres y animales. En este papel,
limpia, purifica, recicla y disminuye el dafio de muchas toxinas y
patégenos que de otro modo irreparablemente contaminarian y de-
gradarian el ambiente. Algunos de sus componentes (los microorga-
nismos) producen antidotos, que controlan las infecciones y enfer-
medades de las raices. Pero la manipulacién del hombre puede
romper esta autorregulacion y puede conducir a situaciones dificiles
para la vida, ya que el suelo es un recurso no renovable que hay que
mantener y proteger.

Los organismos juegan un papel fundamental en la estructura del
suelo, crecimiento de las plantas y ciclos del carbono y del nitrége-
no. El suelo es de entre todos los ecosistemas terrestres el que pre-
senta una mayor riqueza en especies. En él conviven una gran can-
tidad de microorganismos, como bacterias, hongos, virus, protozoos
y algas. Pero de todos los grupos anteriormente enumerados, uno de
los mas abundantes y diversos es el constituido por bacterias, po-
siblemente por ser capaces de crecer mas rapidamente y poder uti-
lizar una gran variedad de compuestos como fuentes de carbono y
de nitrégeno. Las bacterias se localizan en la superficie de las par-
ticulas del suelo, pudiendo interaccionar con las raices de las plan-
tas, ya que hay una alta concentraciéon de nutrientes en esa zona.
Las bacterias ademas poseen, quiza mas que otros organismos, una
gran adaptabilidad, tanto fisiol6gica como genética (transferencias
horizontales y verticales), elevada tasa de mutacién, variacion de
fase, etc., frente a la variacion de las condiciones del suelo. Por el
contrario, muchos microorganismos pueden no tener la capacidad
de adaptarse a ese ambiente, y no llegan a sobrevivir en él, de ahi
que no prosperen ciertas inoculaciones con bacterias, usadas en prac-
ticas biotecnolégicas.

Los avances en biologia molecular que han hecho posible el es-
tudio de organismos que crecen en el laboratorio en medios de cre-
cimiento seleccionados deberian hacer posible el crecimiento de las
poblaciones del suelo en estos medios para poder identificarlas y
tener un mayor conocimiento de sus propiedades y poder manipu-
larlas en nuestro beneficio. Se calcula que existen en el suelo unas
30.000 especies de bacterias y 1.500 especies de hongos, de las cua-
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les s6lo han sido identificadas un 8 y un 1%, respectivamente. En el
suelo se encuentran un gran nimero de bacterias viables, que no son
cultivables. Asi pues, la biologia del suelo se encuentra todavia en un
periodo de infancia.

Los microorganismos que crecen alrededor de las raices de las
plantas constituyen la biomasa mayor de nuestro planeta. Las bac-
terias son, sin duda alguna, el grupo de organismos metabolicamen-
te mas significativos de los organismos del suelo. En cuanto a los
hongos, son los organismos mas dominantes por los multiples pro-
cesos que realizan y por su gran biomasa.

En algunos suelos la biomasa de los hongos excede la formada
por todos los deméas organismos combinados, siendo su papel la
descomposicién y mineralizacién de compuestos de origen vegetal
y animal (celulosa, hemicelulosa, lignina y quitina) y también su
implicacién en simbiosis beneficiosas con raices de plantas, a las
que capacitan para vivir en condiciones limitantes de nutrientes o de
agua e incluso aumentan su resistencia a patégenos, los cuales cau-
san billones de euros en pérdidas de los cultivos.

LA RIZOSFERA

La vida de las plantas esta condicionada por la existencia de esta
amplia gama de microorganismos que viven asociados con ellas, los
cuales pueden alterar la absorcién de nutrientes por efecto directo
sobre las raices, por efecto sobre el medio y por competir directa-
mente por los nutrientes del suelo. Estos microorganismos, actuan-
do principalmente desde la rizosfera, condicionan la nutricién y la
salud de las plantas y por tanto el correcto funcionamiento de toda
la biosfera. Se considera a la rizosfera como una zona de intensa
actividad microbiana alrededor de las raices, cuya influencia estimu-
la el crecimiento y aumenta la densidad de microorganismos entre
10% a 10 respecto al resto del suelo. Esta zona es dinamica y cam-
biante, y tiene unas caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas
diferentes del resto del suelo. En 1904 Hiltner definié la rizosfera
como aquella porcién de suelo en torno a las raices, con una mayor
actividad microbiana, resultante de la alta concentracién de carbono
y otros nutrientes existentes en esta zona, ampliandose este concep-
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to en la actualidad hasta considerar como rizosfera la porcién de
suelo influida por las raices vivas.

El interés cada vez mayor de utilizar microorganismos para lo-
grar el suefno de una agricultura y silvicultura sostenibles donde se
excluya el uso de fitosanitarios caros y nocivos, conduce a una mayor
atencion sobre la manipulacién mas efectiva de la rizosfera. Desde
que Hiltner la definié, ha habido bastantes avances en reconoci-
miento al importante papel de los microorganismos sobre el cre-
cimiento de las plantas. Son muchos los trabajos realizados (3, 4, 38
y 31), destacando sobre todos ellos los llevados a cabo por Rovira y
su grupo en Australia, llegando a denominarse «efecto rizosfera» a
la influencia de la planta sobre el suelo, aunque a medida que los
trabajos han ido progresando, podemos considerar el «efecto rizos-
fera» mas que como un efecto, como un sistema natural con propie-
dades, elementos y fronteras definidas en el que se identifican tres
zonas:

a) La ectorizosfera: region del suelo en contacto directo con
la raiz.

b) El rizoplano: regién radical que estd en contacto directo con
el suelo.

¢) La endorizosfera: regién del tejido cortical de la planta colo-
nizada por microorganismos.

La mayoria del conocimiento sobre la existencia fisica de la ri-
zosfera se deriva de la microscopia electrénica de transmisiéon y
barrido (13, 14). Estos estudios han mostrado que las células epi-
dérmicas de las raices estan recubiertas de polisacaridos de doble
origen, vegetal y microbiano, de grosor variado, en el cual las co-
lonias de microorganismos estan incluidas y asentadas. Los azu-
cares, aminoacidos, acidos organicos, etc., son responsables de
las especies, variedades y nimero de microorganismos que en ella
viven. Un componente puede estimular el crecimiento de un mi-
croorganismo y puede ser neutral o inhibidor para otros. Asi, los
sideréforos exudados por gramineas del mismo modo a los excreta-
dos por ciertas bacterias, pueden inhibir el crecimiento de algunos
microorganismos, llegando a reducir la disponibilidad del hierro en
la rizosfera.
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Las condiciones ambientales de crecimiento de la planta influyen
decisivamente sobre estos exudados en cantidad y composicién. Las
raices cambian fisica y fisiol6gicamente con la edad y el medio que
las rodea, por lo que las sustancias excretadas son diferentes, siendo
la produccién de aminoacidos, siempre mayor cerca de la cofia,
zona muy metabédlica y de mayor absorciéon de agua y nutrientes.

El mucilago que rodea la cofia de las raices y se extiende a lo
largo de los primeros centimetros de la raiz (18) juega un importante
papel en el dinamismo de la zona rizosférica. Durante mi estancia en
la Universidad de California (1964), colaboré con los profesores Jen-
ny y McLaren en el esclarecimiento del origen de la capa mucilagi-
nosa de las raices, ya que en dicha Universidad habia dos teorias.
Los partidarios de que su formacién se debia exclusivamente a los
exudados de las raices (Departamento de Suelos y Nutriciéon Vegetal)
y los que opinaban que su origen era exclusivamente microbiano
(Departamento de Microbiologia). Utilizando plantas estériles y no
estériles y analizando la rizosfera por microscopia 6ptica y electré-
nica concluimos que la capa mucilaginosa es producto de la planta
y de las excrecciones de microorganismos que viven sobre ella.

A pesar de muchos afios de aislamiento de microorganismos de
la rizosfera, nuestro conocimiento real es fragmentario. Los métodos
tradicionales de cultivo in vitro recobran solamente un pequefo
porcentaje de los organismos reconocidos previamente por el mi-
croscopio y los contados directamente. La temperatura de incuba-
cién y la riqueza del medio juegan un papel importante para el
organismo aislado y especialmente la composicion del medio de
cultivo tiene un papel primordial. Asi las Pseudomonas fluorescentes
han sido calificadas como el mayor grupo bacteriano de la rizosfera,
lo que obedece tinicamente a que dado el interés de estas bacterias
para su uso como protectores de plantas, se han buscado medios
selectivos para su aislamiento (25).

Pero si se conocieran las caracteristicas especificas que controlan
el crecimiento y supervivencia de las especies, seria posible modifi-
carlas para favorecer el crecimiento de los microorganismos desea-
bles y eliminar a los indeseables. El interés de la manipulacién se
basa también en que las raices colonizadas pueden ser un vector
eficaz de introducciéon de bacterias con caracteristicas adecuadas
para procesos de Bioremediacién de suelos contaminados (5).
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TIPOS DE ORGANISMOS DEL SUELO

Los microorganismos del suelo pueden ser separados en benefi-
ciosos o perjudiciales e infectivos y no infectivos. Los organismos
beneficiosos infectivos incluyen los fijadores de nitrégeno, bacterias
Gram negativas, tales como Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizo-
bium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, que viven en simbiosis con
leguminosas. El actinomiceto Frankia que fija nitrégeno en determi-
nados arboles y arbustos, tales como Alnus, Myrica, Eleagnus, Casua-
rina, etc., los hongos ectomicorricos que establecen simbiosis con un
gran numero de arboles, y las micorrizas arbusculares (AM), que se
asocian a las raices de la mayoria de las plantas superiores excepto
con las Brasicaceas y Quenopodiaceas.

Otros fijadores de nitrégeno en asociacién no simbiética han
demostrado gran capacidad para sustituir a los fertilizantes nitroge-
nados y contribuir a la sostenibilidad de los sistemas agricolas, sien-
do pioneros en su utilizacién algunos paises como Brasil, en cultivos
de cana de aziicar y maiz, caracterizandose Brasil por ser uno de los
paises menos contaminados por fertilizantes sintéticos. Los organis-
mos responsables de este tipo de fijacién se encuentran en estado
libre en el suelo, obteniendo la energia requerida para la fijacién de
nitrégeno de la fotosintesis o de la oxidacién de productos organicos
del suelo.

Entre los fijadores libres fotosintéticos se encuentran eubacterias
fototrofas como Rhodobacter y algunas cianoficeas, algas verdes azu-
ladas: Azolla, Anabaena y Nostoc, que fijan el nitrégeno en células
especiales llamadas «heterocistos». Estas algas son particularmente
importantes en cultivos de suelos encharcados como el arroz, donde
la fijaciéon puede alcanzar 30 kg de nitrégeno por hectarea y ano,
permitiendo un notable ahorro de fertilizantes nitrogenados y evi-
tando la contaminacion de estos suelos.

Los organismos heterotréficos no-fotosintéticos fijan el nitrégeno
obteniendo la energia de compuestos del suelo excretados por las
raices. Estas bacterias pertenecen al género Clostridium (anaerdbi-
cos), Azotobacter, Azospirillum y Beijerinckia (aerébicos). Mediante
técnicas de N ha sido posible seguir la contribucién significativa
del nitrégeno fijado por Clostridium en suelos forestales caracteriza-
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dos por pHs bajos (19). Las cantidades de nitrégeno fijadas por estas
bacterias permiten suponer que se pueden alcanzar los 100 kg.de N
por hectarea y afio. Son asociaciones de gran potencial agronémico,
presentando especial interés la asociacién de Azospirillum con culti-
vos forrajeros tropicales (Panicum maximun) y con cultivos de maiz,
cafia de azucar, trigo, centeno y sorgo.

BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Una parte de los microorganismos beneficiosos, no infectivos, ha
desarrollado la habilidad de colonizar la raiz, y se conocen en su
conjunto como rizobacterias. Las rizobacterias beneficiosas que pro-
mueven el crecimiento de las plantas, bien especificamente mediante
la secrecién de hormonas o indirectamente inhibiendo organismos
fitopatégenos o activando la asimilacién de nutrientes, se conocen
como bacterias promotoras del crecimiento (PGPRs) y a su identifi-
cacién y mecanismos de accién ha contribuido el profesor Gutiérrez
Marfiero y su grupo de la Universidad San Pablo-CEU, con los cuales
hemos colaborado en los dltimos afos en proyectos comunes.

Aunque la interaccién de estos microorganismos con las plantas ha
sido convenientemente estudiada, atin estamos lejos de entender las
complejas interrelaciones metabdlicas y ecolégicas que resultan en
efectos beneficiosos o perjudiciales para los cultivos, y uno de los
mayores retos es conseguir una descripcion precisa y completa de
estos complejos sistemas. Este conocimiento permitiria responder a
la pregunta, de gran interés practico, sobre si podemos manipular los
microorganismos o las plantas para conseguir una 6ptima asociacién
que resulte en mejoras de la productividad y salud de los cultivos.

BIOTECNOLOGIAS LIMPIAS EN AGRICULTURA

El suelo es un recurso natural con una funcién primordial, so-
portar una vegetacion, y en él se deben dar las condiciones necesa-
rias para el desarrollo permanente de la misma. La salud del suelo
esta estrechamente relacionada con la alimentaciéon humana a través
de la produccién agricola y ganadera.
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El hombre puede perturbar este recurso natural, bien sobreexplo-
tando la productividad del sistema, que incapaz de regenerarse se
empobrece y degrada, o mediante el vertido de residuos en una
proporcién muy superior al que el medio puede absorber y transfor-
mar. El deterioro del medio hace peligrar lo que habitualmente
denominamos «calidad de vida», pero el agotamiento de los recursos
naturales, por encima del nivel de sostenibilidad, lo hace sobre el
«nivel de vida».

Sin embargo, las practicas agrarias que se han venido utilizando
en las altimas décadas para conseguir un aumento de la produccién,
mediante el uso de especies vegetales con una alta respuesta a la
fertilizacién quimica, han conducido a la contaminacién de los sue-
los y han causado graves problemas de eutrofizacion en las aguas de
bebida, en rios, lagos, lagunas y aguas subterraneas con grave reper-
cusion sobre la salud humana.

Se hace necesario producir evitando efectos nocivos, mantener
limpia la naturaleza sin pensar en grandes producciones, sino mas
bien atendiendo a la calidad del producto obtenido y sobre todo in-
tentando una agricultura mas respetuosa con el medio. Todo ello con-
duce a una «Nueva Agricultura» a una Agricultura Sostenible con
capacidad de mantenerse y prolongarse en la agricultura del futuro.

Las practicas biotecnolégicas ofrecen una posible solucién, de
manera responsable, para mejorar la produccion agricola, atendien-
do a las nuevas tendencias ambientales, impulsando el estudio de
nuevas tecnologias que permitan aumentar la produccién agricola y
forestal en el marco de una agricultura y silvicultura sostenibles.

El Convenio sobre la Diversidad Biolégica (1992) defini6 la bio-
tecnologia como toda aplicacién tecnolégica que utiliza sistemas
biol6gicos y organismos vivos, o sus derivados, para la creacién o
modificacién de productos o procesos para usos especificos. Abarca
una amplia gama de tecnologias diferentes, como el empleo de bio-
fertilizantes, agentes de biocontrol y ademas incluye la manipula-
cién, transferencia de genes o clonacion de plantas, que ha llevado
a la seleccién de genotipos de forma mas rapida y selectiva.

Una alternativa complementaria a la utilizacién de los OMGs es
la potenciacion del aprovechamiento de organismos nativos del sue-
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lo, bacterias y hongos (24), su incidencia en la nutricién y protec-
cion vegetal y su interés, especialmente en paises subdesarrollados,
con baja productividad agricola y con dificultades econémicas.

Se abre asi un campo de investigaciéon de gran importancia, que
requiere ser estudiado en profundidad, atendiendo a sus posibles
repercusiones bidticas y abiéticas sobre el Medio Ambiente y la
Salud. Las simbiosis «bacteria-planta» y «hongo-planta» han sido
estrechamente estudiadas.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno y los hongos micorricicos es-
tan entre los endosimbiontes de plantas méas extendidos y ecolégica-
mente mas importantes, y a ellos nos vamos a referir a continuacién.

Fijacion biolégica de nitrégeno (FBN)

El nitrégeno, después del agua, es el principal nutriente limitante
para el desarrollo de las plantas. Precisamente por esta razon en el
periodo entre 1950 y 1990 se incrementé diez veces en Espaiia el uso
de fertilizantes nitrogenados, lo cual llevé a un aumento sin prece-
dentes de la productividad en los cereales. Sin embargo, la aplica-
cién de estos fertilizantes y otras acciones industriales y antrépicas
han alterado las condiciones basicas del ciclo natural del nitrégeno
y han contribuido a la contaminacién por nitratos de los ecosiste-
mas terrestres y acuaticos con grave riesgo para la salud humana.
Los efectos sobre la salud han sido puestos de manifiesto en diversos
estudios epidemiolégicos y clinicos, estudios que han demostrado
que la ingestién de nitratos en el agua de bebida o en alimentos
conduce a la aparicién de metahemoglobinemia e incluso se han
relacionado con la aparicién de cancer. El nitrato se transforma en
el organismo en nitrito que oxida el Fe** ferroso de la hemoglobina
a Fe’" férrico, que es incapaz de fijar el oxigeno y transportarlo a los
tejidos; es lo que se llama enfermedad azul de los lactantes. Otro
producto secundario resultante de los nitratos son las nitrosaminas,
cuyo caracter cancerigeno fue demostrado por Mirvish en 1981.

El nitrégeno es el elemento mas abundante de la atmésfera te-
rrestre y sin embargo es una fuente nutritiva muy escasa. Esta pa-
radoja se debe a que el nitrégeno atmosférico es inerte y no puede
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ser aprovechado por la mayoria de los seres vivos, iinicamente se
incorpora a los sistemas biolégicos cuando ha sido fijado por orga-
nismos fijadores o combinado con ciertos elementos como el hidré-
geno o el oxigeno, en forma de nitrato o de amonio.

La FBN aporta la mayor parte del nitrégeno fijado a los ecosis-
temas terrestres. La fijacién global se estima en unos 275 millones
de toneladas de nitrégeno al afio. De esta cantidad, 30 millones se
fijan por causas naturales como descargas eléctricas, erupciones
volcénicas, etc.; 70 millones se fijan mediante fijacién industrial en
el proceso de Haber-Bosch, en el cual se gasta gran cantidad de
energia procedente del petréleo, y 175 millones de toneladas se fijan
mediante fijacion biologica. De estos 175 millones, 35 se fijan me-
diante fijacion en vida libre y 140 mediante fijaciéon simbiética (40).

Asi pues, la Fijaciéon Biolégica de Nitrégeno representa una alter-
nativa a la fertilizacion nitrogenada, y esté restringida a organismos
procariontes, capaces de reducir el nitrégeno molecular a amoniaco,
tanto en vida libre como en simbiosis.

LAS LEGUMINOSAS

A partir de las experiencias de Hellriegel en 1886 se han intensifi-
cado los estudios dirigidos al importante papel que juegan las legumi-
nosas en el medioambiente y la salud. Las leguminosas son base de la
dieta mediterranea y tienen un papel critico en los ecosistemas natu-
rales, en la agricultura y en el sector agroforestal, donde su habilidad
para fijar nitrégeno en simbiosis hace de ellas excelentes colonizado-
ras en medios deficientes de nitrégeno. Existen alrededor de 750 gé-
neros y entre 18.000 a 19.000 especies distribuidas en tres subfami-
lias: Caesalpinodeae, con numerosas especies tropicales; Mimosoideae,
con especies arboreas como Acacia sp., y Papilionoideae, con especies
de elevada importancia agricola. El 88% de las especies examinadas
forman en sus raices noédulos con Rhizobium (12).

El éxito adaptativo de las leguminosas les permite colonizar sue-
los pobres en nutrientes. La abundancia de sus raices hace también
posible la mejora de las caracteristicas fisicoquimicas de suelos de
zonas aridas y semiaridas. Su uso para pasto y mejora de suelos data
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de los romanos, que recomendaban en los tratados de Agricultura el
cultivo alternativo de gramineas y leguminosas, con el fin de aumen-
tar la produccién de trigo y cebada. En 1932, Fred y col., en su libro
titulado Root nodule bacteria and leguminous plants, incluyen una
cita de Varro (37 BC) que dice: «las legumbres deben plantarse en
suelos, no tanto por su importancia como cultivo, sino como por sus
buenos efectos sobre los cultivos sucesivos».

Las bases cientificas de este proceso fueron presentadas primera-
mente por Boussingault a mediados del tercer decenio del siglo xix
en Francia. En 1907, en el libro de Primera Ensefianza Superior de
Forcadell se puede leer: «Los agronomos han clasificado las plantas
en dos grupos: reparadoras y esquilmadoras. Las primeras en lugar
de empobrecer el suelo lo enriquecen, por nutrirse mas de la atmés-
fera que de los jugos de la tierra...», propiedad relativa a las plantas
leguminosas.

El proceso de fijacion biolégica de nitrégeno, que hermana a las
leguminosas con las bacterias, estableciendo un didlogo entre los dos
simbiontes, constituye una de las biotecnologias mas sorprendentes y
excepcionales, por su gran repercusion en el sector sanitario y agroa-
limentario. Se estima que aproximadamente 100 leguminosas agrico-
lamente importantes contribuyen anualmente con casi la mitad del
nitrégeno fijado biolégicamente. En el mundo se estima que sélo las
leguminosas grano ocupan cerca de 150 millones de hectareas con
una produccién anual de 200 millones de toneladas grano.

La simbiosis Rhizobium-leguminosa y la actinomicorricica se
originaron en el cretacico cuando los suelos eran pobres en N com-
binado. La fuerte presion por la captacién de N favorecié a estas
plantas para establecer simbiosis con microorganismos del suelo. Su
antigiiedad data de 60 a 70 millones de afios, cuando las familias
mayores de angiospermas se separaron (11).

Segun algunos autores, la simbiosis entre las leguminosas y Rhi-
zobiaceas existia ya antes de que el oxigeno existiera en la tierra.
Segtn Oparin y Haldane, la primitiva atmésfera s6lo contaba con
agua, CO,y NH,, y ésta puede ser la causa de las condiciones de
anaerobiosis que requiere este proceso.

Las leguminosas pueden realizar asociaciones simbiéticas tanto
con bacterias del suelo como con hongos micorricicos. Investigacio-
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nes actuales apuntan a que los mecanismos de reconocimiento de
uno u otro microsimbionte por las leguminosas son similares a nivel
genético. El estudio de estos mecanismos comunes en el estableci-
miento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa y micorriza-planta
permitird no sélo la mejor comprensién de ambos procesos, sino
también la mejor utilizacién de su potencial en una Agricultura
Sostenible, respetuosa con el Medio Ambiente.

BREVE DESCRIPCION DE LA FORMACION DEL NODULO
DE LEGUMINOSAS

El establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa comien-
za con el reconocimiento especifico entre la bacteria y su planta
hospedadora. La especificidad de la interaccién simbiética viene
dada por el intercambio inicial de sefiales quimicas entre la planta
y el rizobio, que activan programas genéticos especificos de nodula-
cién en ambos simbiontes.

Los exudados radiculares de las leguminosas, aziicares, amino-
acidos, asi como compuestos flavonoides (flavonas, isoflavonas, chal-
conas y flavononas) atraen a las bacterias que emigran hacia sus
raices. La respuesta bacteriana, mediada por la proteina NodD cons-
titutiva, emite a su vez sefiales de nodulacién, el Factor Nod, para la
activacion y transcripcién de genes implicados en el proceso simbi6-
tico, que origina la curvatura de los pelos radiculares, la formacién
de células meristematicas en la corteza de la raiz (primordio no-
dular) y la expresién de genes de nodulinas tempranas (ENOD12
y ENOD20). Los factores Nod son reguladores de desarrollo muy
potentes, ya que su efecto se expresa a concentraciones de 10®° a
102 M. Se trata de un lipo-chito-oligosacarido que induce los esta-
dios mas tempranos de la nodulacién y cuya composicién quimica
difiere segun el tipo de interaccién.

La infeccién comienza con la digestion localizada de la pared del
pelo radicular por Rhizobium vy la formacién del canal de infeccién,
siendo las bacterias liberadas por endocitosis en el citosol de las
células corticales.

La raiz aisla a las bacterias recién liberadas, facilitindoles la
membrana peribacteroidal, de origen vegetal, formada a expensas de
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cisternas de reticulo endopldsmico y vesiculas de Golgi. En el inte-
rior de la membrana peribacteroidal las bacterias se diferencian en
bacteroides, de mayor tamafno que las bacterias en vida libre, dando
lugar al «simbiosoma» o unidad fijadora de nitrégeno formada por
uno o mas bacteroides rodeados por la membrana peribacteroidal.
El simbiosoma es un organulo subcelular exclusivo de raices de le-
guminosas. La sintesis del enzima nitrogenasa es inmediatamente
inducida en los bacteroides (genes Nif), que les capacita para reducir
el nitrégeno atmosférico a amonio con un gran coste de energia para
la planta.

En algunos nédulos, en su mayoria indeterminados, los bacteroi-
des se dividen dentro de los simbiosomas, paralelamente a la mul-
tiplicacion de las células infectadas para crear la zona infectada.
Finalmente se llega a la formacién del nédulo en el que la zona
infectada estd rodeada de una corteza interna y externa de donde
parten los haces vasculares que transportan los fotosintatos de la
planta al nédulo, y los compuestos nitrogenados en forma de amidas
o ureidos elaborados por el nédulo a la parte aérea de la planta. En
nédulos indeterminados (trébol, guisante, alfalfa, etc.) existe un
meristemo apical responsable del crecimiento continuo del nédulo,
que no poseen los nédulos determinados (soja).

La infeccion de las raices por las bacterias puede realizarse de
modo diferente al canal de infeccién, aunque ésta es la forma mas
frecuente. Otras formas de infeccién se realizan por heridas produ-
cidas en la emergencia de las raices laterales, como ocurre en el
género Arachis (cacahuete), en Sylosanthes, Aeschinomene y en otras
plantas. En simbiosis primitivas de la familia Cesalpinoideas (p.e.,
en Cassia), y también en las papilonaceas lefiosas Andyra e Hyme-
nolobium, las bacterias no eran liberadas del canal de infeccién,
la fijacion de nitrégeno se realizaba en estas estructuras o «canales
de fijacion».

Aunque la interaccion Rhizobium-planta es bastante especifica, lo
que significa que cada planta sera nodulada por su rizobio o rizobios
caracteristicos, sin embargo, una misma cepa bacteriana es capaz de
establecer simbiosis con diferentes leguminosas como R. legumi-
nosarum, que puede nodular Pisum y Cicer. El caso extremo es la
especie de amplio rango de hospedador Synorhizobium sp. NGR234,
que puede establecer simbiosis con 353 leguminosas. A su vez, una
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misma planta puede ser nodulada por diferentes rizobios, como ocu-
rre en soja, que es nodulada por B. japonicum y Sinorhizobium fredii.

En todo momento, el establecimiento de la simbiosis esta contro-
lado por la planta. Es la planta la que determina que se inicie o no
la infeccién, en funcion de la disponibilidad de nitrégeno combinado
y de la energia fotosintética adecuada.

EVOLUCION DE LAS ESTRUCTURAS SIMBIOTICAS

La simbiosis entre leguminosas y bacterias rizobiaceas es el sis-
tema mejor estudiado en el marco de las interacciones planta-micro-
organismo. Estas bacterias son simbiontes facultativos, cultivados
facilmente ex-planta y accesibles a su investigacién por métodos
genéticos y moleculares modernos.

Todo el proceso de la fijacién de nitrégeno esta gobernado por
genes y el uso de mutantes, defectuosos en componentes estructura-
les, ha sido de gran ayuda para esclarecer las distintas etapas de
iniciacién y desarrollo del nédulo.

Los nédulos representan un modelo apropiado para estudiar un
amplio rango de funciones clave en las plantas, incluyendo la sefia-
lizacién inicial entre los simbiontes, diferenciaciéon celular y organo-
génesis, asi como expresion de genes responsables del desarrollo del
nédulo y su envejecimiento. Usando mutantes de diferentes legumi-
nosas (guisante, soja, alfalfa, trébol, judia, etc.), se han identificado
alrededor de 100 genes responsables del desarrollo del nédulo. De
ellos, mas de 40 genes han sido identificados en Pisum sativum, que
sigue siendo uno de los modelos mas adecuados.

Los analisis genéticos pueden ser de gran utilidad para diferen-
ciar los estadios mas significativos de la simbiosis, cuando cada uno
de ellos esta controlado por uno o varios genes. De este modo se ha
podido hacer un seguimiento del proceso de infeccién en Medicago
sativa desde la iniciacién del canal de infeccién, crecimiento en el
interior del pelo radical y su avance en la corteza de la raiz, median-
te mutantes de Rhizobium meliloti, defectuosos en diferentes compo-
nentes de exopolisacaridos, e igualmente se ha seguido la liberacién
de las bacterias en la corteza radicular, diferenciacién en bacteroi-
des y formacion del joven nédulo.
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La secuencia funcional de los genes simbiéticos de la planta,
identificados mediante el uso de genotipos mutantes, coincide en
general con la ordenaciéon de los estadios de desarrollo identificados
en los genotipos silvestres. Sin embargo existe una excepcién muy
notable: las mutantes defectuosas en la autorregulacién sistematica
de la nodulacién, usualmente retienen la capacidad fijadora de ni-
trégeno, por lo que la respuesta a la autorregulacién no debe ser
considerada como elemento a valorar en el proceso «escalonado» del
desarrollo de los compartimientos simbiéticos. Esto también sucede
en la formacién histolégica del nédulo, ya que algunas mutantes de
alfalfa forman estructuras pseudonodulares sin haber sido inocula-
das con Rhizobium (8).

Todos estos datos sugieren que el programa integral del desarro-
llo del nédulo no esta formado por una cadena lineal de etapas suce-
sivas, sino por diferentes subprogramas, que son implementados en
cierto grado, independientemente uno de otro, pudiendo cada sub-
programa, a su vez, constar de varios pasos sucesivos.

El mas importante es el subprograma genético que ordena el
desarrollo de los compartimentos simbidticos: canal de infeccién y
simbiosomas, que separa las bacterias del citosol vegetal y asegura
un didlogo intimo entre ellos. En paralelo, los subprogramas que
controlan la histogénesis del nédulo, la autorregulacién de la nodu-
lacién y la diferenciacién de las bacterias en bacteroides, ocupan
también un especial relieve.

La identificacién de los subprogramas mencionados no es en
todos los casos un resultado especifico de la investigacién con mu-
tantes. Es evidente que con independencia del desarrollo de los com-
ponentes simbidticos, las mutantes defectuosas en la sintesis de
exopolisacaridos y lipopolisacaridos, componentes especificos del né6-
dulo, no infectan usualmente las raices, pero inducen la formacién
de pseudonédulos. También se ha evidenciado que cuando los fac-
tores Nod purificados son anadidos, pueden inducir a la formacién
del primordio nodular e incluso estados iniciales de la estructura
nodular. Sin embargo, para estudiar la induccién de los genes que
se expresan en los estadios iniciales de la infeccién por Rhizobium
y los genes Nif de fijacién de nitrégeno es necesario el empleo de
bacterias mutantes.
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Los genes simbid6ticos identificados, usando sus productos mole-
culares, son las llamadas «nodulinas» y a su estudio ha cooperado el
doctor Bisseling y su grupo del Department of Molecular Biology de
la Universidad de Agricultura de Wageningen. Estos componentes
pueden representar mas de la mitad del contenido de proteinas de
los nédulos. Para identificar estos genes se ha comparado la expre-
si6n de proteinas (RNAs) de plantas noduladas con raices no inocu-
ladas y nédulos Fix* y Fix". Este abordaje ha permitido diferenciar
entre «nodulinas tempranas», activadas antes de la apariciéon de la
fijacion de nitrégeno, y «nodulinas tardias», que aparecen durante y
después del comienzo de la fijacién de nitrégeno. Nuestro laborato-
rio ha contribuido al estudio de una de estas nodulinas tardias, la
«leghemoglobina» o «<hemoglobina» de las plantas.

Algunas nodulinas estan relacionadas con la formacién de estruc-
turas simbiéticas, por ejemplo, la nodulina temprana ENOD?2, acti-
vamente sintetizada en el parénquima nodular, mientras que las no-
dulinas ENODS5 y ENOD12 estan localizadas en las paredes del canal
de infecciéon (Mylona y col., 1995). La nodulina N-26, sintetizada
durante la liberacion de las bacterias del canal de infecciéon, es un
componente de la membrana peribacteroidal y puede estar relacio-
nada con el transporte de nutrientes entre los simbiontes. La nodu-
lina ENODA40 esta relacionada con el balance hormonal durante los
estadios iniciales del establecimiento del nédulo. Esta nodulina pa-
rece controlar el cociente auxinas/citoquininas que se altera enorme-
mente después de la inoculacién con Rhizobium y juega un papel
importante en la formacién del primordio nodular y anatomia gene-
ral del nédulo (16, 29).

MECANISMOS DE DEFENSA A LA INFECCION

Inmediatamente después de la inducciéon de la nodulacién, se
inician las reacciones propias del endosimbionte en la planta hospe-
dadora, en la que tiene especial relieve las interacciones previas a
la separacién de las bacterias del citosol de las células infectadas.
Podrian asemejarse estos mecanismos a las reacciones de defensa de
las plantas contra patégenos, que incluyen la sintesis de muchos
compuestos, como acido salicilico, quitinasa, peroxidasa, callosa,
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extensinas, proteinas de defensa, etc. En la nodulacién las reaccio-
nes no son tan intensas como durante la patogénesis y estan estre-
chamente relacionadas con la especificidad de la simbiosis. La sin-
tesis de factores de defensa es mucho mas baja, no inactivando a las
bacterias, pero si controlando su nimero y desarrollo en los compar-
timientos simbiéticos. El balance final de la interacciéon dependera
del contenido de polisacaridos exo y lipo y de los glucanos ciclicos,
componentes de las paredes bacterianas. Estas moléculas de super-
ficie pueden inhibir los sistemas de defensa de la planta o bien hacer
que las bacterias resistan a estos mecanismos. La alteracién de los
mecanismos de defensa comienza ya en estadios iniciales de la infec-
cién, en los cuales ocurren interacciones entre los exopolisacaridos
de Rhizobium y los receptores de la planta. En ausencia de exopo-
lisacaridos, estos receptores pueden ser afectados por algunos elici-
tores (p.e., productos de la degradacién de la pared celular), indu-
ciendo una intensa respuesta inmune (33). Intensas reacciones de
defensa pueden también estar sumamente implicadas en el desarro-
llo de los canales de infeccién, gran parte de los cuales son bloquea-
dos o abortados en tempranos estados de preinfeccién (6, 7). El
grupo del profesor Olivares Pascual ha contribuido al estudio de
estos mecanismos de defensa en plantas de alfalfa inoculadas con
Rhizobium incompatibles (28).

Ademas de los mecanismos que controlan al endosimbionte en la
planta hospedadora, las leguminosas tienen la capacidad de autorre-
gular el nimero de nédulos formados en sus raices mediante sefales
sistematicas hipersensibles que se comunican entre las raices y la
parte aérea de la planta. Asi por ejemplo, se han seleccionado ciertos
mutantes de autorregulacién negativa, como plantas supernodulan-
tes Nod™ que generalmente mantienen la nodulacién en presencia
de altas dosis de nitrato (fenotipos tolerantes al nitrato) que inhibi-
rian la simbiosis en las plantas silvestres. El aborto de excesivos
canales de infeccién en las células corticales de alfalfa via un meca-
nismo similar de reaccién hipersensible puede ser también conse-
cuencia de la respuesta de autorregulacion de la planta (41).
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SIMBIOSIS LUPINUS-BRADYRHIZOBI UMSp

Por ser la simbiosis mayormente estudiada en nuestro laborato-
rio y por tener caracteristicas propias, voy a hacer una resefia muy
breve de algunos de los resultados obtenidos en estos trabajos.

El lupino o altramuz es una leguminosa de origen mediterraneo
con gran potencialidad agricola debido al alto contenido de protei-
nas en sus semillas que le asemeja a la soja, y su potencial como
oleaginosa. Este género corresponde a la tribu Geneistae, subtribu
Lupininae, de la que es el unico representante.

Respecto a su nodulacion, el lupino presenta diversas caracteris-
ticas propias que le diferencia de otras leguminosas. El nédulo de
lupino es un subtipo especial y tnico dentro de los nédulos indeter-
minados, por lo que se le ha llamado «lupinoide», carece de meris-
temo terminal, presentando el meristemo una localizacién basal-
lateral. Es la tnica leguminosa de clima templado que transporta
el N fijado en las raices a la parte aérea, en forma de amidas, y es
nodulada por bacterias del género Bradyrhizobium.

El proceso de infeccion es diferente, no sigue el patrén estandar,
no observandose cordones de infeccién. Al conocimiento de esta
infeccion «peculiar» ha contribuido recientemente nuestro grupo de
investigacién, mediante la realizacién de una tesis doctoral que se
presentard en breve en la Universidad Auténoma de Madrid.

Nuestra aportaciéon a la estructura-funciéon de esta simbiosis se
ha dirigido al estudio de las caracteristicas estructurales del nédulo
y su funcionamiento fisiolégico. Una de nuestras aportaciones mas
significativas se refiere al estudio de los mecanismos de regulacién
de O,, dado el interés del control de su concentracién en el proceso
simbiético. Mediante técnicas inmunocitoquimicas localizamos es-
pecificamente la leghemoglobina, de composicién similar a la hemo-
globina de la sangre en el citosol de las células infectadas (42). Esta
proteina es mayoritaria en el nédulo y uno de los reguladores de O,
mas importantes. Transformandose en oxileghemoglobina transpor-
ta este elemento a los bacteroides para su respiracién, manteniendo
una atmésfera microaerdbica. Su presencia es imprescindible para
el comienzo de la fijacion de nitrégeno. También identificamos otro
componente de la regulaciéon de O, en los nédulos, la barrera mor-
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folégica de resistencia a la difusiéon de O, en la corteza interna del
nédulo (21) a nivel de sus componentes estructurales y localizacién
de ciertas glicoproteinas que regulan su operacién en condiciones de
estrés de la planta (17, 20), resultando el lupino una planta adecuada
para estos estudios.

Otras aportaciones de interés han ido dirigidas a conocer el papel
de los plastidios en el desarrollo nodular mediante la localizacién de
proteinas de hierro en estos organulos, como ferritina, cuyo conte-
nido aumenta con la senescencia, regulando la concentracién de
hierro catalitico en las células infectadas y retrasando la senescencia
nodular (22). Deseo también destacar por su importancia la locali-
zacion del enzima nitrico 6xido sintasa, identificada por vez primera
en raices de lupino en nuestro laboratorio (9).

También nuestro grupo ha sido pionero en la localizacién de
alcaloides in situ en las semillas de varias especies de lupino, me-
diante la obtencién y utilizaciéon de anticuerpos especificos tipo lu-
panina (36), en colaboraciéon con el doctor Greirson del Chemical
Centre, Perth (Australia).

ESTRATEGIAS BIOTECNOLOGICAS

Los estudios de genética molecular sobre bacterias fijadoras de
nitrégeno van dirigidos a obtener cepas mas eficientes y competitivas,
que sean buenas fijadoras de N,. También es necesario que la planta
huésped esté bien desarrollada para aportar suficiente energia para la
realizacion del proceso simbiético. Las condiciones 6ptimas de los dos
simbiontes, planta y microorganismo, van a ser decisivas para lograr
la maxima productividad y calidad de la legumbre.

Poco a poco las empresas del sector agricola van interesandose
por la produccion de inoculantes de Rhizobium para transferir a la
agricultura esta biotecnologia.

Se investiga la obtencién de cepas con genes capaces de reciclar
el hidrégeno que se desprende en el proceso de la FBN, construyen-
do cepas con hidrogenasas oxidativas que reciclan el hidrégeno (ge-
nes hup), que se han caracterizado ya en B. japonicum y en R. legu-
minosarum, pero que todavia se enfrentan a diversos problemas,
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siendo el profesor Ruiz Argiieso y su grupo, de la Universidad Poli-
técnica de Madrid, laboratorio de referencia para estos estudios (39).

Ademas de los genes hup se han descrito también otros métodos
que mejoran la efectividad de las cepas. Se han obtenido mutantes
de B. japonicum por mutagénesis quimica, con capacidad superior a
las cepas silvestres, o cepas de R. leguminosarum, resistentes a la
acidez. La adicion exégena de flavonoides a los inoculantes es otro
de los procedimientos prometedores para aumentar la nodulacién de
los inoculantes comerciales.

La competitividad entre cepas representa un problema econémi-
co importante. Es primordial que la cepa de Rhizobium seleccionada
sea efectiva, frente a las autéctonas, en condiciones de campo. Una
de las estrategias actuales es construir leguminosas que restrinjan la
nodulaciéon de cepas nativas y permitan el establecimiento de las
cepas inoculadas, o la utilizacién de cepas que produzcan antibié6ti-
cos para inhibir la nodulacién de las cepas nativas. Sin embargo una
seria objecién al uso de esta estrategia reside en su impacto sobre las
poblaciones microbianas de la Rhizosfera, ya que pueden inhibirse
bacterias Gram (-) beneficiosas para el agrosistema.

Los mayores esfuerzos para potenciar la simbiosis se han centra-
do en las bacterias, pero la mejora de la simbiosis se obtendra por
la manipulacién de la planta hospedadora. Por ello se hace necesario
conocer la biologia de las leguminosas a nivel basico, y elucidar los
componentes genéticos de la planta que determinan la interaccién.
Estos avances han culminado el afio 2002 con el clonaje posicional
de genes de las leguminosas Medicago spp. Lotus japonicus y Glycine
max, y es de esperar que a partir de ahora, un mayor nimero de in-
vestigadores hagan uso de herramientas genéticas y genémicas para
profundizar en el proceso simbiético.

Hasta aqui nos hemos referido a la simbiosis bacteria-planta. A
continuacién pasamos a hacer un breve resumen de la simbiosis
hongo-planta o simbiosis micorricica.
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SIMBIOSIS MICORRICICA

La mayoria de las plantas presentan micorrizadas sus raices. El
hongo, una vez que alcanza la rizosfera, coloniza la corteza de la
raiz y desarrolla un micelio externo que a modo de sistema radical
complementario ayuda a la planta a adquirir nutrientes minerales y
agua. Puede considerarse a estos hongos como los componentes
metabdlicamente mas activos para la captaciéon de nutrientes.

Las ectomicorrizas tienen un gran valor en el ambito forestal,
permitiendo el establecimiento de plantas lefiosas en zonas degrada-
das. Aunque las plantas ectomicorrizadas ocupen solamente del 3 al
5% del total, dada la importancia de éstas en la masa de la produc-
cion arbérea, no pueden pasar desapercibidas, ya que constituyen los
bosques que cubren la tierra, que corresponden a las familias Pina-
ceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae y Myrtaceae, asi como muchos
miembros de otras familias, como las Rosaceae, Leguminosae, Erica-
ceae, Junglaceae y otras. Estos hongos tiene un valor anadido en cuan-
to a la comercializacion de sus carpoéforos, cominmente llamados
setas en la industria de la alimentacién. Algunas especies tienen
interés en medicina como, por ejemplo: Calocybe gambosa, seta de
San Jorge, con propiedades hipoglucémicas; Lactarius deliciosus,
el apreciado niscalo, puede utilizarse como indicador de la funcién
renal; Coprinus atramentarius, para combatir el alcoholismo, etc.

En suelos marginales, el potencial de micorrizacién suele dis-
minuir drasticamente, e incluso desaparecer. Es conveniente mi-
corrizar las plantas antes de ser transferidas a los suelos que se
pretende remediar con inéculos de hongos que ademas incluyan
otros organismos beneficiosos. En esta direccién nuestro laboratorio
esta realizando trabajos de establecimiento de plantas micorrizadas
de P. halepensis en zonas degradadas del sudeste de la comunidad de
Madrid, enriqueciendo estos suelos con micorrizas autéctonas, una
vez que han sido identificadas, y con bacterias promotoras del cre-
cimiento vegetal.

En los sistemas agricolas la mayoria de las plantas forman sim-
biosis con micorrizas arbusculares (AM), que facilitan la absorcién
de agua y nutrientes, principalmente P y algunos micronutrientes.
Estas simbiosis son mucho mas ancestrales que la fijacién de N, y
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son caracteristicas de la gran mayoria de plantas contemporaneas
y biolégica de otras ya desaparecidas. La hipétesis de una evoluciéon
coevolutiva de la tierra por plantas y hongos sugiere que el origen de
las plantas terrestres ocurrié debido a una integracién con hongos
que les suministraban agua y nutrientes (10).

Dados los efectos de las micorrizas arbusculares y ectomicorrizas
como biofertilizantes y como bioprotectores de los cultivos, su uso
apropiado puede reducir la aplicacién de fertilizantes y fitosanita-
rios. El laboratorio del profesor José Miguel Barea de la EEZ del
CSIC en Granada, es grupo de referencia en la aplicacion de las
micorrizas arbusculares en la agricultura. Una de sus caracteristicas
mas importantes consiste en que las plantas micorrizadas pueden
superar situaciones de estrés, sobre todo en suelos degradados por
la erosién, escasez de nutrientes, estrés hidrico, salinidad, suelos
contaminados con metales pesados, escombreras, etc.

Es especialmente relevante su interés en fitoremediacién. In-
movilizan los metales pesados en las hifas del hongo reduciendo
su traslocacién a la parte aérea de la planta y eliminando su paso a
la cadena tréfica. En la revegetacion de antiguas zonas mineras, la
micorrizacién permitio el crecimiento de plantas como Andropogon
gerardii y Festuca rubra. También se ha observado su beneficio en
suelos salinos incrementando la tolerancia de las plantas a la salini-
dad (1). Se han sugerido varios mecanismos para justificar este
comportamiento, como induccién de cambios hormonales en la plan-
ta y mejora en la capacidad de captaciéon de agua y nutrientes.

Aunque la micorrizacién aparece como una practica atractiva,
sin embargo, para lograr una verdadera eficacia es necesario iden-
tificar de antemano las micorrizas autéctonas de la zona de estudio,
ya que se trata de enriquecer la rizosfera con algunos de los hongos
indigenas que manifiestan una accién especifica en el desarrollo y
adaptacion de la planta a esas condiciones ambientales.

La dificultad de las micorrizas arbusculares estriba en que nin-
guna de las cerca de 150 especies del orden Glomales ha podido ser
cultivada en condiciones axénicas, por lo que no ha sido posible la
preparacién de inoculantes comerciales. A esto hay que afadir que
se trata de simbiontes obligados, y para la obtencién del inéculo se
hace necesario utilizar una planta hospedadora. Por el contrario, la
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inoculacién con ectomicorrizas presenta ventajas experimentales, ya
que estos hongos pueden ser cultivados in vitro a partir de esporas
o de micelios crecidos en medios sélidos o liquidos.

SIMILITUD ENTRE NODULACION Y MICORRIZACION

En la simbiosis micorriza-planta, al igual que en la simbiosis «Rhi-
zobium-leguminosa» se pone de manifiesto un intercambio de sefia-
les de reconocimiento y aceptacion entre los simbiontes, mediado por
la expresion de genes. Basicamente en el desarrollo de las micorrizas
arbusculares se producen etapas similares a la simbiosis Rhizobium-
leguminosa: las hifas infectivas colonizan las células corticales y for-
man arbusculos muy ramificados rodeados por membranas periar-
busculares de origen vegetal. El contenido de RE y vesiculas de Golgi
también aumenta considerablemente para asegurar la sintesis de
membranas periarbusculares (2), al igual que ocurre en la simbiosis
con Rhizobium para la formacién de la membrana peribacteroidal.

Por aceptar las leguminosas los dos tipos de simbiosis, se han
utilizado mutantes de Rhizobium defectuosos en el desarrollo del
nédulo para el estudio del control genético de las micorrizas. Este
procedimiento ha conducido a la identificacién de mutantes Nod"
y Myc™ (15). Las Myc™ han sido identificadas con las mutantes de
guisante, en las cuales el canal de infeccién aborta en el interior
de los pelos radiculares. Después de la inoculacién con el hongo,
estos mutantes forman micelios intercelulares, pero no llegan a for-
marse ramificaciones arbusculares.

La micorrizacion estimula la sintesis de proteinas de novo, mico-
rrizinas, ausentes en plantas no inoculadas (2), algunas de ellas co-
munes en nédulos y micorrizas. Estos productos comunes incluyen
algunas proteinas constitutivas de las membranas peribacteroidal
y periarbuscular, algunas nodulinas tempranas (ENOD 2, NOD 11,
ENOD 12 y ENOD 40) e incluso la leghemoglobina del nédulo, que
también es sintetizada en las células colonizadas por arbusculos.

Similitud entre nodulacién y micorrizaciéon es también evidente
por el hecho de que los factores Nod estimulan el desarrollo de los
hongos micorricicos (43). También los factores de defensa de la
planta contra ambas infecciones son similares, originandose la sin-
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tesis de componentes liticos que desarticulan la estabilidad de am-
bos microsimbiontes durante la infeccion.

Un rango de genes comunes han sido identificados para nédulos
de leguminosas y micorrizas arbusculaes. Al menos parte del sistema
genético de la planta que controla el desarrollo del nédulo fue origi-
nado durante la coevolucién de las plantas arcaicas con los hongos
micorrizicos (35). Estos genes ancestrales se han ido adaptando en las
leguminosas durante la evolucién de la nodulacién. Esta preadap-
tacion puede incluir la capacidad de las plantas para tolerar la pre-
sencia de bacterias en la corteza radical y formar compartimentos
subcelulares simbiéticos. En este contexto resulta altamente intere-
sante la existencia de genes nif en hongos endomicorrizicos (30), (32).
La naturaleza de estas preadaptaciones sera probablemente clarifica-
da mediante analisis moleculares comparativos, usando como planta
modelo Lotus japonicus (27), cuyo genoma ha sido determinado.

El analisis de las micorrizas arbusculares y de los nédulos fijado-
res de N, sugiere que las plantas disponen de sistemas universales
para controlar sus afinidades por los microorganismos que pueden
ser mutualistas o antagonistas, dependiendo del simbionte, de las
condiciones ambientales y de los caracteres genéticos del organismo.
Estos sistemas reguladores fueron aparentemente muy importantes
para la aparicién en la tierra de las interacciones beneficiosas y han
contribuido en gran medida al potencial adaptativo de las plantas
terrestres (37).

Por ultimo, permitanme ustedes una breve mencién del papel de
los microorganismos del suelo sobre el control biolégico.

BIOCONTROL

La mayoria de las practicas de control de enfermedades de plan-
tas se ha basado, bien en la resistencia genética de la planta, al
manejo de la planta en su medio ambiental y sobre todo al uso de
pesticidas sintéticos. Pero se hace necesario crear alternativas a es-
tos pesticidas corrientemente usados, ya que muchos de ellos no
podran utilizarse, bien debido a reglamentaciones sanitarias o al
desarrollo de resistencias por parte de los patégenos del suelo.
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El reto en este campo esta en buscar nuevas soluciones que lo-
gren un control efectivo, minimizando las consecuencias negativas
para la salud humana y el medio ambiente. El control biol6gico por
microorganismos ofrece una poderosa alternativa al uso de com-
puestos fitosanitarios. La rica diversidad de microorganismos del
suelo promete una fuente inagotable para este propésito. Se trata de
que el incremento de un determinado microorganismo en la ri-
zosfera permita suprimir una enfermedad concreta de la planta sin
afectar al resto de los microorganimos de la comunidad rizosférica
0 a otros organismos del ecosistema.

Las rizobacterias Gram (=), como la Pseudomonas fluorescens,
son de las mas estudiadas, produciendo un amplio rango de meta-
bolitos con capacidad antimicrobiana, confiriendo a la planta resis-
tencia sistémica inducida, y produciendo sideroforos que secuestran
el hierro en la rizosfera.

También las bacterias Gram (+) han resultado muy ttiles en el
control de enfermedades. Entre ellas merece destacarse el B thu-
ringensis, que en los estadios de esporulacién produce endotoxinas,
dotadas de propiedades bioinsecticidas. El maiz Bt es un maiz que
ha sido modificado genéticamente para protegerlo contra los insec-
tos, plaga conocida como taladro (géneros Ostrinia y Sesania), gra-
cias a las proteinas del B. thuringensis.

Para lograr una mayor eficacia en su utilizacién es necesario
investigar mas a fondo estas interacciones para conocer sus meca-
nismos de accion, antagonismo con el patégeno y respuesta de la
planta, y conseguir formulaciones adecuadas para su aplicacion.

CONSIDERACIONES FINALES

El potencial de los microorganismos del suelo parece ilimitado.
La naturaleza, en su sabiduria, ha creado las soluciones para resol-
ver todos los problemas, que aseguren la permanencia de la vida
sobre la Tierra sin alterar la armonia natural del Planeta.

Corresponde a la ciencia estudiar mas profundamente el potencial
de organismos autéctonos del suelo, que nos han sido dados gratuita-
mente, como el aire, el agua y la luz del sol. Con estas tecnologias se
pretende, por un lado, que las plantas puedan autoabastecerse y auto-
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defenderse en condiciones ambientales adversas, alli donde se desa-
rrollen, y por otro cumplir con el deber moral de cuidar nuestro pla-
neta y dejarlo en buen estado a las generaciones venideras.

Que las interacciones beneficiosas citadas sean cada vez mas
entendidas y puedan repercutir: en la mejor calidad de las cosechas
y en el aumento de la productividad en paises en desarrollo. Cerca
de 190 millones de personas, un tercio de la poblacién de Africa, son
susceptibles de carecer definitivamente de alimentos. En este senti-
do, el reto de extender la simbiosis a plantas como maiz y arroz,
cultivos bésicos en paises subdesarrollados, que dependen unica-
mente de estos monocultivos, es todavia una utopia, pero estamos
seguros que dejaria de serlo si estamos convencidos que no habra
paz en el mundo si el desarrollo y el bienestar no llegan a todos los
paises de la Tierra, pues, «O hay futuro para todos, o no hay futuro».
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