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ABSTRACT

Advances in science have opened up new options for farmers responding to market needs and environmental challenges. These
techniques are included in what is often referred to as “biotechnology”. Appropriate use of science and technology helps to meet
agricultural challenges and consumer needs of the 21st century. Farmers have been improving wild plants through the selection
and breeding of desirable characteristics, resulting in the domesticated plants that are commonly used in crop agriculture. In the
twentieth century, breeding became more sophisticated, as the traits that breeders select for include increased yield, disease and
pest resistance, drought resistance and enhanced flavour. Agricultural biotechnology is a collection of scientific techniques used
to improve plants by the use of beneficial microorganisms. Based on understanding life mechanisms, scientists have developed
solutions to increase agricultural productivity. Starting from the ability to identify beneficial microorganisms, and the ability to
work with such characteristics very precisely, biotechnology enhances farmer’s ability to make improvements in crops. Biotech-
nology enables improvements that are not possible with traditional crossing of related species alone. A safe and sufficient food
supply, grown in an environmentally responsible fashion, is essential for humanity. Like any technology, agricultural biotechno-
logy will have economic and social impacts. Agricultural biotechnology is only one factor among many influencing the health and
welfare of farmers and other citizens in the developing world.

INTRODUCCION

La correcta utilizacion de biofertilizantes, a base de microorganismos, representa un elemento importante en la agroecologiay la
foresteria, empero, esta es alcanzable sélo mediante la comprensién de la actividad microbiana y su influencia en las propieda-
des del suelo y de las especies vegetales mismas. A partir de la domesticacién de las plantas, con fines de alimentacion humana,
el hombre no sélo modifico la diversidad vegetal al utilizar sistemas de produccién de monocultivo, sino que también gener6
cambios en las comunidades microbianas que interacttan en el suelo. Estos cambios afectaron significativamente la expresiony
persistencia de enfermedades cuando se inici6 el uso de pesticidas, con la idea de erradicar los agentes causales. Aunado a esto
llegd la llamada “Revolucién Verde”, caracterizada por el incremento en la aplicacion de fertilizantes y otros agroquimicos para
el control de plagas y enfermedades, con vistas a incrementar los niveles de produccién de alimento. Asi, a partir de la segunda
mitad del siglo XX, se increment6 la utilizacién en la agricultura de productos generados mediante reacciones o sintesis quimi-
cas, especialmente de los fertilizantes nitrogenados. El nitrogeno es un elemento inerte que abunda en la atmosfera terrestre
y solamente es asimilable para la mayoria de los organismos cuando se combina con elementos como el hidrégeno. El proceso
industrial tiene altos requerimientos energéticos, mismos que provienen de la combustién de petréleo o carbén. Sin embargo,
la reduccién del nitrogeno atmosférico y su incorporacion a los sistemas biologicos también es posible mediante la accién de
algunos microorganismos, los cuales establecen relaciones mutualistas con las plantas superiores, utilizando como energia las
fuentes de carbono proporcionadas por las plantas via la fotosintesis. La utilizacién de poblaciones microbianas benéficas para la
recuperacién y conservacion del suelo, y su entorno, se encuentra dentro del contexto llamado fertilizacion biolédgica.
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LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

El nitr6geno molecular presente en el aire representa una reserva inagotable de este elemento, sin embargo, ningin organismo
eucariotico es capaz de asimilarlo. La triple ligadura que une a los dos dtomos de nitrégeno hace de ésta una molécula muy esta-
ble. A la reduccién del N, a amoniaco, mediante un mecanismo biolégico, se le llama “Fijacion Biologica de Nitrogeno” (FBN). La
asimilacién del nitrégeno molecular presente en el aire sélo puede ser llevada a cabo por un reducido grupo de microorganismos
a los que se ha llamado, en consecuencia, fijadores de nitrégeno. Su capacidad de reducir el nitrégeno molecular esta dada por
la presencia de un sistema enzimatico denominado “Nitrogenasa”. Entre los fijadores de nitrégeno se despliega una gran biodi-
versidad que va del metabolismo aerobio a la anaerobiosis estricta, complementados con diversas caracteristicas metabélicas
y, sobre todo, la capacidad de reduccién de nitrégeno en forma libre u obligadamente en asociacion simbiética con determinado
tipo de plantas. Estos fijadores de nitrégeno juegan un papel ecolégico esencial en la bidsfera del planeta, equilibrando la activi-
dad de los microorganismos desnitrificantes que liberan a la atmoésfera el N2 producido a partir de los nitratos y nitritos del suelo.

USOS POTENCIALES DE LOS FIJADORES LIBRES DE NITROGENO Y DE LAS RHIZOBACTERIAS PROMOTORAS
DEL CRECIMIENTO VEGETAL (PGPR)

Existe una gran cantidad de literatura que describe los usos potenciales de las bacterias asociadas a las plantas como agentes
estimuladores del crecimiento vegetal, del manejo de suelos y de la salud de las plantas. Las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPB) se asocian con muchas, si no con todas, las especies de plantas, y se encuentran presentes en una gran variedad
de ambientes. El grupo mas estudiado de PGPB son las llamadas PGPR’s (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) que colonizan
la superficie de la raiz y el suelo adherido a esta, la rizosfera. Estas bacterias pueden ser de vida libre o0 asociativas; aerobias,
anaerobias o facultativas y, generalmente, han sido aisladas de suelos y de climas en donde predomina la vegetacion graminea,
como pastos de zonas tropicales, templadas, de suelos salinos y pastizales de zonas aridas, asi como de gramineas cultivadas (Lo-
redo-Ostiy col., 2004). Algunas de estas bacterias son incluso capaces de penetrar al interior de estas plantas estableciendo rela-
ciones llamadas endofiticas (Gray y Smith, 2005). Ademas, muchas de estas son capaces de traspasar la barrera de la endodermis,
pasando de la corteza al sistema vascular, y subsecuentemente al tallo, hojas y otros érganos. El grado de colonizacion de los di-
ferentes 6rganos refleja la capacidad de las bacterias para adaptarse a nichos ecolégicos especificos. Los mecanismos utilizados
por las PGPR’s para promover el desarrollo de las plantas son diversos, aunque los mas frecuentes son: 1) la fijacidn de nitrégeno
(Dobereinery col., 1995), 2) la produccion de sustancias reguladoras del crecimiento (Arshad y Frankenberger, 1998), 3) la produc-
cién de sideréforos, incrementando la disponibilidad de Fe en la rizdsfera, la resistencia sistémica a patégenos e inhibiendo el
crecimiento de organismos antagonicos (Utkhede y col., 1999) y, 4) mediante la interaccidn sinérgica con otros microorganismos
del suelo (Bashany col., 1995). Estos mecanismos pueden presentarse aislados, o de manera simultanea.

Cuando se reconoci6 el papel de las bacterias de la rizésfera en la promocidn del crecimiento vegetal, su efecto se atribuyé a su fa-
cultad para fijar nitrégeno. Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha destacado su importancia como promotoras del desarrollo
debido a su capacidad para sintetizar sustancias reguladoras del crecimiento, llamadas fitohormonas. Estas sustancias son com-
puestos naturales que afectan los procesos metabolicos de las plantas a concentraciones mas bajas de las que presentan los nu-
trientes o las vitaminas. Las sustancias reguladoras del crecimiento se clasifican en cinco tipos: auxinas, giberelinas, citocininas,
etilenoy acido abscisico (Loredo-Ostiy col., 2004). Entre los principales géneros bacterianos pertenecientes a este grupo tenemos
a: Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Enterobacter, Bacillus, Alcaligenes, Klebsiella, Azotobacter y Pseudomonas (Lore-
do-Ostiy col., 2004). Sin embargo, en la actualidad se han detectado otros géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium, Beijerinckia
y Clostridium entre otros (Bastian y col., 1998), muchos de los cuales se han utilizado como inoculantes en la agricultura organica
en diferentes cultivos, sobre todo de cafa de azlcar y gramineas como el maiz, trigo, sorgo y arroz.

BACTERIAS NODULANTES DE LEGUMINOSAS Y SU PAPEL BIOTECNOLOGICO
EN LAAGRICULTURAY EL AMBIENTE

Entre los fijadores simbiéticos de nitrogeno, el grupo mas estudiado es el las bacterias nodulantes de leguminosas (Zakhia y De La-
judie, 2006), también llamadas cominmente “Rhizobia”. La taxonomia y filogenia de los rhizobia han evolucionado notablemente
en las dltimas dos décadas, gracias a la introduccién de la taxonomia numérica y de técnicas moleculares como la hibridacion
DNA/DNA, electroforesis de proteinas totales, andlisis de secuencias multilocus y el acceso generalizado a otros métodos gené-
ticos (Villegas y Munive, 2005). A la fecha, el grupo de los rhizobia incluye dieciséis géneros que comprenden mas de un centenar
de especies. Este grupo bacteriano constituido por miembros de las subclases ¢ y B Proteobacteria (Moulin y col., 2001) reviste
una gran importancia debido a las ventajas, tanto ecolégicas como econdmicas, que puede proporcionar su adecuada aplicacién
biotecnolégica. Los géneros bacterianos incluidos actualmente en el grupo de rhizobia son: Rhizobium, Ensifer (Sinorhizobium),
Mesorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Methylobacterium, Microvirga, Aminobacter, Burkholderia,
Cupriavidus, Ochrobactrum, Shinella, Phyllobacterium y Herbaspirillum (http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/node/4).
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Los rhizobia, en asociacién con las raices (Figura 1) o tallos (Figura 2) de las leguminosas, forman una estructura altamente es-
pecializada llamada nédulo, dentro del cual se lleva a cabo el proceso de FBN. En el interior de éste, la bacteria encuentra las
condiciones fisiolégicas adecuadas para poder reducir el N2; esto beneficia a la planta y aumenta su capacidad para desarrollarse
en suelos pobres desde el punto de vista nutricional (Trinchant y col., 2001).El establecimiento de la simbiosis comprende varias
etapas, entre ellas, la secrecion de flavonoides por las plantas, la induccidn y expresion de genes bacterianos de nodulaciény la
infeccién bacteriana (Hungria y Stacy, 2001, Villegas y Munive, 2005).
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Figura 2. Nodulos caolinares formados por Bradyrhizobium sp. en raices de Aeschynomene evenia. (Foto J.A. Munive).
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Debido a la elevada especificidad con que se da este tipo de interaccién microorganismo-planta, en diversas ocasiones se ha
puesto de manifiesto que la adecuada seleccidn de las parejas simbioticas es lo que determina el éxito alcanzado en sus diversas
aplicaciones, por lo cual es importante entender los mecanismos moleculares que regulan la especificidad de estas asociaciones
simbidticas (Villegas y Munive, 2005).

La co-inoculacion de las leguminosas con bacterias del grupo de los rhizobia y otras bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
como Azospirillum, ha tenido una interaccion positiva en el desarrollo de las plantas (Burdman y col., 1996). De igual forma, en el
caso de la simbiosis doble entre la planta y, tanto bacterias del grupo de los rhizobia como hongos micorricicos, se produce un
sinergismo que beneficia a la planta (Aguirre y Velazco, 1994), ya que las micorrizas ayudan a la leguminosa a absorber aguay ele-
mentos como el fésforo, mejorando la eficiencia fotosintética de la planta y su capacidad fijadora de nitrégeno. Diversos trabajos
han demostrado el efecto benéfico de la simbiosis con gramineas, especialmente maiz, o bien en simbiosis doble micorriza-rhizo-
bia en Leucaena, Centrosema, Stylosanthes y Trifolium, y Rhizobium-Azospirillum en frijol (Aguirre y Velazco, 1994; Andreeva y col.,
1993; Burdman y col., 2001; Caballero-Mellado, 1991; Mosse y col., 1976). También se ha demostrado la mayor supervivencia de
Leucaena bajo simbiosis doble en suelos acidos, asi como el incremento de biomasa en leguminosas forrajeras tropicales (Aguirre
y col., 1988; Aguirre y Valdés, 1993; De la Garza y col., 1987; Matus y col., 1990; Valdés y col., 1984).

ACTINOMICETOS FIJADORES DE NITRQGENO Y SU PAPEL EN LA RECUPERACION Y
CONSERVACION DEL AMBIENTE

Frankia es un actinomiceto fijador de nitrégeno, hetero6trofo, aerobio y en ocasiones microaerofilico, perteneciente a la familia
Frankiaceae, con una sola especie descrita: Frankia alni (Normand y col., 1996). Sus miembros son bacterias Gram positivas que
establecen una simbiosis con un gran nimero de plantas representando aproximadamente ocho familias, 25 géneros y mas de 200
especies de plantas lefiosas, dicotileddneas, angiospermas perennes, llamadas en su conjunto “Plantas actinorricicas” (Bakery
Schwintzer, 1990; Benson y Silvester, 1993; Bond, 1983; Bousquet y Lalonde, 1990; Swensen, 1996; Swensen y Mullin, 1997).

Las plantas actinorricicas poseen en comun una gran capacidad para crecer en suelos de fertilidad limitada; y con frecuencia son
especies pioneras en las etapas iniciales de desarrollo de las comunidades vegetales, tanto en suelos devastados como de recien-
te formacion. Sus representantes pueden encontrarse en una gran variedad de ecosistemas, incluyendo tundras articas (Dryas),
dunas costeras (Casuarina, Hippophaé, Myrica y Elaeagnus), riveras (Alnus y Myrica), glaciares (Alnus y Dryas), bosques (Alnus, Ca-
suarina, Coriaria y Shepherdia), chaparrales y zonas secas (Casuarina, Prusia, Ceanothus, Cercocarpus, Comptonia y Cowania), y zo-
nas alpinas (Alnus) (Baker y Schwintzer, 1990). Debido a su capacidad para crecer en suelos marginados, las plantas actinorricicas
tienen un gran potencial biotecnolégico para el acondicionamiento y recuperacién de suelos. Entre estas sobresalen Alnus, She-
perdia, Elaeagnus e Hippophae, las cuales juegan un papel vital en la regeneracién de los suelos, en general, estas plantas tienen
todo el potencial para integrarse en los esquemas de reforestacion (Diagmey Le Tagon, 1982; Diem y Gauthier, 1982; Dommergues,
1987; Rose y Youngberg, 1980). Algunas de estas plantas, como los miembros de la familia Casuarinaceae, son utilizadas como
cortina rompevientos, para la obtencién de pulpa, como madera para construccion y combustible, mientras que otras, Ceanothus
y Purshia, son utilizadas en la dieta humana y como forraje (Diem y Dommergues, 1990; Resch, 1980; Wheeler y Miller, 1990), y en
el caso de Myrica spp., ésta es utilizada tradicionalmente en la India para curar los resfriados (Verghese y Misra, 2002). Los arboles
actinorricicos son también de gran valor para retener suelo, y para proporcionar sombray embellecimiento de parques y ciudades
(Diem y Dommergues, 1990) (Figura 3).

Figura 3. Arboles de Casuarina en terrenos del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Municipio Texcoco, Estado de México. (http://
www.conabio.gob.mx/ malezasdemexico/casuarinaceae/casuarina-equisetifolia/fichas/paginal.htm).
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Este grupo de actinomicetos se caracteriza porque (de forma andloga a los rhizobia en leguminosas) forma nédulos en las raices
de plantas actinorricicas, s6lo que, a diferencia de los que los que se forman en las leguminosas, fisioldgicamente se tratan de rai-
ces modificadas, y no de un 6rgano “per se”. Morfolégicamente poseen una estructura multilobulada, caracteristica de este tipo
de simbiosis (Figura 4). La mayoria de los aislados de Frankia pueden ser agrupados en cuatro principales grupos de especificidad:
1) Alnus y Myrica, 2) Casuarina y Myrica, 3) Myrica y Elaeagnus y 4) miembros de la familia Elaeagnaceae (Elaeagnus, Hippophae,
Sheperdia) (Baker, 1987). Sin embargo, esta clasificacién no es completa debido a que no ha sido posible aislar Frankia de todas las
especies de plantas actinorricicas (Verghese y Misra, 2002). Ademas de la especificidad de hospedero, las cepas tipicas de Frankia
pueden ser asignadas a dicho género por criterios morfoldgicos, citoquimicos, fisioldgicos y genéticos. Los criterios morfolégicos
incluyen la formacion de filamentos ramificados y septados, la produccién de esporangios multiloculares, la presencia de esporas
no méviles en los esporangios y la produccién de estructuras de pared gruesa encapsuladas por lipidos llamadas diazovesiculas
(Beyazova y Lechevalier, 1992; Fontaine y col., 1984; Huss-Danell, 1997; Lechevalier, 1994; Lechevalier y Lechevalier, 1984; Mees-
ters y col., 1985; Meesters y col., 1987) (Figura 5). Incluso han sido aisladas varias cepas atipicas de Frankia asignadas al género;
incluyendo cepas no infectivas incapaces de fijar nitrégeno en simbiosis o en cultivo puro, asi como un grupo de cepas de Frankia
de amplio espectro que infectan varias especies de plantas hospederas (Baker y col., 1980; Bosco y col., 1992; Hahn y col., 1988).

Figura 4. Nodulos de Frankia en la planta actinorricica Alnus rubra, con su tipica estructura multilobulada. (Foto P.O.Lundquist) (http://nature-
chronicles.wordpress.com/wild-garden/).

Figura 5. Vesiculas fijadoras de nitrégeno en Frankia sp. (cepa Ccl3) en condiciones de microaerofilia y de falta de nitrégeno. La pared esta hecha
de numerosas capas de lipidos hopanoides (iluminados en la microscopia de campo obscuro). El grosor esta dado en funcién de la presion de
oxigeno. (Foto W. Silvester y R. Parsons) (http://www.genoscope.cns.fr/spip/-Frankia-alni-ACN14a-.html).
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Con el surgimiento de la biologia molecular, se propuso que para la clasificacién de los miembros dentro del género Frankia se
considerara la utilizacion de criterios basados en técnicas moleculares (Beyazova y Lechevalier, 1992; Lechevalier, 1994). Frankia
fue considerado como el Gnico género dentro de la familia Frankiaceae con base en el analisis comparativo de las secuencias del
gen 165rDNA (Normand y col., 1996). Sin embargo, se propusieron cuatro divisiones dentro del género: 1) Frankia alni'y cepas tipi-
cas pertenecientes al grupo de infeccién de Alnus y Casuarina, 2) Cepas no cultivables de especies de Dryas, Coriaria y Datisca, 3)
Cepas infectivas de Elaeagnus y 4) Cepas atipicas no fijadoras de nitrégeno.

Otro grupo de actinomicetos fijadores de nitrégeno han sido aislados del interior de los ndédulos de estas plantas actinorricicas.
Estos actinomicetos fueron descritos por primera vez en la década de los ochenta, al ser aisladas de n6dulos de Casuarina en Méxi-
co. Estos actinomicetos tienen caracteristicas morfolégicas diferentes al género Frankia, como lo es el didametro de los filamentos,
y carencia de diazovesiculas y esporangios. Se demostré su capacidad de fijacion de nitrégeno, la utilizacion de AN, y la presen-
cia de genes involucrados en la fijacidn de nitrégeno, como el gene nifH (Valdés y col., 2005). El analisis de las secuencias del gen
ribosomal 16SrDNA mostré que este actinomiceto se encontraba filogenéticamente separado del género Frankia y relacionado
con el género Micromonospora de la familia Micromonosporaceae (Ninery col., 1996), un género que no habia sido conocido por su
capacidad de fijacion de nitrégeno. Los genes nif que posee Microormonospora se relacionan filogenéticamente con los genes nif
de Frankia, lo que indica la transferencia lateral de estos genes entre estas dos especies, posiblemente como cohabitantes de los
nédulos de Causarina. Desde su descubrimiento, varios actinomicetos han sido descritos como poseedores de genes nif, siendo
un gran nimero de estos descritos como pertenecientes al género Micromonospora. Estos actinomicetos no solamente han sido
descritos como simbiontes de plantas actinorricicas, sino que incluso, han sido aislados de plantas de arroz (Tian et al, 2007), trigo
(Combsy Franco, 2003), y de nédulos de leguminosas (Trujillo y col., 2007).

Este género fue por mucho tiempo reconocido como una fuente importante de metabolitos secundarios Utiles para la biomedici-
na, como antibiéticos y vitaminas. Estos microorganismos también juegan un papel importante en la ecologia del suelo, biodegra-
dacion, biocontrol, y promocion del crecimiento vegetal, ya que Micromonospora estimula el desarrollo vegetal, no solamente por
la produccién de antifingicos o compuestos antimicrobianos, sino también activando genes de las vias de defensa de la planta, lo
que resulta en la supresion de patogenos. El hecho que esta bacteria sea también capaz de producir un gran espectro de enzimas
hidroliticas la hace buena candidata para la produccién de biocombustibles. En conclusiéon, entender la gran diversidad metabéli-
ca existente en este grupo de microorganismos nos permitira la seleccion de cepas que impacten no solamente en salud publica,
sino también en la produccion agricola y en la produccién de biodisel (Hirsh y Valdés, 2009).

CONCLUSION

La aplicacion de fertilizantes complejos NPK (nitrégeno, fésforo y potasio), asi como el uso de agentes quimicos para el control
de plagas, con el fin de incrementar el rendimiento de ciertos cultivos de gran importancia como el maiz, trigo y arroz, conllevan
un impacto ecolégico negativo, no considerado al momento de la llamada “Revolucién Verde”. Los costos tan elevados de estos
productos debido los altos requerimientos energéticos, mismos que provienen de la combustion de petréleo o carbén, no solo
dafian los ingresos de los campesinos, sino que producen un grave dafio al ambiente, al generar en el suelo la acumulacién de un
gran porcentaje de nitritos y nitratos, los cuales no son utilizados en un 100% por los cultivos, sino que permanecen en el suelo,
o son filtrados a los mantos acuiferos, contaminando incluso los mares. Una alternativa para elevar la produccién agricola se ha
encontrado en el uso de los llamados “biofertilizantes”, los cuales han ganado gran popularidad en México. Los biofertilizantes se
caracterizan por la presencia de microrganismos vivos, bacterias u hongos, que se asocian en forma natural con las raices de las
plantas, beneficiando su crecimiento y el rendimiento de los cultivos mediante diversos mecanismos biolégicos, como lo es la re-
duccion del nitrogeno atmosférico, con la generaciéon de amoniaco, la sintesis de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal,
la sintesis de antibidticos, la solubilizarian de fosfatos, etcétera. Para ello, es necesario hacer una estricta seleccion de microrga-
nismos, tanto bacterias como hongos, que promuevan el crecimiento vegetal y el rendimiento de los cultivos.

Pero no sélo se puede aplicar esta biotecnologia en el drea agricola. La utilizacién de poblaciones microbianas benéficas para la
recuperacién y conservacion del suelo, y su entorno, también se encuentra dentro del contexto llamado “fertilizacion bioldgica”.
Estos microorganismos también participan en gran medida en la conservacion del ambiente, y pueden ser utilizados en la rege-
neracion de suelos degradados, en la recuperacién de sitios contaminados y en procesos de reforestacion. Los biofertilizantes
resultan ser, a la fecha, una alternativa biotecnolégica que emplea la biodiversidad microbiana existente en nuestro planeta para
contribuir a la obtencién de una agricultura sustentable, y no contaminante del ambiente.
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