IMPORTANCIA Y FUNCION DE LA FIJACION BIOLOGICA DE
NITROGENO (FBN) EN EL CULTIVO DE LA SOYA



IMPORTANCIA Y FUNCION DE LA

FIJACION BIOLOGICA DE

NITROGENO (FBN

'EN EL CULTIVO DE LA SOYA

Ing. Agr. José Eduardo Abela Gisbert
jose@fertimax.com

El crecimiento de todos los organismos esta
determinado por la disponibilidad de nutrientes
minerales, cabe resaltar dentro de estos ultimos la
participacién del nitrégeno (N) al ser uno de los
elementos esenciales para la vida. La importancia
del nitrdgeno se evidencia en la demanda de grandes
cantidades del mismo como un componente
esencial, sobre todo, de las proteinas y los acidos
nucleicos. Estas moléculas gigantes, propias de los
organismos vivos, son las responsables de la
conservacion de la informacion genética, de su
transmision y de su transformacion en hojas, tallos,
raices y en otros 6rganos funcionales.

En la agricultura, el nitrdgeno es el principal nutriente
para el crecimiento de las plantas. Cuando la planta

tiene suficiente nitrégeno sus hojas y tallos crecen
rapidamente, en cambio la deficiencia del mismo
origina la clorosis en las hojas (amarillamiento) a
partir de la base, y la falta de desarrollo y debilidad
de todas las partes de la planta. En los suelos
pobres o carentes de nitrdgeno los rendimientos
de los cultivos son bajos.

La soya es una leguminosa cuyo grano tiene un
alto contenido de proteina, entre 37 y 45% de su
peso, esta es una de las razones por las que se

la considera como cultivo altamente demandante
de nitrégeno. Con la misma cantidad de nitrégeno
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requerido por la soya, se podria producir una doble
cantidad de girasol, una triple cantidad de sorgo
0 trigo, cuatro de maiz y cinco de arroz.

LA DEMANDA DE NITROGENO

§ EN NUMEROS Y,
Las diversas publicaciones indican una exportacion
del campo de 50 a 60 kg de nitrégeno por tonelada
de grano; o también que para producir una tonelada
de grano se requeririan alrededor de 80 kg de
nitrégeno, 50 de los cuales se exportarian en el
grano y 30 quedarian en los residuos.

El cultivo de soya cubre su demanda de nitrégeno
balanceando el nitrégeno presente en la solucion
salina del suelo (proveniente de la descomposicion
de la materia organica o de los fertilizantes) con
el nitrégeno fijado biolégicamente (FBN) por las
bacterias presentes en los nédulos radiculares.

Como la FBN representa para la planta un gasto
de energia mayor que la asimilacion de amonio o
nitratos disueltos en el agua del suelo, ante la
abundancia de estos ultimos la FBN deja de ser
importante. De hecho, existe un proceso regulador
gue interrumpe la FBN ante la presencia de tenores
altos de nitrégeno de facil asimilacion. En términos
practicos la situacién permite la recomendacion de
no aplicar mas de 20 kg de N por hectarea, como
fertilizacion de base, de lo contrario se activaria el
bloqueo de la FBN, desperdiciando sus beneficios.
Lo expuesto explica, en parte, la poca respuesta a
la inoculacion en suelos de alta fertilidad.

FUENTES DE NITROGENO >
SUELO: Los suelos de Bolivia son muy variables
en sus caracteristicas fisicas y quimicas. Estas
variaciones son mas notorias en los suelos de
origen aluvial de Santa Cruz, sobre los que
descansa la produccién de soya. Por esto las
generalidades que se presentan, necesarias para
exponer conceptos y criterios en esta publicacion,
no deben tomarse como base de recomendaciones;
estas uUltimas deben referirse a las condiciones
especificas de cada explotacion.

Para las plantas, el nitrégeno del suelo es la fuente
principal de abastecimiento, sin embargo se trata
de una fuente agotable que disminuye en cantidad

por la extraccion del nutriente, ocurrida durante
las cosechas sucesivas. El nitrégeno, casi en su
totalidad, se encuentra formando parte de la materia
orgénica (MO) y asociado a los minerales de la
arcilla; menos del 0.1%, que se encuentra en
formas disponibles como el nitrato y el amonio
intercambiable (N-disponible), que son las formas
en que lo aprovechan las plantas.

Los resultados de los analisis de suelo estan
expresados por lo general en % de materia organica
0 en % de nitrégeno total (N-total). Se puede
evidenciar que el N-total fluctia alrededor del 5%
de la materia organica. La relacion no es directa
porque los resultados surgen de diferentes métodos
de andlisis a los que se somete la muestra de suelo.

Es importante aclarar que, no existe una conversion
directa de los resultados de los anélisis a
N-disponible. En esta conversion influyen tanto la
textura del suelo como otros factores que afectan los
procesos microbiolégicos: poblacién microbiana del
suelo, tipo de materia organica, aireaciéon, humedad
y temperatura. Para Bolivia se ha establecido que, en
general, entre el 1y 2% del N-total es N-disponible
para que lo puedan absorber las plantas durante su
ciclo vegetativo.

A modo de ejemplo, vamos a referirnos a los
resultadosde los andlisis de suelos realizados en
campos soyeros de la zona norte del departamento.
Los mismos muestran que el 70 % de los suelos
presentan tenores moderados de materia organica
(2.0% a 3.0%), mientras que el 30% restante presenta
valores por debajo del 2 % (bajos). También muestran
promedios de 0.13% de N-total para las zonas de
San Pedro y Colonia Pirai, y de 0.14% para Chané.

Para responder a la pregunta ¢ Qué significan los
resultados de analisis de suelo en términos de
N-disponible para su cultivo? tomamos, como
ejemplo, un analisis de suelo de la localidad de
Chané en el cual el contenido de N-total es 0.13%.
Los resultados nos muestran que los suelos franco
limosos, con 0.13% de N-total (representativos de
la zona norte de Santa Cruz), s6lo pueden
suministrar a la planta 68 kg de nitrégeno,
insuficientes para producir 1 tonelada de grano de
soya. El hecho de que normalmente se obtengan
rendimientos superiores a 1 t/ha sélo se explica
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porque el cultivo toma nitrégeno de otras fuentes,
ademés del suelo.

1 ha = 10000 m2 x 0.2 m x 1.3 (a)= 2.600 TN
2.600 TN x % N-Total ( 0.13 %)= 3.38 TN N-total

N-total (3.380 kg.) x % N-disp. (2%) = 67.6 kg. de N

Q) Densidad aparente

FERTILIZANTES NITROGENADOS: Las
acumulaciones de materia organica rica en nitrogeno,
como el estiércol del ganado, la gallinaza de la
industria avicola y el guano de las aves marinas son
empleadas en la agricultura como abonos organicos
naturales.

La industria de los fertilizantes se ha originado
como respuesta a la necesidad de recuperar la
fertilidad de los suelos cansados. Fritz Haber y
Carl Bosch desarrollaron el proceso industrial que
fija nitrdgeno gaseoso en amoniaco a gran escala.

Actualmente, las aplicaciones de fertilizantes han

duplicado la cantidad de nitrogeno fijado que se
aporta al suelo. Esta “solucion” para mantener altos
rendimientos origina problemas medioambientales
ya que se estima que entre el 10 y el 75% del
nitrégeno de los fertilizantes se pierde por lixiviado
y desnitrificacion. Por ejemplo, si se aplica 174 kg
de urea se oferta al cultivo los 80 kg de N que
necesitaria para producir 1 tonelada de soya, pero
se debe considerar que, de acuerdo a diversos
estudios, en una aplicacion de urea soélo el 50 %
de la misma es aprovechada por el cultivo.

AIRE: Constituye una fuente inagotable de nitrégeno.
Mediante la fijacion biolégica de nitrdgeno (FBN)
las plantas de soya pueden usar esta fuente de
nitrégeno. Algunos trabajos publicados por
EMBRAPA, el afio 2001, mencionan que la cantidad
de N-fijado por un cultivo de soya fluctlia entre 109
y 250 kg/ha, aclarando que son suficientes para
producir entre 1.36 y 3.12 toneladas de grano de
soya. Las cifras muestran que la Fijacion Biolégica
de Nitrégeno (FNB) es la principal via de asimilacion
de nitrdgeno para la soya. La importancia del proceso
sefalado exige su desarrollo a continuacion:

\
Un cultivo de soya via \
FBN 109-250 kg. de N/ha
-
Grano
de soya:
100 kg. de urea traen 46kg. 1tn
d(,a N, de los que el c_ultlvo 80 kg de N <
so6lo aprovecha la mitad
Restos
de cultivo
Un suelo franco limoso con -
0.13% de N-total libera 68
kg. de N para el cultivo
Figura 1.- Nitrégeno en la soya: fuentes vs. demanda j
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Aunque empiricamente ya era aprovechada por los
romanos cuando observaron el efecto beneficioso
de rotar cereales con leguminosas, por lo que
representa en cuanto al aporte de nitrégeno a las
plantas, la FBN ha sido objeto de intensa
investigacion desde que fue descubierta en 1888.
La fijacion biolégica aporta; globalmente, con la
mitad del nitrégeno utilizado por los cultivos. La otra
mitad procede casi en su totalidad del amonio
sintetizado via Haber Bosch, con un gasto energético
que requiere del 1% de la energia consumida a
nivel mundial.

La fijacién biolégica de nitrégeno es un proceso
metabdlico exclusivo de algunos microorganismos
gue produce amonio (NHs) a partir de gas nitrégeno
(N) presente en el aire.

Los microorganismos capaces de fijar nitrogeno
estan equipados con un complejo enzimatico
llamado nitrogenasa, formado por la Fe-proteina
y la Fe-Mo-proteina. Este complejo procesa el
nitrégeno gaseoso en sucesivos ciclos que lo
reducen hasta amoniaco.

La nitrogenasa de todos los organismos fijadores
aparentemente es la misma, o muy similar ya que
se ha logrado la fijacion en sistemas de células
libres (en laboratorio) donde la Fe-proteina era
de una bacteria y la Fe-Mo-proteina de otra
bacteria diferente.

La fijacion biolégica es altamente demandante
de energia. En los sistemas de fijacion
simbidtica, como los de Rhizobium-leguminosa,
esta energia proviene del sol, via fotosintesis
realizada por la planta; mientras que los
fijadores de vida libre como Azospirillum,
Azotobacter y otros deben extraer la energia
de la materia organica del medio, que no
siempre abunda. De ahi la gran diferencia en
la fijacion. Se estima que los sistemas
simbiodticos fijan entre 75 y 300 kg de N/ha

afio, mientras que los no simbidticos no
superarian los 15 kg de N/ha. A pesar de estas
diferencias, la fijacion libre, sola, representa
a nivel global algo menos de la mitad de los
200-250 millones de toneladas de N fijado por
afio, ya que la simbiotica (aunque sea mas
eficiente) esta limitada a unas pocas especies
vegetales, entre ellas las leguminosas.

Los rizobios son bacterias que promueven el
crecimiento hipertréfico de las raices de plantas
leguminosas para formar un érgano nuevo
llamado nddulo, en el cual habitaran para fijar
nitrégeno.

Los rizobios se presentan como bacterias de
vida libre: unicelulares, bacilares y flageladas,
formando un grupo mas de la asombrosa
diversidad de microorganismos del suelo. En la
actualidad, los investigadores estiman que en
100 g de suelo viven 10° microorganismos de
10.000 especies diferentes.

Conteos, realizados en suelos de Bolivia, dan como
resultados poblaciones en el orden de 104 a 10°
rizobios, por cada gramo de suelo. Los controles
de calidad de los inoculantes fabricados con turba
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esterilizada, que permiten la colonizacion total del
medio por los rizobios evidencian poblaciones en
los rangos 108, 10° y ocasionalmente 10%° rizobios
vivos, por gramo. Los controles de calidad de los
inoculantes liquidos no muestran tanta variacion y
se sitian méas en poblaciones del orden de 10°
rizobios por mililitro.

Las técnicas de multiplicacion masiva de inoculantes
generalmente llegan a los 2-5 x 10 rizobios por
mililitro, aunque existen técnicas especiales para
alcanzar 6-7 x 10 rizobios/ml, valor que puede
considerarse como maximo para las poblaciones
industriales de Bradyrhizobium.

En el caso de la soya, las cepas recomendadas
para la fabricacién de inoculantes son de las
especies Bradyrhizobium japonicum y B. elkanii,
gue pertenecen al grupo de rizobios de crecimiento
rapido. Las mismas, bajo condiciones no limitantes
del medio, pueden duplicar su poblacién cada 5 6
6 horas.

Estas bacterias cuando se asocian con las
leguminosas adoptan una forma mas redondeada
y residen en las células de los nddulos, en grupos
de pocos a decenas de rizobios, aislados del
citoplasma celular por una membrana propia y
formando unidades conocidas como
“simbiosomas”.

¢ COMO LOS RIZOBIOS DE VIDA
LIBRE PASAN A RESIDIR EN

~ SIMBIOSOMAS, EN LAS CELULAS
\ DE LOS NODULOS? /

Las interacciones rizobio-leguminosa comprenden
varios procesos controlados por el intercambio
de sefiales moleculares. Estas sefiales
moleculares no son otra cosa mas que la
expresion de genes de la planta y de la bacteria
gue conducen la infeccion, el desarrollo del nédulo,
la liberacion de los rizobios en el interior de las
células y el establecimiento funcional de la
simbiosis. El porqué los rizobios s6lo pueden
asociarse con una determinada leguminosa y no
con otras se explica por la alta especificidad de
este diadlogo quimico.
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Figura 2.- Estructura de la raiz

- PROCESO DE INFECNCI(')N Y LAS
@ PRIMERAS SENALES )

La primera sefial la emiten las raices en crecimiento
liberando flavonoides en la rizosfera. Estos
compuestos son a menudo exudados por células
de la zona de alargamiento de la raiz (ver figura
2), region gque es altamente susceptible de infeccion
por los rizobios. Guiados por las sefiales
moleculares, los rizobios deben estar presentes
en el sitio, en el momento exacto y en niamero
suficiente para tener éxito en su intento. Se ha
demostrado que las células de la zona de
alargamiento son vulnerables sélo transitoriamente;
si el ataque se demora entre 3 y 5 horas estas
células, ya algo mas viejas, no permiten la infeccion.

En el primer minuto las bacterias comienzan a
adherirse a las raices. Estas zonas, a la observacion
microscépica, muestran ya desde el primer minuto
rizobios adosados a las células de la raiz,
generalmente de punta. Durante la primera hora el
numero aumenta considerablemente. La distribucion
de los microorganismos no es homogénea; algunas
células de la raiz estan densamente cubiertas hasta
por varias capas de rizobios mientras que otras tienen
pocos y dispersos o ninguno. Esto indica una
participacion activa de los rizobios, primero para
moverse hacia la raiz y luego para dirigirse
preferentemente a ciertas células, en las cuales
intentarian el asalto.



Durante las primeras 12 horas ocurre una severa
curvatura de los pelos radiculares. Aun por fuera
de la célula y en respuesta a las sefiales de la raiz,
los rizobios comienzan a sintetizar y a excretar
compuestos conocidos como factores-Nod, algunos
de los cuales inducen la deformacioén de los pelos
radiculares. El pelo afectado crece muy poco y con
la punta totalmente doblada sobre si mismo.
Transcurridas 24 horas se aprecia el inicio de la
formacion del hilo de infeccién, el que tarda 24
horas en construirse hasta la base del pelo radicular.
Los rizobios entran a través de las perturbaciones
en la pared celular de los extremadamente
deformados pelos radiculares, donde son rodeados
por una estructura tubular. Se trata del llamado hilo
de infeccion, que los guiara a través del pelo, y del
cortex radicular, hasta penetrar las células del
nbédulo. Para las bacterias estas estructuras son
como tubos (que penetran las células, linealmente
o ramificandose) por cuyo interior se desplazan.

Foto 2.- Macrofotografia de un hilo de infeccion

radicular

| J/

A los 4 dias se ha formado un meristema
de nédulo o punto de crecimiento. La
formacion del nédulo es un proceso
independiente que normalmente ocurre al
mismo tiempo que la infeccidn. La iniciacién
de la actividad meristematica que originara
el nédulo sucede con anterioridad a la
deformacion del pelo y la construccién del
hilo de infeccion. Se sabe que otro grupo

de factores-Nod, excretados por las
bacterias, se difunde alcanzando el cortex
radicular (ver figura 2). Estos factores
disparan cambios metabdlicos en células
del cortex contiguas al pelo infectado, como
el aumento de su citoplasma en preparacion
a su division. A pesar de que las bacterias
crean un gran numero de puntos de
infeccion sé6lo en unos pocos se consolidan
los puntos de crecimiento. En estos mismos
las primeras divisiones ocurren entre 12 y
24 horas después de la inoculacién. Se sabe
que las leguminosas cuentan con sistemas
de autorregulacién de nodulacion que
mediante sefiales quimicas de larga
distancia controlan la persistencia de la
actividad meristematica, asi como el tamafo
y el numero de ndédulos, impidiendo un
excesivo desarrollo nodular que pueda restar
recursos para el crecimiento de la planta.

actividad meristematica.

El nédulo es una estructura especializada para
contener rizobios que fijan nitrégeno (foto 4).
Su estructura esta internamente conectada al
floema de la raiz (foto 5). Por esta via recibe
fotosintatos generados por la planta a cambio
del nitrégeno fijado.
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El hilo de infeccidn progresa penetrando en el
meristema nodular. Inicialmente permanece
extracelular para luego penetrar en los citoplasmas.
Un nuevo grupo de sefales permite la liberacion
de los rizobios desde el hilo de infeccion. Al momento
de su liberacion los rizobios son rodeados por una
membrana propia que evita su contacto directo con
el citoplasma de la célula, formando lo que se
denomina un simbiosoma. De esta forma el
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simbiosoma se constituye en elemento funcional,
en el interior de la célula cuya funcion es la de fijar
nitrégeno. Mientras no se inicie la fijacion, las
bacterias pueden multiplicarse en el interior de los
simbiosomas hasta que se transforman en unidades
fijadoras o bacteroides. Se ha sugerido que la fijacion
y la divisién celular son procesos incompatibles. De
hecho, cuando se inicia el proceso de fijacion cesa
la division celular; el crecimiento del nédulo contindia
por el agrandamiento de sus células.

€

C bios y jo de ellos 2 hilos
infeccién cortados transversalmente.

El complejo enzimatico (nitrogenasa) que opera
la fijacién de nitrdgeno no funciona en presencia
de oxigeno. Para que ocurra la fijacion la planta
debe producir Leg-hemoglobina (en el interior del
nddulo), molécula que absorbe el oxigeno presente
para prevenir que interfiera con el proceso de
fijacion. Como la Leg-hemoglobina es roja, el
interior de un nodulo en fijacién activa tiene color
rosado.
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