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RESUMEN

El ecosistema esta constituido por las interrelaciones de los factores bidticos y abiéticos, en la cual se sostiene la
vida. Las leguminosas y otras plantas, viven de forma simbio6tica con bacterias que proliferan en el suelo y son
capaces de fijar nitrogeno atmosférico (N,), elemento vital, para la nutricion de las plantas. Las bacterias del género
Rhizobium y las de diaz6trofos tienen la capacidad de fijar N, convirtiendo este a una forma asimilable por las
plantas. Las bacterias promotoras del crecimiento en plantas, (PGPB) por sus siglas en inglés son importantes en
diferentes ecosistemas donde se presentan adversidades de sequia, baja fertilidad de los suelos cultivables y bajo
rendimiento de la produccién. La distribucién, identificacidn y prediccion de las funciones de la diversidad microbiana
ayuda al manejo productivo e incrementa el rendimiento en cultivos agricolas. Este articulo de revision estudia la
fijacién biologica del nitrdgeno a través de la interaccion y simbiosis de plantas-bacterias.
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ABSTRACT

The ecosystem is constituted by the interrelationships of biotic and abiotic factors, in which life is sustained.
Leguminous plants and other plants live symbiotically with bacteria that proliferate in the soil and are capable of fixing
atmospheric nitrogen (N), a vital element for plant nutrition. Bacteria of the genus Rhizobium and diazotroph bacteria
have the ability to fix N, by converting it to a form assimilable by plants. Plant growth promoting bacteria (PGPB) are
important in different ecosystems where drought adversities, low fertility of arable soils and low yields are present.
The distribution, identification and prediction of the functions of microbial diversity help to manage production and
increase yields in agricultural crops. This review article studies biological nitrogen fixation through plant-bacteria
interaction and symbiosis.
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INTRODUCCION

La bidsfera es una porcion del planeta donde viven los
seres vivos (Vernadsky, 1997). Mientras que los
componentes fisicos, quimicos y biolégicos,
relacionados reciprocamente, ha sido denominado en
conjunto como ecosistema, segun los bidlogos.
Asimismo, el ecosistema se rige por sus leyes como la
biodiversidad, fundamental para la supervivencia de
las especies, equilibrio y vida. La interrelacion de
suelo, planta, atmésfera en la biésfera promueven el
desarrollo de las plantas, generando ademas éstas un
20 % mas (oxigeno, nitrégeno (N;), argon (Ar), diéxido
de carbono (CO,) y vapor de agua (H,O) desde hace
unos 400 millones de afios (Reichardt y Timm, 2020;
Chang y Goldsby, 2013).

Las especies vegetales que fijan N, pertenecen a la
familia Fabaceae (Leguminosae) compuesta por casi
20.000 especies (Llamas y Acedo, 2016), que incluyen
algunos cultivos importantes, como también (hierbas,
arbustos y arboles) (Gémez et al., 2002). El origen de
las leguminosas se remonta a unos 59 millones de
afios (Sprent y James, 2007), siendo reconocidos
actualmente 750 géneros y tres subfamilias
(Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae)
(Llamas y Acedo, 2016; Gémez et al., 2002), relevante
por ser un grupo grande que varia, desde plantas
perennes hasta agricolas (Burns y Hardy, 1975).
También, segiin Burns y Hardy (1975) la fijacién de N,
ocurre en 90 % de las Mimosoideae y Papilionatae y
en una tercera parte de la Caesalpinioideae; ademas
estan distribuidas en los tropicos y valles, asimismo las
100-200 leguminosas mas importantes estan dentro de
las Papalionatae como la soya (Glycine max (L.)
Merr.), mani (Arachis hypogaea L.), lenteja (Lens
culinaris Medik.), guisante (Pisum sativum L.), frijol
(Phaseolus vulgaris L.), alfalfa (Medicago sativa L.) y
trébol (Trifolium repens L.). Por otra parte, las
leguminosas a través del proceso de fijacidon simbidtica
conjuntamente las bacterias del género Rhizobium
aportan N, que beneficia la produccion de pastos y
forrajes para los ganados (Tang, 1986). EI N, y el agua
(H,O) son considerados factores limitantes del
rendimiento en la agricultura. El N, gaseoso de la
bidsfera no es asimilado por las plantas, pero si por las
procariotas (Eubacteria y Archaeas) que poseen el
complejo enzimatico nitrogenasa que transforma el N,
a NH, (Moat et al., 2002; Dixon y Kahn, 2004; Madigan
et al., 2015). La fijacion biologica de nitrogeno (FBN)
por Rhizobium-leguminosa, es el sistema con mayor
captacion de N, por la cantidad de N, que fija 'y por la

diversidad de entornos donde ocurre segin Garcia et
al. (2021). Los nutrientes disponibles del suelo
condicionan el crecimiento de las plantas como el caso
del N,, que incide en la productividad de los cultivos
(Calvo, 2011), pero, para Garcia y Picone (2021) el
fésforo (P) tiene también un efecto en el desarrollo de
las plantas. Por otra parte, se conocen simbiosis entre
14 géneros de angiospermas en 8 familias y 7 6rdenes;
1/3 de 300 especies estan noduladas y son fijadoras de
N,, pero el reporte real podria ser mayor ya que varias
especies no se estudiaron. La taxonomia de géneros de
los angiospermas indica una relacién filogenética
(Burns y Hardy (1975). También, indica que puede ser
temporal como resultado de la incidencia por simbiosis.
Los simbiontes que fijan N, en nddulos de las raices de
las angiospermas (no leguminosas) estan distribuidas a
nivel mundial y en lugares donde la vegetacion no se
establecié auin. Algunos géneros (Alnus, Coriaria,
Elaeagnus e Hippophae), se encuentran en todo el
mundo, mientras que otros (Ceanothus y Shepherdia)
tienen una reparticion restringida (Burns y Hardy, 1975).

El nitrégeno es un nutriente primario critico para la
supervivencia de todos los organismos vivos; también
forma parte de biomoléculas, proteinas, ADN y clorofila.
Cuando el N, se convierte en amoniaco (NH3;), esta
disponible para la produccion primaria mediante la
simbiosis como en el caso de las plantas. Ademas,
existe el N, inorganico (amoniaco (NH3) y nitrato
(NO37)) y organico (Amino (-NH2) y acidos nucléicos)
(Bernhard, 2010). Presente en la naturaleza con 4/5
partes de aire y combinado (&cidos nucleicos,
aminogldcidos, urea (CH4N,O), poliaminas, nitratos,
nitritos (NO;"), vitaminas, proteinas (animal y vegetal);
responsables de la disponibilidad de energia de
adenosintrifosfato (ATP) y trifosfato de guanosina
(GTP) y del potencial reductor nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NAD(P*) y dinucleétido de flavina
y adenina (FAD) (Calvo, 2011; Macias et al., 2018; NIH,
2021). Por lo tanto, el N, experimenta diferentes
transformaciones como la fijacién de N, la nitrificacion,
la desnitrificacion, la oxidaciobn anaerdbica del ion
amonio (anammox) y la amonificacion en el ecosistema,
donde los organismos lo utilizan para el crecimiento y
en algunos casos como energia. Por otra parte, el N,
en sus estados de oxidacién es vital para la
productividad en la biésfera y depende de las
actividades de un conjunto diverso de microorganismos
(bacterias, arqueas y hongos) (Bernhard, 2010; Calvo,
2011). Tecnologias recientes en metagenémica a
través de la secuenciacion de nueva generaciéon (NGS),
proporcionan un enfoque para cuantificar taxones en el
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microbioma del suelo (Simén y Daniel, 2011), que
permite detectar y cuantificar directamente las
secuencias de ADN evitando ademéas aislar los
organismos que pueden ser raros en proporcién o ser
exigentes e incapaces de cultivar. La secuenciacion
metagendmica de escopeta (Shotgun) evita el sesgo
de amplificaciébn por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y proporciona un registro funcional a
través del andlisis genético rico y el andlisis de ruta
(Sharpton, 2014). Este articulo de revision estudia la
fijacién bioloégica del nitrégeno a través de la
interaccion y simbiosis de bacterias-plantas.

METODOLOGIA

Se realizd una revision de libros, articulos,
conferencias publicadas y tesis accesibles en internet
y base de datos de la Web of Science, Scopus y
Google Academic aplicando palabras clave como
bacteria, fijacion del N, leguminosas, metagenémica y
simbiosis.

DESARROLLO Y ANALISIS DE BACTERIAS Y
PLANTAS EN LA FIJACION DEL NITROGENO

Suelo y organismos

En el siglo XX la humanidad ha experimentado
avances cientificos y tecnologicos. Las plantas, los
animales y los microorganismos que viven en un area
determinada, constituyen una comunidad biol6gica
interconectada por una red compleja de relaciones
funcionales y su entorno. El suelo, es un sistema de
interaccion entre las fases sdlida, (constituida por
materia mineral y organica), liquida y gaseosa o
atmosférica del suelo. La materia organica procede de
la actividad de los organismos del suelo, variable en
composicion y cantidad, principalmente en funcién del
tipo de cubierta vegetal. Los microorganismos
desarrollan procesos de edafogénesis. Asimismo, los
ciclos biogeoquimicos en base al carbono (C),
nitrogeno (N,), oxigeno (O), azufre (S), fésforo (P),
hierro (Fe) y otros metales son relevantes; por otra
parte, es trascendental la fertilidad de las plantas y
proteccion frente a patdgenos y la degradacion de
compuestos xenobioticos. Los organismos del suelo
siguen patrones espaciales de agregacion a escalas
(nm a km) que se superponen, debido a factores de
control (dindmico y equilibrado). Sin embargo, con
técnicas de observacion de secciones ultrafinas de
suelo mediante microscopia electronica, tomografia,
analisis geoestadistico y la elaboracion de modelos,

especialmente basados en fractales, se demostré que
la distribucion de las bacterias edaficas esta altamente
estructurada, vital para el funcionamiento del suelo. Las
bacterias se organizan en microcolonias compuestas
de pocas células que pueden pertenecer a diferentes
morfotipos. Factores como la presencia de raices,
pequefios agregados, nutrientes y poros condicionan la
distribucién de bacterias en los microhdbitats. La
complejidad del suelo como ecosistema a nivel
microscopico y caracteristicas de los microorganismos
(tamafio, morfologia) proporcionan una vision de la
naturaleza  microbiana  edafica con  funcién
desconocida. Asimismo, estudiaron la biomasa
microbiana para determinar enzimas, constituyendo un
acercamiento a la actividad y abundancia microbiana, y
a los flujos de intercambio (atmosfera y el subsuelo) de
compuestos que permitieron el andlisis de procesos
(respiracion) (Nogales, 2005; Reichardt y Timm, 2020).

El suelo es un ambiente complejo en el cual los seres
vivos desempefian roles importantes para el
mantenimiento de la fertilidad; es el habitat en el cual
existen eucariotas y procariotas, los cuales interactlian
y contribuyen en las caracteristicas del suelo.
Ultimamente, las técnicas de biologia molecular han
tenido un avance en el conocimiento de la diversidad de
microorganismos de los diferentes ecosistemas en el
campo de la microbiologia del suelo (Nogales, 2005).
Sin embargo, en este contexto, cualquier suelo puede
ser considerado como extremo para los microbios
colonizadores que constantemente enfrentan inanicion,
desecacién, depredacion y otros ataques (Dion y
Chandra, 2008). El suelo es un deposito de diversos
microorganismos, que con frecuencia se ha utilizado
para aislar y explotar microbios para uso industrial,
ambiental y aplicaciones agricolas; el conocimiento
sobre la estructura y la dinamica de las comunidades
bacterianas en el suelo es condicionado porque solo
una pequenia fraccion de la diversidad bacteriana
accede a los métodos de cultivo (Dubey et al., 2006;
Suarez, 2010).

Importancia del ciclo del nitrégeno

Las contribuciones humanas al ciclo global del N, a
través de la movilizacion de N, fijado de la atmésfera y
su deposicién en ecosistemas naturales son relevantes
(Galloway et al., 1995; Vitousek et al., 1997). Los
organismos (bacterias) simbioticas como parte del ciclo
del N, permiten fijar el N,, y componer NO3;™ y NH,;
asimismo los animales eliminan (amoniaco, urea
0 acido Urico) que son intervenidas por bacterias
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denitrificantes que retornan el N, inorganico de los
suelos a la atmésfera (Calvo, 2011). Por otra parte, es
dificil controlar todos los factores externos y los
agentes involucrados en el ciclo del N, ya que suele
ser eventual como cualquier proceso biogeoquimico,
por lo que la accion de los microrganismos fijadores de
N, puede presentarse solo cuando tienen suficiente
humedad y elementos minerales (Fonseca-Lépez
etal., 2020). Asimismo, depende de la actividad de una
amplia variedad de organismos, donde cada uno de los
cuales posee conocimiento adquirido evolutivamente
incrustado en su material genético (Gorman, 2013).
Los compuestos e iones inorganicos mas significativos
en la naturaleza son: gas N, acido nitrico (HNO3), ion
nitrato (NO3"), ion nitrito (NO,"), 6xido nitroso (N,O),
oxido nitrico (NO), diéxido de nitrogeno (NO,), ion
amonio (NH,"), gas amoniaco (NH3) y las formas
inestables dimida (N,H;) e hidrazina (N,H,). Dentro de
los compuestos organicos el N, esta asociado con C
formando biomoléculas (amidas, bases pdricas,
pirimidicas, aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y
otros metabolitos) (Luengas, 2014). Sin embargo, el
ciclo del N, en ecosistemas agricolas podria ser
afectado con aplicaciones excesivas de fertilizantes
causando contaminacién del suelo, aire y agua; como
con aplicaciones deficientes contribuyendo a la
degradacion del suelo por disminucion de las reservas
naturales de N,, fundamentalmente de N, organico
(Garcia y Daverede, 2007). Por lo tanto, es necesario
el diagnéstico de las necesidades de N, de los cultivos
para alcanzar el maximo rendimiento bioldgico y
econdémico, a nivel especifico de zona y lote (Garcia y
Daverede, 2007).

La simbiosis en el crecimiento de plantas

Es complicado estudiar la vida e historia evolutiva sin
la simbiosis que se refiere a la asociacion permanente
de dos 0 mas organismos (especies) diferentes donde
pueden o no beneficiarse ambos, esto ocurre en
la naturaleza en bacterias y hongos que viven junto a

raices de plantas terrestres; donde las bacterias son
hospederos de virus por una parte y por otra los virus
satélites dependen de otros virus para su expresion
genética (Paracer y Ahmadjian, 2000). Existen varios
tipos de simbiosis, ya sean beneficiosas o perjudiciales,
se describen con los términos de comensalismo,
mutualismo y parasitismo. Una asociacién en la que un
simbionte se beneficia y el otro no se ve afectado ni se
beneficia es una simbiosis comensalista. Una
asociacion en la que se benefician ambos simbiontes
es una simbiosis mutualista. Una relacion en la que un
simbionte recibe nutrientes a expensas de un
organismo huésped es una simbiosis parasitaria
(Paracer y Ahmadijian, 2000). Los diaz6trofos varian en
complejidad de la bacteria primitiva, Clostridium, a
traves de simbiosis fisiolégica y genéticamente
enredadas de nédulos de raices de leguminosas. Esto
es minimo en las asociaciones sueltas como entre
microorganismos de vida libre, pero se intensifica a
medida que participan formas de plantas superiores y
culmina en el sistema de nédulos de raices altamente
complejas (Burns y Hardy, 1975).

Por tanto, en este contexto se hace necesario
comprender como funciona (directo e indirecto) la
promocion del crecimiento de las plantas a través de las
rizobacterias (PGPR) (Figura 1). En el método directo
usa nutrientes y reguladores del crecimiento para
promover el crecimiento de plantas (PGP) y en el
método indirecto dependen de diferentes factores
(estrés hidtico y abidtico) (Meena et al., 2017). El
andlisis del genoma y genes (identificados) que
contribuyen a la actividad beneficiosa de PGPR facilitan
comprender los mecanismos moleculares de las
bacterias y también ayudan a la creacién de nuevas
tecnologias de fitorremediacion por PGPR (Meena et
al., 2017).
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Figura 1. Diagrama esquematico de las interacciones microbianas de las plantas en la rizosfera modificado de
Meena et al. (2017). Imagen, planta de mani (Arachis hypogaea L.) (Laserna, 2008).

Las plantas pueden interactuar con una diversidad de
microorganismos. Se considera que la capacidad de
las primeras plantas terrestres para formar relaciones
simbidticas con los hongos terrestres ha sido uno de
los factores criticos para la colonizacion de la tierra, un
evento crucial para el surgimiento de ecosistemas
terrestres (Delaux et al., 2015). Las bacterias
endofiticas a menudo promueven el crecimiento de las
plantas y protegen a su planta (huésped) contra
patégenos, herbivoros y factores ambientales que
producen estreses abidticos, tales como la sequia, el
aumento de la salinidad o la contaminacion (Papik et
al., 2020). Por otra parte, segin Coleman-Derr et al.
(2015) son desconocidas las potencialidades de las
comunidades bacterianas que soportan estrés en el
desierto y que viven en simbiosis con sus hospederos
(plantas) sobrevivientes.

En la primera fase, el establecimiento de la simbiosis
es la liberacion de productos fotosintéticos por parte
de las plantas conjuntamente con un proceso de

reconocimiento celular por parte de la bacteria. Las
plantas liberan materia organica (carbohidratos, acidos
organicos, vitaminas, aminoacidos o compuestos
fendlicos). Los flavonoides (quimioatractantes) estan
dentro los compuestos fendlicos. Las plantas exudan
flavonoides detectados por los productos de los genes
nodD de las bacterias. Los flavonoides (bioflavonoides,
vitamina P y citrina), son metabolitos secundarios de las
plantas. Sintetizados de una molécula (fenilalanina) y
tres moléculas (malonil-CoA). La estructura (C6-C3-C6)
se cicla debido al enzima isomerasa. El eriodictiol y la
apigenina-7-O-glucosido inducen la nodulacién de la
agrobacteria Rhizobium leguminosarum, como también
la daidzeina y genisteina (Figura 2) estimulan los genes
de la nodulacién de varias cepas de Bradyrhizobium
japonicum. Por ejemplo la daidzeina es exudada por la
soya, como también exudan las plantas (aminoacidos y
acidos dicarboxilicos) y atraen nutrientes (Calvo,
2011).La bacteria actia como receptor de estas
sefiales y busca sitios de invasién en la raiz de la planta
emisora (Calvo, 2011).

Revista de Investigacion e Innovacion Agropecuaria y de Recursos Naturales, La Paz, vol.8, n°2, pag. 87-101, Agosto 2021. ISSN: 2518-6868 91



Daniel Guzman Duchen, Julio Montero Torres

OH OH
(o) OH o
““ Jiij/
HO 0 HO

Daidzeina

Genisteina

Figura 2. Estructura de daidzeina y genisteina (Calvo, 2011).

En la segunda fase, la bacteria de adhiere a su
hospedero, por su parte la planta libera (glicoproteinas)
especificas (ricadesina y lectinas), para atraer
bacterias. Este cerca de la raiz libera lipopolisacaridico
como factor NOD que produce deformaciones en los
pelos radiculares. Posteriormente la planta emite
proteinas que facilitan la expresion de genes de fijacion
como genes FIX de las bacterias. Estos provocan que
las bacterias reconozcan los lugares (pelo radicular)
donde pueda ingresar a la planta. La invaginacién en
la membrana de las bacterias es fundamental para su
colonizacion. En la tercera fase, se estable el
simbiosoma (simbiosis diatrofa) (Calvo, 2011).

Descripcion histéricade lainteraccion de plantas y
bacterias en la fijacion del nitrégeno

A partir de los avances logrados por Hellriegel y
Willfarth en 1888 en primera instancia, afio en que
Beijerinck aislo la bacteria del nodulo y la denomino
Rhizobium radicicola que luego la cambio a R.
leguminosarum. Por su parte, Nobbe en 1892
recomendd fijar N, con una no-leguminosa nodulada
Elaeagnus angustifolia y también por microorganismos
de vida libre que fue establecida por la demostracion
de Winogradsky en 1893 de que Clostridium

pasteurianum podia fijar N, lo cual posteriormente no
pudo ser sostenida por la investigacion de esa época.
Los escasos ensayos Yy cultivos puros dificultaban la
fijacién de N, y asi poder establecer con certeza los
agentes fijadores de N,. Ademas, Willson en 1952
sefalé que “la naturaleza no pudo proporcionar una
sefial brillante comparable a la clorofila para marcar los
fiadores de N,” (Burns y Hardy, 1975). Existen dos
tipos de fijacion del N,: abidtica (forma Oxidos) o
biolégica (a través de bacterias). Definida también
como la oxidacion o reduccion del N, para dar iones
amonio (NH,"), nitrito (NO;"), nitrato (NO3;™) y 6xidos
(NO), (NO,). ElI (NO;) reacciona facilmente para
originar algunas de las anteriores. Una vez convertido
el N, a formas metabolizables estas pueden ser
incorporadas por los seres vivos (Calvo, 2011).

La FBN se realiza en los nbédulos radiculares, cuyo
resultado es la relacién de simbiosis entre las plantas y
las bacterias. Durante la simbiosis se forma un
bacteroide que expresa su actividad nitrogenasa que
con el complejo nitrogenasa fija el N,. La formacion de
ndédulos radiculares se realiza por etapas entre las
plantas y las bacterias (Calvo, 2011). En la Figura 3
podemos ver los microhabitats en el interfaz suelo-
planta (Reinhold-Hurek et al., 2015).

92 Revista de Investigacion e Innovacion Agropecuaria y de Recursos Naturales, La Paz, vol.8, n°2, pag. 87-101, Agosto 2021. ISSN: 2518-6868



Interaccién de bacterias y plantas en la fijacion del nitrégeno

Suelo de la
\ rizosfera
o
o)
_/ Rizoplano
-
| }
\»n
A/'\/
\
@
\ '(g:.‘
\ e
- ’ ):;Av

Endorizosfera

‘ -
' ™
o 0
Y o
1
Raiz
de la 9
planta 0
- U
e® 0
/I %
-
// ®
Caliptra
\
\
\
a) b)

d)

c)

Figura 3. a) Microhabitats en la interfaz planta-suelo. b) y c) primeros planos de la raiz con el suelo de la rizosfera circundante y
de los compartimentos del rizoplano y la endorizosfera; d) micrografias de escaneo laser confocal que muestran una densa
colonizacidn intracelular (arriba) e intercelular (abajo) de las raices por bacterias endofiticas. Micrografias tomadas de un cultivo
hidroponico gnotobiético de Oryza sativa inoculado con una cepa informadora etiquetada con gfp de Azoarcus sp., cepa BH72.
Las barras de escala representan 15 ym. Modificado de Dommergues y Krupa (1978); Reinhold-Hurek y Hurek (1998);
Reinhold-Hurek et al. (2015).

La rizosfera es un interfaz critico que apoya el
intercambio de recursos entre las plantas y su entorno
asociado al suelo. La diversidad microbiana de la
rizosfera es influida por las propiedades fisicas y
quimicas de ésta zona, algunas de las cuales estan
determinadas por la genética de la planta huésped
(Peiffer et al., 2013).

Del suelo a los habitats radiculares: modelo de
enriguecimiento en tres pasos (Figura 4). Una sintesis
de estudios basados en comunidades microbianas y
evidencia genética, sugiere un mecanismo de
enriguecimiento de tres pasos para comunidades
microbianas en asociacion con raices.
Este mecanismo conduce gradualmente a una menor

diversidad y a un mayor grado de especializacién hacia
el interior de la raiz. Ademas de un modelo de
enriguecimiento de dos pasos propuesto por Coutinho
et al. (2015), en la que considera hébitats de diferentes
raices 'y funciones Dbacterianas (Figura 4)
(Reinhold-Hurek et al., 2015). Por otra parte, el suelo
proporciona un conjunto de microbios muy diverso que
se basa en factores edaficos y ambientales, y
probablemente se ve afectado por la historia de la
vegetacion. A medida que se reclutan colonizadores de
raices de este reservorio, su efecto sobre el microbioma
asociado a las raices es alto, aunque algunos enddfitos
pueden transmitirse verticalmente desde las semillas
(Reinhold-Hurek et al., 2015).
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Influencia de la planta en la asociaciéon microbiana
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Figura 4. Un modelo de enriquecimiento de tres pasos para microorganismos que colonizan diferentes microhabitats de raices.
En el suelo a granel, las comunidades microbianas dependen del tipo de suelo, los factores ambientales y la historia de la
vegetacion. (1) Hacia la raiz, los gradientes de suelo de la rizosfera impuestos por la raiz (como las fuentes de carbono
liberadas y los fitoquimicos, los gradientes de oxigeno y pH y el agotamiento de los nutrientes) afectan la composicién de la
comunidad, y el genotipo de la planta tiene una influencia relativamente pequefa. (2) Una comunidad mas especializada se
enriquece en el rizoplano bajo la influencia de factores especificos del genotipo de la planta. (3) La endorizosfera esta habitada
por una comunidad de menor complejidad. Se requieren rasgos bacterianos especificos para la entrada y el establecimiento
dentro de este compartimento, y es probable que el genotipo del huésped tenga la mayor influencia en la estructura de la
comunidad aqui en comparacion con otros compartimentos. Abreviaturas: LPS, lipopolisacarido; ROS, especies reactivas de
oxigeno (Reinhold-Hurek et al., 2015).

Reaccidn quimica de la fijacién del nitrégeno

La fijacion del N, por las asociaciones Rhizobium-
leguminosas es una fuente econdémica,
ecolégicamente Util en el suministro de este elemento.
El estudio de la FBN busca aumentar la tasa y la
eficiencia de la fijacion para incrementar la
proteina/area, disminuir el consumo de fertilizantes
nitrogenados y evitar la disminucion del contenido de
N, de suelos arables (Garcia et al., 2021). En la fijacién
abidtica Fritz Haber obtuvo dos moléculas de
amoniaco combinando una molécula de N, y tres de
H,. Esta reaccion se realiza a 500 °C y a 200 atm.
Asimismo, se tiene H, utilizando metano (CH,). Segin
la reaccion quimica: N, + 3H, — 2NH3 que requiere un
catalizador (niquel (Ni) (Calvo, 2011).

La segunda etapa del método de Haber-Bosch
fue oxidar el NH; hasta acido nitrico (HNO3), que al

combinarse de nuevo con NH; produce nitrato aménico
(NH4NO:3), este es el producto final y se utiliza como
explosivo o fertilizante. Otro proceso abiético de fijacién
de N, es la produccibn de cianamida (CH;N,),
empleada para elaborar cianuro (CN-) y como
fertilizante. Este proceso hace pasar el N, sobre cianuro
de calcio (CaC;N,) caliente. Al igual que el método de
Bosch, la elaboracion de cianamida también necesita la
presencia de un catalizador. Asimismo, parte del N,
puede fijarse abidticamente mediante rayos o ciertos
procesos industriales, incluida la combustion de
combustibles fosiles (Bernhard, 2010; Calvo, 2011).

Por su parte, la FBN que considera a la comunidad de
la rizosfera estructurada por la microbiota (bacterias,
hongos y algas) y microfauna (protozoos, nematodos,
insectos y acaros), mediante la simbiosis fijan el N, y
las plantas generan compuestos solubles como (NH3)
(Calvo, 2011). Luego el NH; (aminoacidos y proteinas)
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son parte de la cadena alimenticia. La FBN demanda
de bastante energia y de enzimas nitrogenasas, segun
la siguiente ecuacion quimica: N, + 8H* + 8e™ + 16 ATP
— 2NH; + H, + 16ADP + 16 Pi, (Bernhard, 2010; Calvo,
2011).

Como resultado, solo un grupo selecto de procariotas
puede llevar a cabo este proceso energéticamente
exigente. Aunque la mayor parte de la fijacién de N, la
llevan a cabo los procariotas (Bernhard, 2010; Calvo,
2011). Algunas bacterias utilizan sus enzimas para fijar
el N, en el entorno microaerdfilo (SB, 2021). La fijacién
simbidtica del N,, equivalente a 120 Tg relativamente
baja al asimilado de los minerales del suelo, pero
representa el 8,5% del consumo total por la planta
debido a la alta eficacia de la transferencia (Calvo,
2011).

Estudios de bacterias que fijan nitrégeno en
diferentes ecosistemas

Las dltimas contribuciones potenciales de la
metagendémica al estudio de las rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR)
tienen una funcién importante en la agricultura
sostenible. Actualmente, varios estudios se centran en
dilucidar el mecanismo molecular implicado en las
interacciones planta-microbio para comprender la
funcionalidad de los PGPR (Menna et al., 2017). Sin
embargo, partiendo del concepto de ecosistema, aqui
por ejemplo los resultados logrados por Carbonetto
et al. (2014) en las Pampas de Argentina, describen el
impacto en la estructura y composicion del microbioma
(Tabla 1) donde los perfiles metagenémicos
metabdlicos fueron afectados.

Tabla 1. Impacto por practicas agricolas en diferentes
Paises.

. Filos Filos en Filos en
Filos abundantes .
abundantes en terrenos mas terrenos menos
en suelos no . .

. suelos productivos productivos
cultivados . - L
(Pampas cultivados (HMinais, (HMinais,

Ar en?inaS (Pampas, Estados Estados
9 Argentina) Unidos) Unidos)

Verrucomicrobia Gemmatimonad Bradyrhizodium Actinobacteria
Plactomycetes etes Nitrospirae Gammaproteob Ascomycota

Actinobacteria WS3 acteria Planctomycetal
Chloroflexi es Streptophyta

Fuente: Carbonetto et al. (2014) y Chang et al. (2017).

Complementar los datos metagendémicos con
metatranscriptobmica y metaprotedmica mientras se
emplea a la a la vez la metabolomica y se tiene en
cuenta la informacidon compleja sobre los factores
bidticos y abibticos posiblemente ayudara a resolver

varias incognitas del endofitismo a futuro. Estas
tecnologias avanzadas de “Omica” ayudan a
comprender los mecanismos de seleccion de bacterias
endofiticas inducidos por las plantas y descubrir la
magnitud de las interacciones entre los factores que
dan forma a las comunidades mencionadas y los
ambientes, asi como profundizar el conocimiento sobre
la dindmica de la diversidad endofitica inexplorado.
Ademas, las informaciones técnicas dependientes e
independientes de cultivos revelard todo el potencial
biotecnoldgico de la diversidad bacteriana endofitica
(Papik et al., 2020). Con un conocimiento de la base
genética del endofiismo y las interacciones
multipartitas, se podra manipular los microbiomas de
las plantas para obtener los resultados buscados (mejor
aptitud, mayor rendimiento, resistencia al estrés,
respuesta a fitorremediacion, inoculacion) a través de
enddfitos beneficiosos (Papik et al., 2020).

En este contexto, por ejemplo, segun Trinick y Hadobas
(1989) Parasponia andersonii (Planch.) es la Unica no
leguminosa que nodula con
(Rhizobium/Bradyrhizobium). Con cualidades de fijar
importantes cantidades de N,; aspecto relevante para
estudiar a nivel molecular desde una vision agronémica
y a futuro replicar éstos atributos en otras no
leguminosas. También encontr6 hemoglobina en el
tejido del nédulo de Parasponia y otras no leguminosas
noduladas; el gen que las origina y expresa esta en
plantas como Trema tomentosa y Celtis australis. Las
cepas de Bradyrhizobium aisladas de especies de
Parasponia que crecen en Papua Nueva Guinea no se
nodulan eficazmente (excepto CP283). La eficacia de la
simbiosis esta definida por el hospedero,
Bradyrhizobium y el medio ambiente. La simbiosis con
P. andersonii es eficaz en relacion a las otras
estudiadas.

Coleman-Derr et al. (2015) afirm6é que el perfil
filogenético de las procariotas esta determinado por el
vegetal (hospedero) y en el caso de hongos
(comunidades) incide la biogeografia. En el caso de
Agave tequila cultivada, ésta muestra bajos niveles de
procariotas en relacidn a especies nativas de Agave.
Bacterias y hongos promueven el crecimiento de
plantas y brindan tolerancia al estrés abiotico a partir de
la interaccion (Agave-microbio).

A su vez Chang et al. (2017) estudié el microbioma en
lllinois en campos agronodmicos de los Estados Unidos,
donde la soya sobresale y su rotacion de cultivos es el
maiz. Los estudios (metagenoma) se detallan en
la Tablal. Asimismo, se identific6 cuatro grupos de
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bacterias y dos grupos de eucariotas que se asociaron
significativamente con la productividad de los cultivos.
El uso de un modelo de bosque aleatorio (RF) predijo
con éxito la productividad del cultivo con una precision
de 0.79. Con el progreso activo en la anotacion de
metagenomas, la comparacion estadistica y el poder
computacional para manejar datos de alta dimensién,
se espera que MWAS (asociacién de todo el
metagenoma) y el aprendizaje automatico brinde una
nueva comprension sobre como las comunidades
microbianas interactian con los cultivos y brindan
beneficios directos a la agricultura (Chang et al., 2017).
Por tanto, se utilizan los genomas comunitarios
aleatorios (Metagenomas) para estudiar microbios en
diferentes entornos a través de analisis de secuencias.

La secuenciacion de nueva generacion de alto
rendimiento y a bajo costo ha proporcionado acceso a
la metagendmica a una amplia gama de investigadores
(Meyer et al., 2008; Carbonetto et al., 2014).

Distribucion de bacterias en leguminosas

Segun Wang et al. (2019) los microorganismos del
suelo durante las actividades agricolas son importantes
debido a un estudio realizado en el Sur de los Estados
Unidos en cultivares de mani (Arachis glabrata Benth.)
se identifico filos segun se detalla en la Figura 5, a partir
de muestras de secuencias (equivalente de 1.800
amplicones del gen ARNr 16S seleccionados al azar.
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Figura 5. Filos dominantes segiin Wang et al. (2019)

En otro caso Chen et al. (2014) sostiene que la salud
de las plantas y la fertilidad son afectadas por la
interaccion planta-microbioma. En el mencionado
estudio que se realiza en cultivos de mani a través de

Tabla 2. Diversidad de filos en el cultivo de mani.

clones de genes de ARNr 16S determinando asi los
cambios de las comunidades bacterianas del suelo en
diferentes campafias agricolas (Tabla 2).

Filotipos beneficiosos

Filos dominantes afectados por el

Filotipos adaptados al
monocultivo y estrés

Filotipos que incrementan

su diversidad con el Filotipos afectados por

la edad de la planta

monocultivo monocultivo
Acidobacteria Alteromonadales Rhizobiales Acidobacteriales Acidobacteriales
Actinobacteria Burkholderiales Rhodospirillales Chromatiales Burkholderiales
Bacteroidetes Flavobacteriales Gemmatimonadales Bdellovibrionales

Chloroflexi Pseudomonadales
Gemmatimonadetes  Rhizobiales
Planctomycetes Rhodospirillales
Proteobacteria

Verrucomicrobias

Fuente: Chen et al. (2014).

En Veracruz-México, Valles y Cadisch (2010)
examinaron cultivos realizados en invernadero donde
observaron que la fijacion de N2 depende de la cepa
Rhizobium, siendo la mas eficaz Bradyrhizobium CIAT

3101. Sin embargo los ecotipos Arachis pintoi CIAT
17434 y 18744 reportaron valores significativos en la
fijacion del N2 en relacion a Arachis hypogaea
(referente) e igual en crecimiento a Arachis pintoi.
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Distribucion de bacterias en gramineas

Los exudados de las raices del maiz (Zea mays L.),
como azlcares, acidos organicos, aromaticos y
enzimas, interactlan con los parametros del suelo,
(pH, potencial hidrico, textura, nutrientes), y las
poblaciones microbianas para PGP. Estudios
realizados sobre la asociacion entre el genotipo del
maiz y la diversidad microbiana utilizando chips de
ADN (microarrays) de genes de ARNr 16S o huellas
gendémicas en (invernadero y campo) apoyan la
ponencia de que la diversidad microbiana esta
relacionada con el genotipo de la planta (Aira et al.,
2010; Bouffaud et al., 2012).

En este contexto bajo el criterio de usos diversos de
suelos y distribucién variable de filo, ratifico como un
sistema de modelo para investigar la fijacion del N, en
el maiz Sierra Mixe, validando la asociacion con
bacterias diazotréficas que poseen operones
genéticos candnicos para la fijacion de N, (Bennett et
al., 2020). Segun Higdon et al. (2020) es fundamental
el mucilago de la raiz aérea para el fenotipo de fijacion
de N, del sistema; confirmaron la presencia de
bacterias fijadoras de N, clasicas en la microbiota del
mucilago (potencial gendmico) que permiten derivar
energia para la FBN a partir del polisacarido
(mucilago). También, demostré6 que los diaz6trofos
incorporaron N, en su metabolismo a través de vias
(metabdlicas desconocidas), delimitadas por el actual
conocimiento sobre la FBN como la conversiéon
bacteriana de dinitrégeno (N,) a (NHs) a través de la
expresion de productos del gen nif canénico dentro de
los modelos de Bond y Klebsiella. Asimismo, lograron
recuperar y caracterizar diazétrofos encontrando
(diaz6trofos) que no contenian ningln gen candnico
nif, recomendando asi el uso de genes novedosos para
la conversion de N, en formas organicas que sean
asimiladas en moléculas pequefias exportadas por los
organismos. Algunos miembros (especificos) del
microbioma (diazotrofia) del maiz Sierra Mixe poseen
variadas funciones moleculares.

Higdon et al. (2020) confirma que las bacterias
diazotréficas aisladas de mucilagos de raices aéreas
poseen la capacidad de llevar a cabo multiples métodos
de PGP directa, ademas de la FBN que resultan en la
promocion del crecimiento de cultivos no relacionados
con el maiz Sierra Mixe. También identificé que la
mayoria de los aislamientos diazotréficos poseen genes
marcadores para la desaminasa del &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), la produccién
del &cido indolacético (IAA) y la solubilizaciéon de PO,
ademas de los genes nif, presentan evidencia de sus
capacidades y funcionalidades in vitro a capacidades
variables que se encontraron significativamente
afectadas por el contenido genético nif. El uso de estos
diazotrofos de mucilago como inoculantes para plantas
de papa (Solanum tuberosum L.) y una variedad hibrida
convencional de maiz también confirmo la capacidad de
varios aislamientos para conferir fenotipos de PGP para
cultivos fuera de su entorno nativo. Ademas dilucida la
posibilidad de que los diazétrofos del mucilago
funcionan como PGPB en un amplio rango de
hospederos, como lo demuestra el descubrimiento
informado de midltiples funcionalidades de PGP
conferidas por Raoultella BCW-201900 (Brown e Irber,
2016; Higdon et al., 2020).

Segun Martinez-Pefia et al. (2016) la siembra de maiz
en los Altos de Jalisco es para produccion de forraje y
autoconsumo, de razas hibridas o de zamorano
amarillo. En esta region consideraron las caracteristicas
de las plantas y del suelo, porque no se conoce la
composicion de los microorganismos en este ambiente.
Indico que el uso de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) para la descripcion de un cultivo de
maiz mixto para autoconsumo y otro para forraje en los
Altos de Jalisco logro una descripcion inicial de la
composicion microbiana de la rizosfera microbiota
(Figura 6). Asimismo, detect6 una alta diversidad de
unidades taxondmicas operativas (OTUs) en tres
variedades de maices (autoconsumo y forraje), el cual
se sostiene en (tipo de manejo agronémico y el tipo de
maices sembrados).

Revista de Investigacion e Innovacion Agropecuaria y de Recursos Naturales, La Paz, vol.8, n°2, pag. 87-101, Agosto 2021. ISSN: 2518-6868 97



Daniel Guzman Duchen, Julio Montero Torres

30

241
25

20
15.2

15

Porcentaje

10
5.3

5

24.6

8.0

3.9

—

0

Actinobacteria Proteobacteria Firmicutes (sc) Proteobacteria Actinobacteria

(sc) (sc)

Bacteroidetes

(cc) (cc) (cc)

Filo de dos muestras en diferentes tiempos
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En Bolivia, no se han realizado estudios
metagendmicos similares, sin embargo, segin
Barrientos et al., (2017) la fijacion simbidtica de N,
suele ser una de las alternativas del manejo de los
nutrimentos del suelo, especialmente cuando se
utilizan leguminosas como el tarwi (Lupinus sp
mutabilis Sweet) como abono verde segun valido
(como positivo) la Fundacion PROINPA y como
alternativa de rotacion de cultivos recomiendan usar
K'ela (Lupinus sp.) en la produccién de la quinua
(Chenopodium quinoa Willd.).

CONCLUSIONES

Los estudios confirman las interacciones de plantas y
microorganismos, a través de la simbiosis, en diversos
tipos de suelos, donde estos, coadyuvan al incremento
de la produccién de cultivos agricolas a través de la
FBN, en leguminosas y gramineas como en el caso del
mani y el maiz. La determinacion de la distribucién de
filos, en diversos ecosistemas de produccion,
mediante el uso de herramientas (metagendmica,
bioinformatica), dilucida e identifica las diferencias
genéticas de la diversidad microbiana, asimismo
permite predecir sus funciones, como la fijacion del N,
y la promocién del crecimiento de plantas por bacterias
de la rizosfera, informacion relevante para la
agricultura sustentable. También, la distribucion de las
bacterias de los suelos, en los diferentes ecosistemas,
son variables, en funcién de la presencia de cultivos,
en relacién a los que no tienen cultivos, dependiendo
ademas, de las especies agricolas cultivadas y su
biogeografia.
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