microbianos es el resultado de

investigaciones diversas, rea-
lizadas con el fin de aprovechar al
maximo los beneficios de la fijacién
bioldgica de nitrogeno. Este es un
maravilloso proceso natural que,
por reduccidon enzimatica, transfor-
ma el nitrogeno atmosférico en
amonio disponible para las plantas
para la sintesis de sus proteinas,
aprovechando la energia solar a tra-
vés de la fotosintesis. Sus beneficios
explican el equilibrio de los ecosis-
temas y los rendimientos en zonas
con agricultura tradicional.

L a tecnologia de los inoculantes

La economia del nitrégeno en la
biosfera es regulada por la diversi-
dad de sistemas fijadores, que in-
cluyen desde microorganismos
autotroficos (bacterias de vida libre
y algas fotosintéticas), hasta micro-
organismos heterotréficos asimbid-
ticos (Azotobacter, Spirillum, Bije-
rinckia, etc.), y los que realizan aso-
ciaciones simbiéticas o mutualistas
con plantas de diferentes clases,
incrementando los contenidos de ni-
trégeno en ecosistemas acudticos y
terrestres.

Actualmente son reconocidas y
estudiadas las asociaciones especi-
ficas de plantas con sistema fotosin-
tético eficiente, Cs, tales como pas-
tos tropicales, sorgo, cafia de aziicar
y cereales, con bacterias que contri-
buyen a elevar los rendimientos y
calidad de las cosechas y constitu-
yen otro campo de amplia investiga-
cion y grandes expectativas.

La fijacién de nitrégeno por algas
verde-azules en arrozales de las zo-
nas tropical y subtropical en Asia
ha sido reconocida desde hace mu-
chos afios y actualmente es motivo
de investigacion y experimentacion.
Muy promisorio es por su parte el
helecho acuatico Azolla en simbiosis
con el alga Anabaena que puede fi-
jar hasta 313 kilogramos de nitré-
geno por hectarea al afio (kg N/Ha/
afio). La simbiosis con plantas no
leguminosas es de gran significado
econdémico y ecolégico especialmen-
te en los bosques, por ejemplo, la
especie Alnus que en simbiosis con
el actinomiceto Frankia puede lle-
gar a fijar hasta 156 kg N/Ha/ afio.
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La mas eficiente, elaborada y es-
tudiada es la asociacién obligatoria
entre la bacteria Rhizobium y las
plantas leguminosas, caracterizada
porque la infeccion por la bacteria
desarrolla en las raices de las plan-
tas una estructura especial llamada
nédulo, y es alli donde se realiza el
proceso de fijacion del nitrégeno. La
interaccion especifica de los sim-
biontes produce la reduccion de la
forma molecular de este elemento,
mediante la enzima nitrogenasa
aportada por la bacteria, hasta la
forma de amonio que la planta usa
rapidamente en la sintesis de ami-
noacidos, amidas y ureidos que lue-
g0 son transformados en proteinas.

FIJACION
BIOLOGICA
DE
NITROGENO

DESARROLLO
DE UNA TECNOLOGIA

Nery Mora de Gonzalez*

El proceso se verifica gracias a la
energia solar mediante la fotosintesis
que aporta, ademas, poder reductor
y el esqueleto carbonado para la sin-
tesis de aminoacidos. La enzima ni-
trogenasa requiere para su activi-
dad una baja concentraciéon de oxi-
geno, que se logra en el nédulo por
la accion de la leghemoglobina, sin-
tetizada por el aporte de los dos
simbiontes: la globina proviene de
la planta y el grupo hemo proviene
del genoma de la bacteria, lo que
evidencia su interaccién.

La eficiencia de este sistema fija-
dor depende tanto de la especie le-
guminosa, como de la cepa del rizo-
bio y de las condiciones ambientales
y nutricionales. El nitrégeno fijado
se ha evaluado entre S0 y 350 kg/
Ha/afioy se acepta un valor prome-

dio de 100 Kg/Ha/afio para la ma-
yoria de las leguminosas de grano y
forrajeras. Entre el 60 y el 90% de
nitrégeno fijado se acumula en las
semillas y forrajes y el resto se mi-
neraliza en el suelo incrementando
el contenido del elemento y benefi-
ciando de manera indirecta los cul-
tivos de plantas no ]egumin‘osas,
tanto en los cultivos mixtos como en
los de rotacion.

Las leguminosas contribuyen a la
produccién agricola, suministrando
granos que, como la arveja, frijol,
soya, lenteja, haba, garbanzo y
mani entre otros, tienen un alto con-
tenido proteinico y por esta razdn
son de gran importancia para la ali-
mentacion humana; forrajes, con
porcentajes de proteinas entre 18 y
27%, por ejemplo tréboles, alfalfa,
Kudzid, Desmodium, y Stylosanthes;
abonos verdes como lupinos, crota-
laria, canavalia y calopogonium; ar-
boles de rapido crecimiento, valio-
sos en sistemas forestales como la
Leucaena, y especies productoras
de maderas, gomas, resinas y colo-
rantes. Sin embargo, a pesar de los
usos valiosos de las leguminosas no
se ha dado atencién especial a las
técnicas especificas para obtener el
maximo beneficio de la fijacién de
nitrégeno. La fijacion por esta aso-
ciacion se ha estimado en 70 x 10°¢
toneladas M/afio de N2, que repre-
senta el 40% del total del nitrogeno
fijado biologicamente cada afio. El
manejo racional del sistema suelo-
planta-bacteria puede producir no-
tables incrementos de nitrégeno fi-
jado reduciendo el consumo de ferti-
lizantes nitrogenados y aumentando
el rendimiento y la calidad de los
cultivos de leguminosas.

La necesidad mundial de produc-
cion de alimentos con alto contenido
de proteinas y los costos elevados
de los fertilizantes nitrogenados, ha
estimulado la busqueda y desarrollo
de agrotecnologias basadas en la
explotacion del potencial de la fija-
cion bioldgica de nitrégeno, que im-
pliquen reduccion de los costos de
fertilizantes y que eviten los graves

* Quimica. Profesora titular. Departa-
mento de Quimica, Universidad Nacio-
nal de Colombia —Ciudad Universita-
ria. Bogota.
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problemas ecoldgicos derivados del
uso indebido de los fertilizantes, ta-
les comola eutroficacion delasaguas
y el aumento de nitratos en el agua
potable.

El desarrollo de esas agrotecno-
logias requiere investigacion basica
multidisciplinaria (quimica, genéti-
ca, fisiologia, bioingenieria, agro-
nomia, microbiologia) que permita
el conocimiento profundo de los me-
canismos implicados en las etapas
del proceso en los diferentes siste-
mas fijadores y que establezca las
limitaciones en las condiciones am-
bientales especiales en que funcio-
nen, con el fin de determinar las
practicas culturales que logren una
mayor ganancia de nitrégeno.

Inoculantes: El objetivo de la tecno-
logia de los inoculantes, en el sis-
tema fijador Rhizobium —legumi-
nosas es la introduccién de pobla-
ciones altas de cepas seleccionadas,
en la rizosfera de plantulas de legu-
minosas para inducir una nodula-
cién abundante y efectiva, en areas
donde se determine la necesidad de
rizobios eficientes por ausencia o
bajas poblaciones. El éxito de la
inoculacion depende del reconoci-
miento y establecimiento de las
condiciones requeridas por los dos
simbiontes.

El método comin de inoculacion
es la aplicacion del rizobio a la semi-
lla y su sobrevivencia depende de la
forma del indculo, el método de
aplicacion y de la clase de semilla,
pues algunas contienen en la cu-
bierta compuestos toxicos al micro-
organismo.

Se expondrdan a continuacion de
manera sucinta las etapas y aspec-
tos que la investigaciéon debe en-
frentar con el fin de lograr con éxito
los inoculantes y su aplicacién.

Seleccion del microsimbionte: La
seleccion de la cepa apropiada es
factor decisivo en el éxito del ino-
culante. Muchas leguminosas son
hospederos especificos, mientras
otras son noduladas por diversas
cepas de rizobios. Por esta razon es
importante elegir cepas compatibles
con la especie particular. Ademas,
las cepas deben ser efectivas o sea

habiles para fijar grandes cantida-
des de nitrogeno; compatibles con
una gama amplia de especies y va-
riedades; competitivas, es decir,
capaces de inducir nodulacién en
presencia de cepas nativas invasi-
vas pero poco eficientes y adicional-
mente deben fijar el elemento en
presencia de niveles moderados de
nitrégeno en el suelo. El mecanismo
de competicién entre cepas no esta
bien explicado aiin y la razén de la
selectividad atribuida a lectinas y
exudados de la raiz y de la envoltura
de la semilla es ain motivo de in-
vestigacion.

Ademds de las caracteristicas in-
trinsecas de las cepas, debe estu-
diarse su adaptacion a terrenos de
baja fertilidad y el desempefio en
condiciones de deficiencia o exceso
de algunos nutrientes del suelo. La

1. Raices nodulares de soya

seleccion de cepas en ensayos de
laboratorio e invernadero es com-
plementada con ensayos de campo
para observar la respuesta a las
condiciones climaticas y a las carac-
teristicas fisicas, quimicas y biol6-
gicas del suelo. Algunos pueden
tener poblaciones antagdnicas. Otro
aspecto que se debe tener en cuenta
es que las cepas seleccionadas no
solo deben propagarse en el suelo
para asegurar buena nodulacion,
sino que el rizobio debe sobrevivir
en él.

A corto plazo se espera que la ge-
nética y la bioingenieria eliminen la
especificidad y la produccion de ce-
pas tolerantes a niveles altos de ni-
trogeno combinado del suelo.
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Seleccion del macrosimbionte: La
seleccion de genotipos de alto ren-
dimiento, resistencia a enfermeda-
des e insectos y sobre todo, de alta
capacidad simbidtica, es tan impor-
tante como la seleccion de la bacte-
ria. Las leguminosas por ejemplo,
son especialmente susceptibles a
patdgenos y su control es necesario
para mantener el vigor de la planta
y la actividad fijadora. Fitomejora-
dores y genetistas pueden inducir
mutaciones en la planta o cruzar va-
riedades con cualidades deseables,
tales como resistencia a enfermeda-
des y limitaciones en la fotorespira-
cién para inducir incrementos en los
fotosintatos. El desarrollo de la hi-
bridacion somatica abre grandes
esperanzas. Sin embargo, la trasmi-
sion de la capacidad fijadora de los
organismos procariotes a células
vegetales continia bajo estudio y es
audn incierta.

DETERMINACION DE FACTORES
AMBIENTALES Y NUTRICIONALES
LIMITANTES DEL PROCESO DE
FIJACION DEL NITROGENO

Los factores del medio ambiente
tales como temperatura, humedad,
luz, presion de diéxido de carbono y
de oxigeno pueden llegar a limitar o
inhibir la actividad nodular y la fija-
cion. Esta ultima y los rendimientos
altos se obtienen cuando estan dis-
ponibles los nutrientes esenciales
para el desarrollo de la planta y la
bacteria.

Las leguminosas son muy poco to-
lerantes a la acidez del suelo, a la
toxicidad del aluminio y a deficien-
cias de nutrientes tales como calcio,
fosforo y molibdeno. Sin embargo,
muchas leguminosas forrajeras tro-
picales estan bien adaptadas a los
suelos acidos y resulta necesaria la
recoleccion de este germoplasma.

De especial interés es la limita-
cioén debida al nitrégeno combinado
del suelo, que retarda o inhibe la
nodulacién y fijacion de nitrégeno, y
sus efectos son dependientes del
hospedero y de la cepa de rizobio.

La determinacion de los factores
que limitan la fisiologia de la planta
y el proceso de fijacion, indicara las

practicas culturales y la fertiliza-
—
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cion, asi como la forma de inocula-
cion, con el fin de dar al rizobio ma-
xima proteccion contra el medio fi-
sico y bioldgico y permitirle una in-
feccion rapida de la planta y la ex-
presion de su capacidad fijadora.
Por estas razones la tecnologia de
los inoculantes no es transferible y
las cepas y métodos de inoculacién
apropiadas para una zona no son
aplicables a otras regiones.

Produccion de Inoculantes: A pe-
sar de las grandes ventajas que pre-
senta esta tecnologia para la pro-
ductividad agricola, s6lo en Estados
Unidos, Australia, Brasil, Uruguay,
Argentina, India y Egipto ha sido
desarrollada a escala comercial. En
otros paises, s6lo en universidades
y centros de investigacion se produ-
cen inoculantes para experimenta-
cion, a escala de planta piloto.

Aunque los principios basicos de
la tecnologia se conocen desde hace
muchos afios, por falta de transfe-
rencia en los paises en desarrollo no
ha llegado a los agricultores y pro-
ductores potenciales. La falta de
personal especializado y entrenado
es limitante para el desarrollo de
programas de investigacion orien-
tados a una produccion que permita
realizar, desde el aislamiento y se-
lecciéon de cepas, hasta la adapta-
cion de técnicas de inoculacion que
puedan tener €xito en las condicio-
nes de clima y suelo de regiones tro-
picales y subtropicales. Otros temas
que también requieren estudio son
los relativos a seleccién del tipo de
inoculante adecuado (de aplicacion
a la semilla o al suelo); forma del
inoculante (liquido, granular, pele-
tizado, liofilizado, etc); clase de so-
porte y su adecuacién (turba, car-
boén, lignito, compost, vermiculita,
bagazo, paja, entre otros); manejo
del inoculante (empaque, transpor-
te y almacenamiento) y control de
calidad. Necesarios e importantes
son también los programas de ex-
tension y las estrategias de intro-
duccién de los inoculantes al mer-
cado.

Actividades investigativas sobre la
fijacién de nitrégeno por legumino-
sas.

Las siguientes instituciones inte-
gran el nicleo inicial de participa-
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cion del pais en la Red Latinoameri-
cana de Biotecnologia en el area de
la fijacién simbidtica de nitrégeno.
Los programas de investigacion res-
pectivos se han integrado en un
plan de investigacion a nivel nacio-
nal, el cual ha sido presentado a
Colciencias a través del Comité Na-
cional de Rizobiologia.

A continuacién se resumen muy
brevemente los aspectos mads rele-
vantes de la investigacion que se
realiza en cada institucién: La Uni-
versidad Nacional de Colombia, a
través del Departamento de Quimi-
ca de la Facultad de Ciencias en Bo-
gota, adelanta en los programas de

2. Ensayo de seleccién de cepas en jarras de
Leonard

Quimica Agricola trabajos orienta-
dos a determinar la necesidad y
efectos de la inoculacién con cepas
seleccionadas de rizobio en cultivos
de trébol blanco y arveja en suelos
de la sabana de Bogota. Se deter-
minan también los factores del sue-
lo, limitantes del proceso; la selec-
cién de soportes adecuados para los
inoculantes y, actualmente, se ini-
cian los estudios de evaluacion de
los efectos de inoculacion con hon-
gos vesiculoarbusculares sobre la fi-
jacion de nitrégeno.

También en el mismo departa-
mento, el grupo de investigacion de
Bioquimica estudia los mecanismos
por los cuales se establece la sim-
biosis Rizobium-leguminosa, eva-
luando las lectinas de semilla y raiz
en diferentes especies de legumino-
sas, la especificidad de la interac-
cidn lectina-rizobium y la influencia
de las condiciones de crecimiento de
la bacteria en esta interaccion. La
Universidad Pedagdgica Nacional
en Bogota, a través de su Departa-
mento de Biologia, adelanta estu-
dios sobre aspectos bioldgicos de ri-
zobios y de hongos micorrizicos ve-
siculo-arbusculares.

En Palmira, el Centro Internacio-
nal de Agricultura Tropical, lleva a
cabo programas de seleccion de ce-
pas de rizobios y de genotipos de
frijol y de leguminosas forrajeras
tropicales. Evalia también el efecto
de la inoculacién con rizobios y con
hongos micorrizégenos (MVA) en la
fijacion de nitr6geno en pastos tro-
picales. Actualmente desarrolla

‘FW

3. Ensayo de seleccién de cepas en campo.
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inoculantes liofilizados en medios
oleosos con ventajas para las zonas
tropicales.

La Empresa Colombiana de Pro-
ductos Veterinarios, Vecol, realiza
ensayos conducentes a la produc-
cion a nivel industrial de inoculan-
tes para soya y trébol blanco. Re-
cientemente, la facultad de Agrono-
mia de la Universidad de Narifio ini-
ci6 su programa de investigacion
sobre la fijacion de nitrégeno en cul-
tivos de frijol en la region del alti-
plano de Pasto. Por su parte, el Ins-
tituto Colombiano Agropecuario,
ICA, en sus sedes de Tibaitata
(Mosquera) y de Palmira, adelanta
investigacion sobre seleccion de ce-
pas de rizobios y de genotipos de
trébol y soya y evalda los efectos de
la inoculacién en ensayos de campo
en diferentes zonas.

El plan de investigacion a nivel
nacional propone fomentar las acti-
vidades investigativas en los si-
guientes aspectos:

- Aislamiento y seleccion de cepas
de Rhizobium.

Determinacion de la necesidad y
efectos de la inoculacion en dife-
rentes regiones.

- Estudio de factores bidticos y
abidticos que puedan limitar la
eficiencia del proceso de fijacion
del nitrégeno.

- Efecto de las micorrizas en la fija-
cién simbiodtica.

- Produccién de inoculantes comer-
ciales.

Manejo agrondmico de legumino-
sas.

Bioquimica de la interaccién
Rhizobium-leguminosas.

Finalmente, debe anotarse que
para lograr una eficiente accion
cientifica y tecnoldogica, deben di-
fundirse y hacerse del dominio pu-
blico la comprension de los benefi-
cios de esta tecnologia y las necesi-
dades implicitas de la investigacion,
incluyendo un equipo de investiga-
dores y extensionistas que trabajen
en programas estables, bien finan-
ciados y a largo término. [ |
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te mend, la seleccion de aspectos
concretos sobre los cuales concen-
trar esfuerzos mediante programas
Y proyectos coordinados no deberia
ser una tarea demasiado complicada
y el pais ha recorrido ya parte de
este camino.

Sin embargo, existe una prioridad
mas fundamental, de cobertura tan-
to vertical como horizontal, la que,
de no ser satisfecha, convertira
cualquier tipo de determinacion de
prioridades en un ejercicio estéril y
frustrante: hablamos de los recur-
sos humanos calificados. Sin ellos,
sin un grupo minimo de cientificos
dispuestos y entrenados para enca-
rar y resolver problemas, cuales-
quiera otras medidas y politicas que
se adopten resultaran vanas, impro-
ductivas o, a lo mas, ineficientes.

Por ello consideramos que cual-
quier proyecto biotecnoldgico debe
cumplir, ademas de sus objetivos
intrinsecos, con dos requisitos edu-
cacionales:

e Contribuir significativamente a la
formacion de grupos de investiga-
dores, tanto a nivel de pregrado
como de posgrado, y, lo que es
mas importante, a la génesis de
escuelas activas y efectivas, ca-
paces de autoperpetuarse dentro
de un proceso dinamico y flexible.

e Inducir a cientificos experimenta-
dos a que adquieran conciencia
de que estamos rodeados de un
buen nimero de problemas im-
portantes, de repercusion econo-
mica y practica, que deben ser
objeto de investigacion de alta ca-
lidad y cuya solucion puede resul-
tar en la clarificacion de interro-
gantes bioldgicos fundamentales.

Para muchos investigadores for-
mados sigue siendo motivo de de-
gradacion la mera consideracion de
problemas practicos concretos a re-
solver en el corto o en el mediano
plazo. Esta manera de ver las cosas
nunca hubiera permitido a un Pas-
teur realizar los cruciales descubri-
mientos microbiologicos que resul-
taron de su atencion a los proble-

mas de la industria del vino y la cer-
veza, entre otros. Y tampoco conta-
riamos hoy con los avances trascen-
dentales que Barbara McClintock
logro en genética vegetal cuando se
ocupo de la variabilidad de ciertas
caracteristicas del maiz. Considera-
ciones analogas pueden hacerse
respecto a los fundamentales avan-
ces alcanzados en inmunologia, ge-
nerados por investigaciones concre-
tas sobre enfermedades tropicales
en Africa, con miras al desarrollo de
extensas regiones de este continen-
te. Y la lista sigue...

Pero este tipo de consideraciones
es simétrico: si aceptamos que los
resultados del estudio serio de te-
mas ‘‘aplicados’’ pueden rebasar
ampliamente el territorio del pro-
blema inicial y asumir cualidades
‘‘basicas’’ imprevistas, debemos
también reconocer que los conoci-
mientos generados por la investiga-
cion fundamental encuentran luego
clientes inesperados e insospecha-
dos, ejemplos de los cuales esta lle-
na la historia de la ciencia y de la
tecnologia, muchos en el campo de
la biologia y en el de la biotecnolo-
gia, la vieja y la nueva. Las dos ca-
ras de la moneda vienen a cuento
porque es preciso percatarse de la
necesidad de hacer ciencia basica
de alto nivel, por un lado, y de la
responsabilidad de identificar solu-
ciones o aplicaciones de los resulta-
dos que se obtienen, por el otro.

Cooperacion Internacional

En cualquier planteamiento de
politica de desarrollo cientifico y
tecnoldgico la cooperacion técnica
internacional desempefia, o debe
desempeiiar, un papel decisivo. Es
un hecho, sin embargo, el que, en un
buen nimero de casos, los paises en
desarrollo no hayan explotado este
recurso al maximo por falta de orga-
nizacion y coordinacion internas y
de criterios claros sobre el conteni-
do y alcance de dicha cooperacion.

En el caso de la biotecnologia y
sus areas satélites, muchas de las
organizaciones de cobertura mun-
dial o regional, no obstante sus bien

conocidas restricciones financieras,
—
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