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Dos lendmenos biol6gicos fundamentales asequran Ia dispo-
nibiiidad del carboro y del nilrdgeno en los organismos vivos
a partir del gas carbdnico y del nitrégeno molecular del aire:
la folosintesis y la fijacién biolégica del nilrogeno. La fotosin-
tesis es realizada por los vegetales y algunos procariotes, la
fijacién da! nitrégeno (nicamente por los procariotes. La fija-
ci6n del niirégeno (FN) funclona en bacterias adapiadas en
ambientes ecoldgicos y estilos de vida muy diversos. Sin
embargo, todas poseen el sistema enzimatico responsable
de la reduccidn del nilrdgeno: La nitrogenasa.

E! nitrogeno molecula (N, ) es fa Unica reserva da nitrd-
geno (N) accesiole en la biosfera. Préclicamente limitada,
esla reserva no es directamente utilizada por los vegetales y
animales. El N es un constifuyente esencial de moléculas
fundamentales de todos los seres vivos: aminoacidos, pro-
leinas, acidos nucleicos, vitaminas, elcétera. Para que el N,
pueda ser asimilado, es necesario que sea reducido. Los
vinicos seres vivos capaces de realizar esta reaccién son las
Eubactena y Archaea, por el proceso denominado fijacion
biolégica de nitrégeno (FBN). La atmésfera contiene alrede-
dor de 10'loneladas de gas N,, y el cicto del nilrégeno
involucra la transformacidn de unas 3 x 10° fonefadas de N,
por ano. Las transformaciones no son exclusivamente bioto-
gicas: fas radiaciones ultraviolata representan el 10% del aporte
global; [a induslria de los fertilizantes aporia un 25%, por lo
que la FBN comesponde al 60% aproximadamente. A nivel




mundial ¢! consumo de fertilizantes nitrogenados aumenté
de 8 a 17 Kg ha' de suelo agricola en un periodo de 15 anos
(1973-1988). Se predice que los requerimientos de fertilizan-
tes nilrogenados aumeniaran en el future; sin embargo, con
la tecnologia actual de produccion de fenlilizantes y los méto-
dos de aplicacion empleados que resultan poco eficientes,
asi como el costo y la contaminacion ecoldgica que producen,
SU US0 se hace mas prohibitivo. Por mas de cien anos, la FBN
ha alraido a los cientificos interesados en la nulricién vegetal,
y se ha explofado este conocimiento en la agficultura.*

La fizacion quimica por &l método de Haber-Bosch produce
un rompimiento de Ia unidn N=N, por reduccion del enlace de la
molécula diatomica de N, a dos moléculas de NH,, con el
empleo de alla lemperatura y presion en presencia de un catal-
zador. La FBN se enfrenta a las mismas barreras energéticas,
pero opera en una forma mas sulll a temperatura ambiente y
presion parcial de N, de 0.78 alm; eslo gracias a la accion
combinada del complejo enzimético de la nitrogenasa (Nasa).

El descubrimiento de la fijacién bioldgica de nitrdgeno en
las leguminosas remonta al siglo XIX. Los trabajos del fran-
cés Jean Baiste Boussingault y los de los alemanes Hermann
Hellriegel y Hermann Wilfarih establecieron, en 1886, que la
capacidad de las leguminosas de ulilizar el N, del aire era
debida a la presencia de “nudos” de la raiz inducidos par
“fermentos” focalizados en el suelo.® Este descubrimiento fue
sequido rapidamenie por el aislamiento de Rhizobium por
Beijerinck a partir del chicharo (Pisum), y posteriormente por
olras bacterias fijadoras de nitrdgeno (FN) que no se en-
cuentran asociadas a plantas, como Azotobactery Clostidium
pasteurianum.’
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FIQURA 1. Nddulos de laraiz
de una planta de chicharo que
contiene Rhizobium, reduce el
N, en NH, que la planta utilza,
acampio £51a le proporciona
fuente ge carbono para el
erecimiento gel microorganis-
mo. Los nodulos se
desarrollan y son colonizados
por la bacteria FN como un
tesultado del ntercambio de
sefiales quimicas que e
eslablecen entre los dos
simbionies.
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Las bacterias FN presentan una muy amplia diversidad
taxondmica, con diferentes estilos de vida y de asociacion
oon los vegelales. Sin embargo, sélo una pequena propor-
cion de especies son capaces de hacerlo; 87 especies en
dos géneras de arquibacterias, 38 de bactenias, y 20 géne-
ros de cianobaclefias se han identilicado como diazdirofos.*
Las mds eficaces son aquellas que se asocian con las plan-
1as y por medio de estrucluras diferenciadas producidas por
la planta hospedera, llamados “nédulos”, localizados en la
raiz de las leguminosas o de las planlas actinorizas. En el
inlerior de estas estructuras se localizan los microorganis-
mos, desarrollando una verdadera simbiosis con ta planta;
esta simbiosis representa un modelo bioldgico experimental
biolégico muy interesante para su esludio y, desde el punio
de visla econdmico, ha abierto un campo de aplicacién su-
mamente promeledor en (a agricultura (Figura 1).

La simbiosis Rhizobium-teguminosas es el resullado de
una interaccion muy especifica entre la bacteria y (a planta.
La organogénesis del nédulo es un praceso inducido por un
“intercambio de sefiales” enlre los dos participanies de la
interaccién, el microsimbionte (bacleria) y el macrosimbionte
{planta). Es esencial la unién de! microorganismo a los pelos
radicales de la planta. Sustancias con efecto mitégeno {fac-
tores de nodulacion) son sintefizadas por productos de l0s
llamados genes de nodulacién del micrasimbionie (genes
nod), en respuesta a la excrecion por la planla de sustancias
de lipo flavonoide. En fa lucema, el irébot y el chicharo, la
bactena infecta la raiz en 1a extremidad de los pelos radica-
les provocando la curvalura de éstos. Se promueve la
peneiracion de la bacteria, formando el flamado *hilo de infec-
cion”, en el interior del cual se desarrollan las microorganismos,
éstos continiian hasta llegar al corlex radical. La infeccion
conduce a la formacién del meristemo nodular. La proguc:
cion de los faclores de nodulacion induce, a distancia, la
division celular a nivel del cortex.

Se estima que, actualmente, la FBN es de 200 millones
de toneladas por ano, es decir, dos veces la produccidn de
{ertiizantes nitrogenados producidos per sintesis industial.
Una de las simblosis mas eleclivas es la que se eslablece
entre Bradyrhizobium japonicum-soya, donde un 70% de FN
por ia bacleria es asimilada por [2 planta. £n Brasil se ha
empleado con éxito |a fertilizacion biolégica de soya con B.
Japonicum y 0% de aporte de N como fertilizante quimico,



ello ha conducido a que este pais sea el sequndo producior
de soya a nivel mundial."

Existe una gran diversidad de simbiosis enire las no-
leguminosas y las cianobaclerias y aun entre los aclinomycetos
como Frankia; en este Ultimo caso, el estudio de la FBN
fiene importancia a nivel de {a reforesiacion; especies de
este género se han aislado frecuentemente de arboles.

La FN en gramineas es un relo biotecnoldgico. Las gra-
mineas cereales constituyen el componente mas importante
de la alimentacién humana. £l arroz, cuya produccién anual
es de 470 millones de loneladas, constituye ef alimento pri-
mordial para un tercio de fa poblacion mundial. Tomando en
consideracion ef desarrollo demografico actual, se estima que
su produccion mundial debera aumentar un 40% para el afo
2020. Canlidades sustanciales de N son fijadas biolégicamen-
te en la agricultura del tropico, en particular por cultivos que
feciben poco o nada de fedilizante quimico nitrogenado. La
investigacion en bacterias FN asociadas a gramineas condujo
en los anos selenta al descubrimiento de un género FN: Azos-
pirillum, que rapidamente se denominé PGPR {plant growth
promoling rhizobacleria), "bacteriz promotora del desarrollo
vegelal™, siendo ademas un sislema modelo de estudio de la
interaccién microorganismo-planta, para las monocotiledéneas;
estas asociaciones no desarrollan estrucluras diferenciadas
en las que se alberguen los microorganismos.® En este caso
las bacterias FN se localizan en |2 superticie de la raiz y en el

FIGURA 2. Colonizacion de la superficie de Iz raiz de trigo por Azospinilum brasilense.

suelo que la envuelve, fa nzosfera de la planta hospedera;
esta asociacion s identificada por medio de una tincidn in sitv
(Figura 2), en donde se observan las células lirmemente
adheridas 2 la superficie de fa raiz.

Hasta el presente, los rendimientos oblenidos por la ino-
culacion del microorganismo a las gramineas han aporiado
resultados muy variables, pero esperanzadores. Es claro que
el actual conocimiento de Iz interaccian planta-microorganis-
mo es aln limitado para poder ser ulilizado a nivel masivo;
sin embargo, en paises subdesarrollados, aumentos de ren-
dimiento en la preduccion det grano, aun pequenos, podtian
repercutir en la economia de estos paises.'

En los ullimos afios se ha descrito otro tipo de asocia-
¢ién de diazdtrofos en la cual la bacteria (lamada bacleria
endéfita) se localiza en el interior de la raiz, el tallo y las
hojas de la plania. El sistema de la raiz de la planta ofrece
varios microambienles para et desarrclio del microorganis-
mo; algunos se aistan en nimero importante (mas de t0°
células por gramo de pese seco de la raiz) a padir de la
supedicie de las raices “esterilizadas”. Sin embargo, estos
métodos de aislamiento no son suficientes para demosirar
que los diazétrofos pueden colonizar los iejidos intemos de
la planta; es necesario localizar e identificar a la bacteria por
estudios microscdpicos que aseguren que las células aisla-
das se localizan en el interiar y no por contaminacion de los
tejidos intemnos durante el procedimiento. Este esludio se ha
aplicado en aisfamientos de diazdtrofos de plantas forrajeras
de Pakistdn, en donde se idenlifico un nuevo FN llamado
Azoarcus, este microorganismo se localiza en fas capas ex-

PANEL A. La coloracidn azul es debida a'la presencia de un gene, que
permite la deteccidn de la bacteria; se observa también el aumento
considerable de los pelos radicales.

PaNeL B. Testigo de la raiz no colonizada.




temas del cortex; una vez en el interior de la planta se
disemina a los lejidos aéreos probablemente por medio de
los vasos del xilema. En experimentos de inocufacion con
Azoarcus al arroz, se logré la colonizacion del micraorganis-
mo y la expresién de la nitrogenasa. La bacteria invade las
ralces en la zona de alargamisnto y diferenciacidn, cofoniza
el cortex inlra e intercelularmente, penelrando en el sistema
vascular en los vasos del xilema, permitiendo la disemina-
cién sistémica de! lallo del arroz; este resultado estimula &
confinuar con un andlisis mas detallado de la interaccién
Azoarcus-Arroz e iniciar el empleo del microorganismo en &l
mejoramiento de la produccidn del cereal.®

La colonizacidn de tallo y hojas por Acefobacler diazo-
lrophicus es especialimente pronunctada en la cafia de azucar,
este microorganismo ha sido aislado recientemente de la
fizosfera del café por investigadores de nuestro centro de
investigacion (Grupo de Microbiologia del Suelo),® extendiendo
la colonizacién endolitica a planlas no gramineas. En fa
asociacion de A. diazotrophicus con algunos cultivos de cana
de azUcar en Brasll, se han descrito rendimlentos de FN de
160 Kg/N por hectarea, una fijacldn similar se ha observado
en las laguminosas.'

NITROGENASAS

Todos los microorganismos que convieden el N, an amoniaco
lo hacen gracias a fa actividad del complejo enzimatico Nasa,
la enzima requiere de la colaboracion de otsas dos proleinas
flamadas ferrodoxina y flavodoxina; éstas aclian como dona-
dores de electrones y reduclores naturales de fa Nasa.
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FIOURA 3. Fiujo de electrones haci el o activo. Pl o

&) complejo enzimalico Nasa, que cataliza la reduccién
del N, en amoniaco, esta conslitvido por dos metaloprotei-
nas, y contiene tres tipos de grupos prosiélicos. La
nomenclalura para designar estas proteinas es variable. Asl,
la proteina | es llamada también dinitrogenasa o “Fierro-
molibdeno-profeina”. El olro componente, fa proteina I), es
igualmente nombrada diniirogenasa reductasa o “Fierro-pro-
leina". Para su funcionamiento, el complejo requiere un
donador de electrones de bajo potencial, de la hidrlisis de
ATP y de un ambiente estriclamente anaerobio. La proteina |
es un letrdmero de alrededor de 220,000 Da, formado por
dos fipos de subunidades «, B,. de masa molecular semejan-
te. y que son los proguctos de los genes nifDK . Esta proteina
contiene el gofactor con fierro y molibdeno (FeMo-Co). La
compasicion metdlica globat de la proteina | es de 2Mo, 30 Fe
y 30S. Por lo lanto, la profeina contiene ademas dos grupos
prostélicas diterentes: cuatro grupos 4Fe-4S, lamados gru-
pos P ligados de manera covalenie a residuos de cisteina de
las subunidades @y B y los dos grupos FeMoCo unidos a la
subunidad o. donde se propone que son lansponados los
electrones y s reducido el N,. La protena Il es un dimero dg
alrededor de 68,000 Da. formado por dos subunidades idén-
ticas unidas por un grupo prosiético Lnico de 4Fe-4S. El
gene responsable de la sintesis de esta proleira es aiH.
Esta protefpa liene la funcidn de fransponar los elecirones
del donador fisioldgico de electiones (ferredoxina o flavodo-
xina), hacia 1a proteina | para llevar a cabo la reduccion de la

Mofe-Proteina

N=N+8H

(becien del N, R%ccm dola nrtmgm Los Bieithes generados

por la actividad metabéliea son transferidos via flavodoxina (Frd) 0 fanodoxma {Fd), hacia la ferroproteina reduciasa, que a su vez os ransfiere a Ja
ferre-molindeno ~diniro-genasa, por cada par de electrones fransferidos s requiere la hidrolisis de 2 mol de ATP.




molécula de N,, (Figura 3). La Nasa es sumamente I&bil a la
inactivacion por el 0,; de hecho, para su purificacion se re-
quieren condiciones anaerdbicas estriclas debido a que el
cofaclor FeMoCo es irreversiblemente desnaturalizado y ox-
dado (Figura 4). La FBN es un proceso que requiere un
gasto considarable de energia. de ahl que su biosintesis
asté sometida a una estricta regulacién. Ha sido determina-
do que, bajo condiciones de laboratorio, se requieren 16
moléculas de Mg-ATP y se produce ademds una molécula
de H, La ecuacién global es:

N, +8H"+8e + 16 Mg-ATP—» 2NH, + H, + 16Mg-ADP + 16Pi

£n condiciones naturales se ha estimado que la deman-
da energética es mucho mayor de 20-30 moléculas de ATP.
Por esta razon; los microorganismos han seleccionado me-
canismos para inactivar & la enzima cuando esia disponible
el nitrdgeno combinado; esto le permite mantener las necesi-
dades del micraorganismo y evitar un gasto energético inutil,

La hidrlisis de ATP est4 acoplada 2 la transterencia de
alectrongs (&) hacia fa proteina (; dos moléculas de ATP son
hidrolizadas por cada par de e Iransferidos. Se piensa que
los grupos P tiene una funcidn en la transfecencia de e De
manera simifar, el complejo de la Nasa cafaliza igualmente fa
reduccion de analogos esténcos del N, en paricular el aceli-
leno. que es reducido a etileno, Esta propiedad es la base de
un método relativamente senclllo para analizar la actividad
de la Nasa por cromatogratia en fase gaseosa. Este método
ha pemmitido también el descubrimiento de otros diazétrofos
ulitizando el sencillo medio de cullive sin nitrdgeno llamado
nft {nitcogen fixation bivlogical), descrito en Brasil por Joan-
na Dobereiner.! En este medio se adiciona una luente de
carbono y algunas sales, la tuente da N es el molecular, por
lo tanto los Unicos microorganismos que se desarrollardn
serdn aquellos que sean capaces de FN. Se inocula al medio
una porcion de raiz, del nbdulo o bien la bacleria ya aislada
por picadura y el desarrollo del microorganismo se realizara
enlazona en la cual exista una p0, menor a 0.02% (microae-
rofilia) debido a que, como ya se menciond, ta enzima es
sumamente sensible a este gas. Este méledo ha parmitido
aislar e identificar diazétrofos de diferentes habitats.

En 1972, Dixon y Posigate (citado en 3), transfirieron los
genes nif (por nitregen {Ixation) de Klebsieffa pneumonie a

Escherichia coli creando una nueva especie fijadora de nitrd-
gena. Ello condujo a proponer, como una solucién al problema
de la nutricién vegelal, (a transferencia directa de los genes
nifHDK a las plantas. Esle objetivo estd lejos de ser obteni-
do, ya que la genélica de la FBN ha resultade sumaments
compleja y esla sometida a un contrel eslricto y refinado,
justamente por la Imporante demanda energética. Se han
descrito alrededor de 20 genes involucrados en la FBN, cuya
secuencia y funclones han sido ya delerminadas. Se ha
descrito también que los genes estruclurales de la Nasa
estan sumamente conservadas, asi como un cierto nimero
de otros genes cuyos productos juegan un papel en la madu-
racion de la enzima, 1a sintesis del cofactor, el Iransporte de
Molibdeno (Mo} y la regulacidn.®

En et microorganismo diazétroto de vida libre Azotobacter
vinelandli, se descnbieron por vez primera tres Nasas diferen-
tes. Una de ellas es la “convencionsi” Nasa a Mo. Esta Nasa-1
es expresada en medio que conleniene Mo. Las otras dos,
famadas Nasas “alternativas”, incluyen a la Nasa-2; ésla es
un complejo enzimatico que conliene Vanadio (V) en lugar de
Mo. Tal complejo enzimdtico esté larmado por dos componen-
tes: la dinitrogenasa reductasa-2, un dimero de dos
subunidades idénlicas, y la dintrogenasa-2, Ja cual es un
hexamero de MMr 240,000 Da con Ires tipos diferentes de
subunidades (a. p y §). La dinitrogenasa teductasa-2 liene
una masa mofecutar relativa de alrededor 62,000 Da, contiens
cuatto dtomos de Fe y cuatro grupos -SH dcido (abil por
dimero; [a dinfirogenasa-2 contiene dos &tomas de V, 23 &lo-
mos de Fe y 20 grupos -SH éacido labil por molécula El
cofaclor FeVaCo andlogo al FeMoCo se ha extraido de Ia
dinittogenasa. La Nasa-3 conliene Fa en lugar de Mo y V.
Constituida 1ambién por dos componentes. la dinlirogenasa
reductasa es un dimero de 65,000 Da y dos subunidades
[dénticas; la dinilrogenasa es un tetramero de dos subunida-
des (0Ly fB); esta Oltima Nasa tlene un gasto energético de ATP
mucho mayor.2

Un reciente y excitante hallazgo realizado por investiga-
dores alemanes (Meyers y cols..®), se reftere a una Nasa
aislada de Streptomyces thermoautotrophicus, la cual pre-
senla varas caracteristicas originales: los raquerimientos
energélicos {ATP) son considerablemente menores. la reac-
cion esta acoplada a la oxidacion del mondxido de carbono
{CQO) por una enzima adiclonal, la molibdeno CO deshidroge-
nasa, que fransfiere los elecirones denvados de la oxidacion




de CO al O, produciendo radicales del anion superdxido (O,).
Una superdxido reduclasa reoxida los aniones O, a O, y
transfiere los electrones a la Fe-Mo S dinilrogenasa para la
reduccion de N, a amonio; la enzima no es capaz de reducir
elino y efeno; ademas, es relevanie destacar que los compo-
nentes de fa Nasa son expresados constitulivamenie; todo lo
anterior hace a esta nueva Nasa sumamente atracliva para
su esludio molecular. En resumen, una de las mas sorpren-
dentes propiedades del complejo enzimalico de la Nasa de
S. thermoaulolrophicus es su dependencia del O, y fa insen-
sibilidad de todos los componentes al O, y H,0,. Los
componentes de esta Nasa son estrucluralmente diferenles
de las olras Nasas, por lo tanlo, los genes que codifican para
este complejo enzimlico no estan relacionados con los ge-
nes de fas “Nasas convencional y allernativas™®
Estequiomelria de la Nasa de S. thermoaulotrophicus.

Nyt 8H"+ 8¢+ 412 Mg-ATP—>=2NH, + H, ¢ 4-12Mg-ADP + 4-12Pi

CONCLUSIONES

El avance de las investigaciones en los vitimos 20 anos ha
sido muy importanie, si se considera la complejidad de los
sisleras enzimaticos involucrados, la fisiologia del microor-
ganisme en relacion con fa produccion de energia, las

FIGURA 4 Estruclura Indimeansional del complejo enzimatico Nitregenasa 8
fiero y molipdeno, Ge Azolobacier vinelandi oblenido por difraccidn rayos X
Componente | Ferro-Moibdeno diniirogenasa reductasa. heterodimero cade-
nas ay [ (azul, verde). Componente Il Fierro-proteina homodimero (amarifo.
1000, narania). Tomado de Stuclure of Adp Xall4{-}-siabilized nitrogenase
complex and its mplicatons for signal transduction. 1997 H. Schindefin, C.
Kigker JL Schlessman, JB Howard and D Rees., Nature 387:370.

caracleristicas de la interaccion microorganismo-planta y las
esiralegias seleccionadas en el proceso evolulivo para el
control de la FBN. La FBN a amonio es realizada Unicamente
por procarioles y, en microorganismos con Nasas “conven-
cionales”, es un proceso muy sensible al oxigeno. Por ofra
parle. el proceso de FBN es un componenie critico en el
ciclo globa! del nitrbgeno de relevante imporiancia ecoldgica.
Los mejores fijadores son los que establecen una simbiosis
con plantas superiores en la cual la energia parala FN y, en
general, el sistema de proteccion al 0, es proporcionado por
la planta. Denlro de los diazétrofos se incluyen los asocia-
dos, de vida libre, simbiéticos y enddfitos.

La FBN es el mecanismo principal de aporte de N en los
ecosislemas naturales y es muy impertante en la agncultura
del Irépico. En varios suelos fropicales, debido al bajo inter-
cambio de iones y a a2 minima retencién de agua de la fraccién
mingral, |a fertilidad de! suelo esla esirechamente relacionada
con el contenido de materia orgénica del suelo. Como el N, es
el elemento mas facilmente perdide cuando la mineralizacion
de la materia organica det suelo es estimulada pos el arado del
suelo, es frecuente que este elemento controle fa materia
organica de! suelo y, por lo tanto, su feriilidad. La aplicacidn
continua de ferilizanies no puede ser una opcidn soslenida
para &l teccer mundo, ya que los precios de los energélicos
son muy elevados, son conlaminantes de los mantos acuife-
ros y muchas veces son perdidos por lexiviacion.

El nitrdgeno de |2 bidsfera esta sujeto a un rapido re-
cambio, y debido a que es perdido como N, a Ja atmostera,
su mantenimiento requiere de un continuo reemplazo con N
reducido a pacir del N, atmosférico. La Nasa de S. ther-
moaulotrophicus puede ser una enzima que esté distribuida
en microorganismos aistados de ambientes extremos, as-
peclo que no habia sido explorado con anierioridad y abre
expeclativas alentadoras para ta manipulacién por ingenieria
gendtica de esle complejo enzimalico debido a su tolerancia
hacia el oxigeno, de 1al manera que sera selativamente mas
sencilla su caracterizacién bioquimica, genética y melecular.

Esta revision reconoce el papel de la FBN como una mane-
ra mds efectiva, menos cara y no contaminanie, para mejorar la
ferlilidad del suelo comparada con otras vias (como la fertiliza-
¢ion quimica y la orgénica). las cuales presentan altos niveles
de conlaminacién con melales pesados, sales nitrogenadas y
microorganismos patbgenos para el hombre. En nugslro estado



de conocimients actual, lomando en consideracidn la produc-
cién oblenida, la simbiosis Ahizobium-eguminosa es superior a
los olros sistemas FN; sin embargo, la investigacion reciente
realizada con [os endofitos podria representar la mejor fuenla
de tertilizantes ‘ideales”, por lo que demandan un gran inlerés
como area de futura investigacion.
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