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MICROORGANISMOS PARA LA AGRICULTURA DEL FUTURO

CARMEN LLUCH PLA

Excelentisimo Sefior Presidente,

Excelentisimas e llustrisimas Sefioras y Sefiores Académicos,
Excelentisimas Autoridades,

Amigos,

Sefioras y Sefores

Ocupar hoy esta Tribuna es un hecho que previamente no habia sofiado,
pero se ha realizado, por una serie de circunstancias de las que habéis sido
artifices y responsables algunas personas presentes hoy aqui, siendo el
primer artifice el Prof. Dr. Eduardo Garcia Peregrin quien me sugirié y
animé a emprender esta andadura, y por supuesto los artifices
fundamentales los Sefiores Académicos que me eligieron, haciendo
manifestacion de una confianza en mi, para cuya satisfaccion pondré todo
mi empefio en no defraudarles, por su generosa acogida y por el honor que

me hacen con su eleccion.



Soy consciente de la responsabilidad que conlleva este acto y la posterior
pertenencia a esta ilustre Academia, por lo que me siento comprometida,
con interés y disponibilidad de contribuir a su enaltecimiento y cumplir con

sus objetivos.

Quisiera ampliar y concretar mi gratitud haciendo mencion explicita de las
personas que mas directamente han tenido que ver con que hoy, yo reciba
tan inmerecido reconocimiento. Lo haré en orden cronoldgico citando en
primer lugar a mis padres, que siempre desearon y lo lograron que sus hijas
tuvieran algo mas que el aprendizaje que ellos tuvieron, en un medio rural,
limitado a la escritura, lectura y las cuatros reglas, algo asi como una cultura
general, todas lo conseguimos gracias a transmitirnos de forma persistente y
constante, ademas de su amor, la responsabilidad en el trabajo, a ser
eficientes, a compartir y algo especial que el aprendizaje es continuo, diario,

no termina nunca.

Agradezco a mis maestros, esenciales e imprescindibles en mi formacion, el
primero, por orden de entrada en mi vida, al Prof. D. Vicente Callao
Fabregat, Catedratico de Microbiologia de la Facultad de Farmacia,
valenciano como yo, que me brindd la posibilidad de conocer la Estacion
Experimental del Zaidin perteneciente al CSIC, y algo para mi crucial e
importante, me dio la oportunidad de conocer al Dr. D. José Olivares

Pascual.

El Dr. Olivares Pascual, (D. José durante casi tres décadas) en ese momento
era Investigador del CSIC y actualmente Profesor de Investigacion “Ad
Honorem”, y digno miembro de esta Academia. El Profesor Olivares fue
Director de la Tesina que cumplimenté al final de mi Licenciatura en
Farmacia. Asimismo, fue Director de mi Tesis Doctoral, que realicé como
becaria FPI en la EEZ sobre Microbiologia del Suelo y al finalizarla,
emprendi mi etapa docente en el Departamento Interfacultativo de

Fisiologia Vegetal. No obstante, me he sentido y me sentiré siempre



vinculada e inmensamente agradecida, no solo a la EEZ, sino al Profesor
Olivares, puesto que he compartido con su familia, personal y cientifica, una
gran parte de mi vida. Lo considero un maestro, un excelente y magnifico
maestro, que ha creado una escuela de prestigio reconocido, es un
investigador altamente estimado y valorado en su campo de investigacion,
un auténtico forofo de biblioteca que esta al dia de todo lo que se publica,
desde que lo conozco, con una reputacion internacional dificilmente
superable, escritor empedernido, te sorprende su pagina web, sus frecuentes
escritos en diferentes periddico locales y nacionales algo incompatible con
la humildad que siempre nos trasmite. Agradecer su participacion y
contribucion clave, en mi devenir profesional y por el honor que me hace su

contestacién como padrino.

Quiero recordar al Dr. Luis Recalde Martinez que me acogio en el
Departamento de Fisiologia Vegetal como docente al finalizar mi tesis
doctoral y me permitié iniciar, fomentar y desarrollar mi linea de

investigacion.

Ya casi al final de estos agradecimientos, quiero mencionar a todos aquellos
alumnos, becarios pre y posdoctorales, visitantes espafioles y extranjeros,
que han formado y/o forman parte del Grupo de Fijacién de Nitrogeno,
(algunos de ellos, actualmente profesores de ésta u otras Universidades) mi
agradecimiento siempre a todos y todas por su contribucién, avances y
actualizacion constante en la investigacion que hemos realizado en el

Departamento de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias.

Mi altimo reconocimiento es para un vasco licenciado por la Universidad de
Valladolid, llegé a la Universidad de Granada siguiendo a su maestro,
queria ser Quimico Organico, que contribuy0 a que continuara en la
investigacion y en la llamada carrera académica. He tenido la fortuna de

compartir mi vida, Migue, mi agradecimiento.



Como fisidloga vegetal, asumo que la ciencia de las plantas es fundamental
para abordar los principales desafios que enfrenta la humanidad en el siglo
XXI, las plantas captan y distribuyen la energia de la biosfera, proporcionan
alimentos y materiales utilizados por los seres humanos, que dan forma al
medio ambiente. Aceptando que los tres grandes retos que enfrenta a la
humanidad en nuestro tiempo son alimentos, energia y degradacion

ambiental, los tres estan relacionados con las plantas.

Mi disertacion va a ser un laudo a las leguminosas como cultivos no sélo de
interés agricola como muchos otros, sino por su capacidad de llevar
incorporado el fertilizante nitrogenado digno de mencionar, entre otros

aspectos, que espero ir desgranandoles en esta reflexion.

1. Nutricién Mineral

Los afios 50 con la llegada del Profesor Dr. Luis Recalde como primer
Catedratico de Fisiologia Vegetal en la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Granada y a la EEZ, de la que fue director durante algo mas
de una década, implant6 en ambos Centros la linea de investigacion
relacionada con la Nutricion Mineral en Plantas Cultivadas, la cual

emprendi.

La aproximacion al conocimiento cientifico sobre la Nutricion Mineral de
las Plantas comienza entre los siglos XVII y XVIII, cuando algunos
naturistas europeos asumieron las primeras evidencias experimentales lo
que habia sido empiricamente conocido por cerca de dos milenios, por lo
que, la adquisicion de las competencias sobre la nutricion mineral en plantas
ha sido lenta y dificil. De finales del siglo XVIII recordamos las obras de
Stephen Hales (1677-1761) que estudié el transporte del agua y solutos
ademas de comprobar que el aire (CO,) contribuia a la nutricion del vegetal

y la de Theodore de Saussure (1787-1845), que describio la absorcion



selectiva de determinados nutrientes por la planta y dilucidd la controversia

cientifica existente al definir la esencialidad de los elementos minerales.

Ya en el siglo XIX Julius von Sachs, botanico aleman, demostrd que las
plantas pueden crecer en soluciones acuosas carentes de suelo y abordo la
absorcion de nutrientes con diversas técnicas y métodos que lo convirtieron
en pionero en el Analisis Elemental en Plantas. También se impuso el
concepto de elemento esencial, que posteriormente fue fijado como criterios
de esencialidad por Arnon y Stout® en 1939. Este principio favorecié las
investigaciones concernientes a deficiencias en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, asi como las alteraciones fisiologicas y bioquimicas de las

mismas.

Carl S. Sprengel (1803-1859), conocido como el iniciador de la quimica
agricola, personifico el conocimiento en este periodo imponiendo la
denominada de “ley de minimos™ y profundizé en el empleo de fertilizantes
minerales (para él las plantas estaban constituidas por carbono, oxigeno,
hidrégeno, nitrogeno que procedia de la atmosfera, azufre, fosforo, hierro y
otros elementos) sin reconocer la necesidad de provisiones externas de sales
de nitrogeno para las cosechas en discusion abierta con la escuela inglesa de

Lawes y Gilbert®® defensores y convencidos de esta necesidad.

En esa misma época, Boussingault en 1854 intentd demostrar la fijacion de
nitrdgeno de la atmdsfera por las plantas sin lograr pruebas convincentes.
Sin embargo, con la publicacién de balances de nitrégeno en plantas en
experimentos realizados en campo, evidenciaron el incremento de nitrégeno

en suelos en barbecho cultivados con leguminosas™.

A mediados del siglo XIX, Herman Hellriegel (1831-1895), hijo de un
agricultor aleman, Licenciado y Doctor en Quimica (1854) por la
Universidad de Leipzig, de la que fue Profesor. Posteriormente como

Director de la Estacion Experimental Agraria de Bernburg/Saale, junto con



su asistente Herman Wilfarth (1853-1904), consiguieron demostrar que los
cultivos de gramineas y cereales so6lo utilizan el nitrégeno del medio de
cultivo, mientras que las leguminosas contienen mas nitrogeno que el
procedente del sustrato, por lo que pueden utilizar el N, del aire,
asociandolo a unos nodulos radicales producidos por la infeccion de
microorganismos®. En 1895 cuando Hellriegel muri6, Wilfarth en su
obituario comentd “no desed nunca el honor de encontrar algo nuevo, ni
inclinacion a ver la bacteria por todas partes, pero algunas observaciones
muy ocasionales y accidentales nos condujo a realizar un tipo de trabajo que

no habia sido nuestro objetivo al principio”.

Ellos observaron mediante microscopia unas estructuras filamentosas que ya
habian sido descritas por Marcelo Malpighi en 1679, que las considerd
agallas de insectos. Woronin?’ relacion estas bacterias y filamentos que se
detectan en los nddulos radicales, con la observacion de ciertos
filamentos/hifas y las asocid con los hongos micorricicos. En la actualidad a

esas estructuras filamentosas las denominamos cordon de infeccién.

Martinus W. Beijerinck (1851-1931) en 1888 aisl6 la bacteria procedente
de nddulos desinfectados, la describié como una especie perteneciente al
Género Bacillus, especie Bacillus radicola (posteriormente renombrada
como Rhizobium leguminosarum por Frank en 1889) y aungue no tenian
pruebas de que esas bacterias pudieran infectar a la raiz fueron reconocidas

como los verdaderos agentes que podian fijar el nitrégeno atmosférico®.

La fijacion de nitrogeno, asi como la fotosintesis, son procesos
suministradores de energia en los que reside la base de la vida sobre la tierra
y nos proporcionan elementos vitales para su desarrollo. La fijacion de
nitrégeno proporciona el nitrogeno en forma de amonio, componente
basico de los acidos nucleidos responsables de almacenar y transferir la
informacidn genética y de las proteinas, codificadas por el ADN, claves en

el desarrollo de las células y la fotosintesis, que etimologicamente significa
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sintesis con ayuda de la luz, en realidad consiste en la rotura de la molécula
de agua por los fotones de luz (fotolisis) en hidrégeno y oxigeno que lo
liberan a la atmosfera. Ambos procesos estan condicionados por dos
enzimas singulares y unicas. La primera de ellas, la Nitrogenasa, es una
enzima de aparicion muy temprana (hace mas de 3.5 Ga de afios) se cree
que gracias a la capacidad de actuar sobre diferentes sustratos con triples
enlaces (acetileno, azidas, cianuro) estuvo implicada en los comienzos de la
vida en la detoxificacion en la llamada sopa primigenia, rica en este tipo de
compuestos. Esta enzima reduce el N, atmosférico a amonio, es labil al
oxigeno, inactivacion que evita el sistema bioldgico mediante diversas
estrategias y con elevado costo energético. La segunda es la Rubisco
(ribulosa bifosfato carboxilasa), que utiliza el agua, CO, atmosférico y
fotones de luz solar para producir hidratos de carbono y regeneracion del O,
atmosférico. Ambas enzimas contribuyen al desarrollo de las plantas.

El nitrogeno es posiblemente el nutriente mas importante requerido por las
plantas, sin embargo la disponibilidad de este elemento es limitada en
muchos suelos y aunque la atmésfera terrestre contiene un 78.1% en forma
gaseosa (N2) que al no ser reactivo, las plantas son incapaces de utilizarlo de
esta forma. La utilizacion de nitr6geno atmosférico por el hombre en la

agricultura fue al azar a través de la llamada fijacion industrial.

2. Fijacion de Nitrégeno Industrial

Durante la primera guerra mundial el quimico aleméan Fritz Haber (de origen
judio) de la Universidad de Karlsruhe, estudiando la capacidad letal de
determinados gases toxicos como el dicloro o el zyclon B con fines bélicos,
consiguié en 1909 romper el triple enlace del N, atmosférico, utilizando un
catalizador de hierro y gran cantidad de combustible fosil para lograr

obtener las altas presiones y temperaturas que se requiere para disociar el
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N, unirlo al H, procedente del metano y sintetizar el amoniaco. Ironias de
la historia, tras el final de la conflagracién de la Primera Guerra Mundial,
Fritz Haber que tenia que haber sido juzgado como criminal de guerra, por
su contribucion a la produccion de gases letales, como armas quimicas,
obtuvo en 1918 el Premio Nobel de Quimica por el desarrollo de la sintesis
del amonio. Pero sin duda se alcanzé un hito unos afios después cuando su
colaborador Carl Boch desarroll6 un sistema que utilizaba este ingrediente
activo en la produccién de fertilizantes a escala industrial por lo cual obtuvo

en 1932 el Premio Nobel de Quimica.

En 1913 la empresa BASF (Badische Anilin Soda Fabrik) inici6 la primera
planta de produccion de amoniaco, que se paraliz6 por la Primera Guerra
Mundial, al requerirse el amoniaco (como nitrato) para producir explosivos.
Después de la depresion econdmica americana de los afios 30 y de finalizar
la Segunda Guerra Mundial, se favorece el empleo masivo de fertilizantes
nitrogenados que se maximiza en la década de los 50 del siglo pasado y
durante los decenios siguientes, se activaron nuevas factorias transformaron

incesantemente amonio en fertilizantes.

No obstante, hoy dia el proceso Haber-Bosch merece unanime respeto

como uno de los logros de la historia humana.

Sin embargo, hemos pagado un alto precio por tan notables beneficios.
Antes de explotar el proceso Haber-Bosch, es decir, hace escasamente 80-90
afios, la cantidad de nitrégeno reactivo producido en el planeta se
compensaba con la actividad de un pequefio grupo de bacterias que
devolvian el nitrogeno reactivo a su estado gaseoso primigenio mediante el
proceso de desnitrificacion y ha bastado una generacion humana para
transformar este delicado equilibrio, afectando a lo que hoy dia se conoce

como cambio climatico.
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3. Fijacion de Nitrogeno y Cambio Climatico

Naciones Unidas lo define como un cambio atribuido directa o
indirectamente a la actividad humana, que altera la composicion de la
atmosfera y que suma a la variabilidad climatica natural observada durante
periodos de tiempos comparables. La primera conferencia mundial sobre el

clima tuvo lugar en Génova en 1979'%

y en el 1990 se crea el Panel
Intergubernamental sobre Cambio Climatico (IPCC) y en el primer informe
de expertos se identifican como gases de efecto invernadero (GEI) el
dioxido de carbono, el metano, el Oxido nitroso y los compuestos
clorofluorcarbonado (CFC)*’. A excepcion de estos Gltimos, el resto son
naturales, es decir, existen en la atmosfera desde antes de la aparicién de los
seres humanos, sin embargo a partir de mediados del siglo XIX,
coincidiendo con la revolucion industrial, el uso de combustibles fosiles,
derivados de actividades industriales, del transporte y del uso de

fertilizantes, favoreci6 el aumento de todos ellos.

El incremento de mondxido (CO) y dioxido de carbono (CO;) liberado
durante la oxidacion del combustible fosil, la actividad antropogénica, la
ganaderia y la produccion de fertilizantes nitrogenados, contribuye al
Ilamado efecto invernadero por el elevado aumento de la temperatura (GWP
Global Warning Potential). Segtn el informe de IPCC 2007*® el nivel de
CO,, que ha incrementado considerablemente desde el comienzo de la era
industrial, llegard a 450 ppm dentro de los proximos 50 afios con
importantes consecuencias medioambientales. Este aumento de CO, esta
afectando ya directamente a la “despensa de la casa” puesto que en cultivos
de trigo, en experimentos de campo se ha comprobado que el exceso de CO,
atmosférico interfiere en el metabolismo del nitrato, inhibiendo la formacion
de proteinas, lo que indica que afecta a la calidad de los alimentos™, segtn
describe recientemente Arnold Bloom (2014, Universidad de Davis,

California).
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AUn cuando se implica al dioxido de carbono la maxima responsabilidad del
cambio climético, no es despreciable la contribucion de algunas especies
reactivas de nitrégeno, procedente prioritariamente de la descomposicion
del fertilizante nitrogenado, que libera 6xido nitroso (N,O) gas con un
potencial de calentamiento 298 veces mayor que el CO, (emitido
prioritariamente por la agricultura y la ganaderia)®, que pasa a la atmésfera
y afecta a todos los eslabones del ciclo del nitrégeno (amonificacion,

nitrificacion y desnitrificacion).

La aplicacion del fertilizante nitrogenado es un proceso en parte ineficaz,
puesto que sélo la mitad (en el mejor de los casos) del nitrégeno aplicado
alcanza la planta cosechable, el resto se pierde por lixiviacion, causando
problemas medioambientales como la contaminacion de aguas subterraneas,
vias fluviales y finalmente las aguas costeras, pudiéndose inducir el proceso
de eutrofizacién que puede ser perjudicial para la vida maritima e incluso
humana y por volatilizacion, favoreciendo la lluvia &cida y la destruccion de
la capa de ozono. Por todo ello se requiere reducir nuestra confianza con
estos fertilizantes y promover el uso eficiente y optimizado de entradas de
nitrégeno alternativas?.

La normativa actual*

estd encaminada a mitigar o reducir las emisiones
(N2O, NHs, NO3) mediante diversas alternativas como, el manejo
productivo y adecuado del suelo, el uso eficiente de los abonos nitrogenados
(evitando la sobre aplicacion de fertilizantes), o la adicion de inhibidores de
la desnitrificacion, como el DCP (2,4 diclorofenol) o el DMPP (dimetil
pirazol fosfato) que ralentizan la oxidacion bacteriana del nitrito en el suelo,
0 con la adiccion de inhibidores de la ureasa que evitan que el NHj3 se

volatilice y el nitrégeno queda Gtil para la planta'®®

Otras consecuencias derivadas del cambio climatico entrafian un mayor
riesgo de fendmenos meteoroldgicos extremos, de gran intensidad,

condiciones de sequia a largo plazo, aumento de la temperatura, incluso se
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puede ver afectada la distribucion enfermedades'®*, asi como procesos
espectaculares, dramaticos y destructivos que la naturaleza recientemente y
cada vez con mas frecuencia, nos esta brindando, por lo que seria de interés
la implicacion de la sociedad para mejorar esa situacion. Wangari Maathai,
Premio Nobel de la Paz en 2004 asume, junto a la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO), que la forma mas directa de frenar el
cambio climatico consiste en dejar que las tierras de cultivo se conviertan de

nuevo en las praderas y bosques naturales que fueron en el pasado.

La adaptacion al cambio climético requiere la adopcion de précticas
agricolas que reduzcan significativamente el uso del nitrogeno
guimicamente sintetizado, dando prioridad a la Fijacion Biologica de
Nitrogeno (FBN) si se desea mantener tanto la produccion de alimentos
como un medio ambiente saludable para la poblacién humana, en continuo

incremento®’.

4. Fijacion Simbidtica de Nitrégeno

La disponibilidad de nitrégeno atmosférico, en favor de la productividad y
los ecosistemas, mediante la reduccion del N, inerte a amonio es un placer
restringido exclusivamente a algunas procariotas que son capaces de romper
el triple enlace de la molécula de N con la participacion de la nitrogenasa, y
formar amonio que la bacterias ceden a las plantas en simbiosis que lo

integran en proteinas.

La fijacion simbidtica de nitrogeno por rizobios en nodulos de raices de
leguminosas inyecta aproximadamente 40 millones de toneladas de
nitrégeno en sistemas agricolas anuales*. Se debe afiadir la estimacion en
460 Kg de nitrégeno fijado Ha™ afio™ evidenciada por Urquiaga'*® como

balance global de nitrogeno procedente de la fijacion bioldgica por
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endofitos diazotroficos en diferentes cultivos determinado mediante la
técnica del °N. Recientemente Figueiredo® ha estimado que la fijacion
bioldgica de nitrogeno global es de 122 Tg de nitrégeno por afio en sistemas
de cultivo. Este proceso ha sido objeto de investigacion intensa durante
décadas y nos hemos esforzado en entender el metabolismo a nivel
fisioldgico, bioquimico, molecular y genético encaminado a la mejora y lo
mas interesante su posible transferencia a otros cultivos que comentaremos

después.

Los enfoques fisiologicos y bioquimicos de la fijacion simbidtica de
nitrdgeno dominaron las primeras investigaciones y dieron lugar a
conceptos fundamentales. En los 80-90, la revolucion de la biologia
molecular influyé con los avances en la genética bacteriana, que agrego
nuevos conocimientos, al conocer e identificar genes especificos de
bacterias cruciales para este proceso, y favorecié el logro de la secuencia
gendmica completa de algunas especies de rizobios®™ ¥ & 3% 75 128 | 4
disponibilidad de estas secuencias gendémicas de las bacterias simbidticas
consideradas modelo permite el desarrollo de numerosas herramientas
moleculares que posibilitan cambios de la expresion génica y la
identificacion de genes implicados en este proceso. La diferenciacion de la
bacteria en vida libre en el establecimiento de la endosimbiosis con
capacidad de reducir el nitrdgeno atmosférico, supone una expresion
coordinada de genes especificos, por lo que la transcriptomica y la
protedmica han sido béasicas en la comparacion de perfiles de ARNms y de
proteinas expresadas por la bacteria en las diferentes etapas de la simbiosis.
La genomica con todas sus tecnologias asociadas, ha permitido abordar
experimentos con mutantes bacterianos en simbiosis, que facilitan los
conocimientos fisioldgicos, bioquimicos, moleculares y genéticos
necesarios para desarrollar modelos holisticos, cuantitativos y predictivos

del sistema fijador de nitrégeno en leguminosas.
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4.1 Reconocimiento y Proceso de Infeccién

En la era de Internet donde la comunicacién via redes sociales constituye
una actividad significativa, de modo similar los animales y plantas también
las tienen establecidas por lo que interactla reciprocamente con numerosos
organismos, algunos de los cuales son patdgenos e influyen negativamente
en la planta, mientras que otros son simbiontes beneficiosos. Las
leguminosas establecieron y toleraron el desarrollo de redes sociales
reclutando de forma selectiva a bacterias del suelo denominados rizobios
utilizando como medio de comunicacion la llamada via SYM (simbidtica)
de tal suerte que establecen interacciones muy sofisticados y lucrativas con
la bacteria que fija/reduce el nitrégeno atmosférico a amonio en la forma en
la cual las plantas lo usan, como glutamina, asparragina o ureidos, a cambio
las plantas le suministran a la bacteria la fuente de carbono en forma de

sacarosa via floema generada en el proceso fotosintético.

En el mantenimiento de estas redes sociales, las leguminosas desvian un
porcentaje elevado (30-40%) de fotoasimilados para sintetizar diversos
metabolitos, aminoacidos, azlcares, compuestos fendlicos como
flavonoides, vitaminas, etc., que como exudados radicales seran liberados
por las raices para mantener el funcionamiento de los sistemas de

comunicacion mediante una rizosfera activa y selectiva.

El establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, comienza con el
reconocimiento especifico entre la bacteria y su planta hospedadora. La
especificidad de la interaccion simbio6tica viene determinada por el
intercambio inicial de sefiales quimicas entre la planta que libera
flavonoides que atraen a los rizobios, en los que se activan programas
geneéticos especificos de la nodulacion (genes nod), iniciandose con los
factores NOD 6 Factores de Nodulacion (NFs). Estos constan de una

cadena de oligosacaridos con restos de N-acetilglucosamina con un grupo
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acilo conectado a un azucar no reductor. Los diferentes sustituyentes de esta

molécula determinan la especificidad.

Los NFs los percibe un receptor quinasa rico en secuencias repetidas de
leucina (LRR, RLK), identificado en Medicago truncatula MtDMI-2 y
Lotus japonicus LJISYMRK1 (ambas consideradas leguminosas modelo),
localizados en la epidermis del pelo radical que desencadena una secuencia
de eventos que inician la infeccion bacteriana, deformacion del pelo radical
(“curling”), cambios en los microtubulos, en la actina del citoesqueleto,
formacion del corddn de infeccion y activacion del meristemo nodular en un
lugar determinado del interior de la corteza radical. En esta cascada de
sefiales se involucran a) un canal de K*, proteina localizada en la membrana
nuclear, codificada por el gen MtDMI 1 (Dont Make Infected) en Medicago
truncatula y por el gen LjPOLLUX y LJCASTOR en Lotus japonicus, b)
dos nucleoporinas codificadas por los genes LJNUP 85 y LjNUP 133 en
Lotus japonicus, no conocidas en Medicago truncatula, ¢) una proteina
quinasa dependiente de calmodulina (CCaMK) codificada por MtDMI3 en
Medicago truncatula y por LjSYM15/snfl en Lotus japonicus. Esta
CCaMK percibe los pulsos de influjo de iones calcio que se vinculan a la
activacion de canales ionicos y a las nucleoporinas y se detectan a los
quince minutos de la interaccion, seguido de la despolarizacion de la
membrana por el eflujo de K™ y CI” en el pelo radical. La sincronizacion del
inicio del cordon de infeccion se visualiza entre 1-3 horas de la interaccion
de los NFs y la formacidon del primordio nodular, a las 18-24h, es perfecta y

no ocurre sin la sefializacion descrita®®.

Concomitante el factor de nodulacion también es percibido por otro segundo
receptor en la epidermis de la raiz, un receptor quinasa con secuencias
repetidas de lisina, que consta de un dominio quinasa intracelular, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular LysM. Se han

identificado dos de ellos en Lotus japonicus LjNF5 y LjNF1 y otros dos en
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Medicago truncatula MtNFP (Nodule Factor Perception) y MtLYKS3. La
regulacion de estos receptores y posiblemente su posicion especifica dentro
de la membrana celular es importante durante el proceso de infeccion. En
Medicago truncatula los receptores separa la cascada de sefalizacion
MtNFP, es responsable de los pulsos de calcio y MtLYK3 de la entrada de
la bacteria. El receptor LYK3 muestra una exigencia rigurosa relacionada
con el final no reductor de la estructura del factor de nodulacion y su patron
de expresion se solapa con una E3-ubiquitin ligasa, la PUB-1 (Plant U-box
protein 1) también inducida por los factores de nodulacion. Los estudios de
sobre expresion y de interaccion entre PUB-1 y LYK3, muestran que PUB-1
es un regulador negativo de la via de sefializacién de LYK3 que permite la
infeccion y nodulacion y actia de forma selectiva en la discriminacion de

cepas de rizobios que inducen variantes en los factores de nodulacién’.

En la Gltima década se han identificado formando parte de la via SYM
diversos Factores de Transcripcion (TFs) especificos involucrados en el
proceso de infeccion y nodulacion. Estos genes estan fuertemente
conservados en eucariotas especialmente en plantas y codifican para
proteinas que participan en la regulacion de ADN que no forma parte de la
ARN polimerasa, pero pueden aumentar secuencias concretas. Los factores
de transcripcion juegan un papel importante en el control del proceso y en
las respuestas al medio ambiente, incluyendo funciones relacionadas con el
rendimiento agronémico, por lo que no sorprende que las plantas tengan
més factores de transcripcion que los animales®.

a) El primer factor de transcripcion conocido implicado en la nodulacion,

fue él codificado por el gen NIN (Nodule INcepcién) *®

que interviene en el
reconocimiento de la planta, en la deformacion del pelo radical, formacion
del corddn de infeccion y la activacion de la division celular de la corteza
(CCD), la expresion del gen MtNIN esta bajo el control de las citoquininas,

hormona clave en la formacion del nédulo.
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b) El factor de transcripcion nuclear Y (NF-Y) identificado en Lotus
japonicus, actia como molécula diana del factor de transcripcion NIN. Es
un complejo proteico trimérico (unido a una caja CCAAT) estudiado
ampliamente en animales y en eucariotas (a diferencia FT-NIN) y esta
compuesto de tres subunidades A, B y C denominadas, LjNF-YA1, LjNF-
YB1, LjNF-YC1®. La expresion ectopica detecta que no esta vinculado con
la organogénesis del nddulo, pero si con la induccion de la division celular
en el primordio nodular y de raices laterales. Estas funciones se pueden
solapar con las del factor NIN en nddulos, aunque se establece que el factor
NIN es el mediador entre la via de sefializacion que conlleva la infeccién del

rizobio y el mecanismo que regula la proliferacion celular'**.

c) Los factores de transcripcion NSP1 y NSP2 (Nodulation Signaling
Pathway) pertenecen a las proteinas tipo GRAS (GAI, RGA, SCR), que
codifican para proteinas esenciales en el inicio de la infeccién del pelo
radical, y se activan después de los pulsos de calcio. Los factores de
transcripcion tipo GRAS estan agrupados en ocho clases diferentes
altamente conservados en plantas superiores, de hecho NSP1 y NSP2 se
puede sustituir funcionalmente en leguminosas por genes ortologos del
arroz. Se han identificado en Medicago truncatula, NSP2 se localiza en el
nodulo e interactia con NSP1, interaccion necesaria para la organogénesis y
se asocia con la activacion de los genes NIN y ERN*. En Lotus japonicus
estos factores de transcripcion NSP1 y NSP2 son esenciales para la
induccion de respuestas inducidas por rizobio, incluyendo las de los factores

de nodulacién y la organogénesis®.

d) En Medicago truncatula se ha identificado el factor de transcripcion
ERN1 (REquerido para la Nodulacion) que codifica para el factor de
transcripcion de la familia AP2/ERF (APetala2/Etileno Factor de

Respuesta), que interviene en la diferenciacion del nddulo. Este factor de
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transcripcion se localiza en el nicleo y es determinante en la infeccion

bacteriana®.

Asociado con la cascada de percepcion de sefiales (SYM), emerge como un
rasgo importante en el proceso de infeccion, la presencia de las flotilinas y
la remorina proteinas que promueven el transporte, la agregacion de
proteinas y se requiere en la infeccion por rizobio, en la formacién del
cordon de infeccion y posiblemente actian como proteinas andamios en este
reclutamiento. Los genes que codifican para las flotilinas (FLOTS) en otros
organismos se relacionan con: a) la patogénesis viral, b) el proceso de
endocitosis, c) el crecimiento del tubo polinico y d) la formaciéon de
membrana. Las flotilinas a menudo se utilizan como marcadores de lipidos
(balsas de lipidos) en microdominios de membranas ricas en colesterol y
resistentes a detergentes. En el genoma de Medicago truncatula se han
identificado siete genes y dos de ellos FLOT 2 y FLOT 4 estan implicados
en el inicio de los acontecimientos simbioticos, (elongacién de pelos
radicales y cordon de infeccion), después de percibir a los factores de
nodulacion y al factor de transcripcion NIN. Se han aislado estas proteinas
en la membrana de la bacteria dentro del nédulo (bacteroide) en Medicago
truncatula y aunque las membranas de plantas tienen poco colesterol, en
éstas es una mezcla de sitosterol, campesterol, estigmaesterol y gran parte
de ergosterol, por lo que determinar como estos microdominios de
membrana estan definidos por las flotilinas, en distintas simbiosis, nos daran

una informacion valiosa*.

También se usa como marcador de estas balsas de lipidos la remorina-1
(SYMREML1) importante durante la colonizacion del rizobio, su ausencia
provoca aborto del corddn de infeccion y reduccion del nimero de nédulos,
interacciona con los receptores MtNFP y LjLYK3 lo que sugiere que puede
reclutar a estos dos en las balsas de lipidos y su funcién puede ser critica

durante la infeccion radical®*.
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4. 2 Organogénesis Nodular

Cuando las bacterias avanzan por el cordon de infeccion (final del proceso
de infeccidn) y llegan al nicho celular que le proporciona la planta, son
liberadas en el nddulo, (células infectadas), donde se inicia el proceso de
diferenciacion de la bacteria, asociado a un drastico cambio de estilo de
vida, puesto que el metabolismo y la respiracion se adaptan para suministrar
la energia necesaria para la fijacion de nitrégeno en condiciones de oxigeno
reducido. Las células bacterianas diferenciadas en las células infectadas del
nddulo se denominan bacteroides, quedan envueltas por una membrana de
origen vegetal, constituyendo el simbiosoma, a través de la cual (membrana
simbiosomal) se produce el intercambio de metabolitos entre ambos

simbiontes.

La diferenciacion a que se someten las células del rizobio en el simbiosoma
varia en las diferentes especies de leguminosas. La diferenciacion terminal
conlleva un aumento de tamafio de la bacteria, modificacion de la
membrana, endoreduplicacion del genoma, aumento del contenido de ADN
y la bacteria (poliploide) se transforma en bacteroide. La ampliacién del
genoma y el sacrificio altruista de la pérdida de la capacidad de dividirse, es
especifica de las leguminosas pertenecientes al clado carente de repeticion-
invertida (IRLC) como Medicago, Pisum, Trifolium (climas templados,
nodulos indeterminados), mientras que los bacteroides de leguminosas no
IRLC como Lotus, Phaseolus y Vigna (clima tropical, nddulos
determinados) no muestran signos de diferenciacion terminal, mantienen, su
tamafio bacteriano normal, el contenido del genoma y la capacidad
reproductiva, asi como la posibilidad de retornar a su etapa de saprofito en
vida libre. Incluso una misma cepa del rizobio que puede formar simbiosis
tanto con leguminosas IRLC y no IRLC mantienen las diferencias en todo el

proceso hasta el retorno a vida libre®.

22



Con esta diferenciacion terminal e irreversible de las bacterias muestran lo
que se denomina la auxotrofia simbidtica (dependencia del simbionte a la
planta). Este proceso esta controlado por la planta a través de péptidos
especificos del Nodulo, Ricos en Cisteina (NCR), y en glicina (GRP) que se
activan durante el desarrollo de la simbiosis. Los genes que codifican para
estos péptidos representan el 5% del transcriptoma de Medicago truncatula
y se expresan exclusivamente en nodulo. La familia de genes (NCR)
codifica para méas de 300 péptidos, estos son pequefios, de peso molecular
entre 3-5 KDa, compuestos por dos exones, el primero codifica para una
péptida sefial (con secuencia altamente conservada) y el segundo para el
péptido maduro. Los genes GRP componen una familia méas reducida de 24
miembros, también con una péptida sefial altamente conservada y un
péptido maduro compuesto por unos 100 aminoacidos. Los péptidos NCR y
GRP estan ausentes en el genoma de Lotus japonicus (leguminosa no
IRLC).

Estos péptidos se consideran semejantes a los antimicrobianos que la planta
los adoptan del sistema inmune innato en el proceso de simbiosis, para
dirigir a la bacteria y evitar que tenga contacto directo con el citoplasma
vegetal. Se asume que poseen actividad antimicrobiana, actian como
defensinas, inhiben la citocinesis y debilitan las membranas bacterianas. Los
genes NCR activos en nédulos podrian ser parte de un mecanismo que evita
el “conflicto de intereses” que se crea entre planta-bacteria, cuando la
bacteria “tramposa” utiliza al carbono que le suministra la planta para
acumular compuestos de reserva como polihidroxibutirato® en lugar de fijar
nitrégeno, incluso podrian ser beneficiosos durante las senescencia nodular
puesto que los bacteroides podrian ser facilmente digeridos eficientemente

por la planta®’.

Se puede asumir que la auxotréfia simbidtica se induce cuando los

bacteroides entregan el control de la biosintesis de compuestos esenciales a
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la planta, tal como se origino la endosimbiosis plastidica y mitocondial y se
inicia con la pérdida de la sintesis de aminoacidos. El control del ciclo
celular por los péptidos NCR y la produccién del homocitrato por la planta
sugieren que el bacteroide se comporta como la mitocondria y el
cloroplasto, organulos que la evolucion condicion6 a depender de su
anfitrion por lo que algunos autores consideran al bacteroide como un

amonioplasto®,

La diferenciacion bacteroidal, revela que el gen BacA protege al
Sinorhizobium meliloti frente a la actividad antimicrobiana de los péptidos
NCR. EI gen BacA, codifica para una proteina integral de membrana que
pertenece a la familia de transportadores ABC, parece ser esencial en la
interaccion de bacterias y patdgenos y se correlaciona con la produccion de
los péptidos NCR en la diferenciacion bacteroidal. En este proceso la
expresion del gen BacA, que muestra gran homologia con los
transportadores de acidos grasos de cadena larga (VLCFA), se le relaciona
con la formacion o modificacion de componentes de la membrana
bacteroidal, alterando la sensibilidad a los péptidos antimicrobianos. Es
indispensable en la formacion del bacteroide en leguminosas IRLC (nddulos
indeterminados) y consigue minimizar la accion bacteriana de los péptidos

que favorecen la diferenciacion bacteroidal®.

El anéalisis exhaustivo por medio de cDNA, oligoarrays y proteémica han
revelado que mas de mil genes son inducidos en el proceso de formacion de
nodulos. Estos genes codifican para las llamadas nodulinas que se expresan
de forma coordinada en las diferentes etapas de la interaccion simbiotica.
Las E-NOD (Early NODulin Protein) actuan en el proceso de infeccion, en
la cascada de sefalizacion (SYM) y al inicio del primordio nodular
(Mt/LJNIN, Mt/LjNSP2, MtERN1, flotilinas) mientras que las nodulinas
tardias se relacionan con a) la fijacibn de nitrégeno como la

leghemoglobina, proteina nodular que controla el nivel de oxigeno para la
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respiracion bacteroidal, b) el metabolismo carbonado, como la sacarosa-
sintasa, 6 la fosfoenolpiruvato-carboxilasa ¢) el nitrogenado glutamato-
sintasa, glutamina-sintetasa d) transportadores especificos: acuaporinas

(nodulina 26), de dicarboxilatos, de sulfato, de aminoacidos, entre otros.

El rizobio en el interior del simbiosoma, al final de la diferenciacion ya
como bacteroide, induce los genes nif que codifican para la nitrogenasa
responsable de la fijacion de nitrogeno atmosférico en condiciones de
anaerobiosis. Para inducir el entorno microaerofilo se establece tres
estrategias, una barrera para la difusién gaseosa, externa a la zona nodular
que limita y controla el flujo de oxigeno al tejido infectado, una tasa de
respiracion bacteroidal y mitocondrial elevada que consumen velozmente el
oxigeno y la sintesis de leg-hemoglobina considerada la proteina (nodulina)

mas abundante en nddulos.

La nitrogenasa, consta de una estructura compleja formada por dos
componentes proteicos, la Fe proteina reductasa, un homodimero que se
asocia al Mg-ATP vy transfiere electrones desde un clister metalico (4Fe-4S)
al otro componente , que es una proteina heterotetramérica con el cofactor
de Mo-Fe (FeMoco) donde se lleva a cabo la dificil rotura quimica del triple

enlace de N, atmosférico.

El cofactor de molibdeno (FeMoCo) es unico y estructuralmente diferente
a otros cofactores de molibdeno ubicados en una amplia gama de enzimas
vegetales que participan en procesos metabolicos esenciales. Su
singularidad radica en la presencia de un componente organico que
complementa al inorganico (Mo-Fe;-Sg-Y) identificado como el
homocitrato, que se coordina por la union de grupos carbonilos e hidroxilos
al atomo de molibdeno. EI homocitrato es un compuesto bastante inusual en
el reino vegetal y de hecho solo se ha detectado de forma abundante en
nodulos de leguminosas. Este homocitrato se sintetiza mediante la

condensacion de 2-oxoglutarato y acetil-CoA a través de una homocitrato-
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sintasa (nif V), ausente en la mayoria de las especies de rizobio y que
procede de la planta nodulada, condicionando lo que se ha denominado

anteriormente auxotréfia simbidtica.

Las proteinas implicadas en la biosintesis de este cofactor (FeMoco),
proceso en diversas etapas, se dividen en: a) proteinas andamio donde el
FeMoco se ensambla (genes nif U, nif B y nif EN) b) proteinas portadoras
del metalo-cluster que llevan los precursores del FeMoco, al lugar del
ensamblaje (genes nif X y naf Y y c) enzimas que suministran azufre,
molibdeno y homocitrato (nif S, nif Q y nif V) como sustratos para la
sintesis el cofactor. La proteina codificada por el nif B requiere S-
adenosilmetionina (SAM) y obtiene el precursor del clister Feg-So
considerado el nucleo al FeMoco que converge con el nif EN, que favorece
la union con el homocitrato en presencia del nifH, que codifica para una de

las dos proteinas estructurales la Fe-proteina.
4.3 Control de la Nodulacion y Autoregulacion Nodular (AON)

El proceso de nodulacion esta estrictamente controlado por la planta a través
de las hormonas vegetales, compuestos quimicos de bajo peso molecular
sintetizados por la planta, clave en la iniciacion, diferenciacion y
funcionamiento del nédulo radical®. Aun cuando el rizobio es capaz de
sintetizar determinadas hormonas vegetales (auxinas, citoguininas,
giberelinas), se puede establecer que las hormonas de origen bacteriano no
son esenciales en la organogénesis del nédulo®™, optando por asignarles a
éstas una estrategia en la nodulacion mas refinada. En general, se establece
que actian como reguladores positivos de la nodulacion auxinas (AlA),
citoquininas  (CQs), giberelinas (GAs), brasinoesteorides (BRs) vy
estrignolactonas (SL) mientras que el acido abcisico (ABA), acido salicilico
(AS), acido jasmédnico (AJ) y etileno se consideran reguladores negativos,

inhibiendo la nodulacién.
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Los eventos iniciales inducidos por los NFs, en epidermis y pelos radicales
por la infeccion bacteriana, coinciden con la activacion de la division celular
en determinadas células de la corteza radical. Ambos eventos, epidérmicos y
corticales, pueden ser separados, aun cuando existe una sintonia perfecta
entre infeccion y division celular cortical, asumiendo que las citoquininas
coordinan ambos programas, formacion del cordén de infeccion e inicio del
primordio radical. El papel critico de la citoquininas se ha revelado a través
de la identificacion de los receptores de citoquininas en Medicago
truncatula CRE1 (REceptor Citoquininas), con un dominio histidin quinasa
(HK4) y en Lotus japonicus LHK1 1 (Like Histidin Kinase), ambos
localizados en el plasmalema de las células corticales y activados por
factores de transcripcion (ERN1, NSP2 y NIN).

Las citoquininas se consideran la sefial movil que se sintetizan en las células
infectadas de la epidermis asociada a los pulsos de calcio y se transporta
hasta el plasmalema de las células de la corteza donde se encuentra su
receptor (CRE-1). A través de las histidin quinasas solubles en el citoplasma
llegan al nucleo y mediante los Receptores de Respuesta (RR-tipo A,
ARRA4) activan los factores de transcripcion mencionados (ERN1, NSP2, y
NIN), favoreciendo la expresion de las proteinas (ENODSs) especificas que
inducen la divisién celular®’. Tanto la sobre expresion de la citoquinina
oxidasa como el silenciamiento del gen que codifica para la 3-hidroxi-
metilglutaril-CoA reductasa (HMGR1), enzima implicada en la biosintesis
del &cido mevalonico, precursor de la citoquinina (isopentenil adenina), en

ambas situaciones se detecta la reduccion del nimero de nédulos®?.

Las auxinas y su transporte polar (PAT) es crucial en el inicio y desarrollo
del nddulo, puesto que la inhibicién de este transporte por inhibidores
especificos como el 2,3 triyodo benzoico (TIBA) o el acido N-1-
naftilftalamico (NPA), ha dado lugar a la formacion de pseudonddulos a

partir de células del periciclo y a la activacion de la expresion de proteinas
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ENOD favoreciendo una acumulacion local de la auxina en el primordio

nodular, requisito previo para el inicio del primordio nodular.

La acumulacion local de la auxina, mediante la inhibicion del PAT, durante
el inicio de la nodulacion podria estar regulada por tres sistemas a) la
sintesis de flavonoides y brasinoesteroides, evidenciado por el
silenciamiento de dos enzimas claves en la biosintesis de los factores de
nodulacion, la chalcona sintasa (MtCHS), o la isoflavonasintasa (GmIFS),
b) por una respuesta sistémica que formaria parte del mecanismo de
autorregulacion, implicando al etileno, que favoreceria la acumulacién de
AlA en la raiz, c) mediante la otra diana de sefializacion, las citoquininas
que suprimen el transporte de auxina para que se acumule en las células de
la corteza radical®®. Esta inhibicién del PAT justo debajo del punto de
infeccion, controlada por citoquininas, es transitoria y causa un
desequilibrio en relacion auxinas/citoquininas que favorece la activacion de
la division celular en el periciclo (donde se inician las raices laterales) y en

las células corticales (inicio del primordio nodular).

Hay dos familias de transportadores de auxinas en el plasmalema: PIN
(MtPIN2) que favorece el eflujo de auxina e induce la nodulacion y su
silenciamiento determina la reduccion de nodulos y AUX1/LAX, (MtLAX),
permeasas que aumentan su expresion durante la formacion del primordio
nodular, favorecen el eflujo de auxina del primordio nodular, restableciendo
el transporte polar en la raiz y por tanto el aporte de hormona al nddulo en

desarrollo®.

Conocer la relevancia de los cambios en la relacion auxina/citoquinina en
este proceso es uno de los temas a dirimir en el futuro, integrando a) la
implicacion de ambas hormonas en el apice radical, pudiendo la auxina
favorece la division celular en el mismo apice, mientras la citoquinina actla
en el meristemo proximal cercano a la zona de elongacion del apice radical

b) asumiendo que la auxina actuaria como factor principal en el periciclo,
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inicio de raices laterales, puesto que estos primordios radicales son sensibles
a las citoquininas c) y las citoquininas serian las activadoras del primordio
nodular, al suprimir (a través de PIN) el transporte de la auxina,
favoreciendo su acumulacién. La compleja regulacion auxina/citoquinina en
la organogénesis del nddulo, estd vinculado con el espacio/tiempo debido a

las multiples funciones asociadas al tejido nodular®.

Las leguminosas en simbiosis actian como anfitrionas perfectas para
asegurar los niveles apropiados de fijacién de nitrégeno, controlando la
rentabilidad del consumo energético de carbohidratos fotosintéticos al
minimo. Este riguroso y severo control se desarrolla mediante el proceso de
Autorregulacién nodular sistémico dirigido al mantenimiento y formacion
del nimero de nédulos. Nutman® en 1952 ya propuso la autorregulacion
sistémica de la nodulacion, al observar el aumento transitorio en el nimero
de ndédulos nuevos en raiz de trébol rojo después de la escisién de nédulos.
Este proceso se adopta dependiendo de las condiciones ambientales, de la
disponibilidad de nitrato o amonio, de la acidez del suelo, del suministro de
carbono, condiciones todas ellas que determinan la eficacia de la

nodulacion.

Este sistema AON es un proceso bidireccional gobernado por una
sefializacion a larga distancia entre tallo y raiz (raiz/tallo/raiz), en la cual se
involucra una sefial radical (Q) procedente de la infeccion que se produce
al inicio de la divisién celular en el primordio nodular, esta sefial se
transporta por el tallo, presumiblemente por el xilema, que genera una
segunda sefial identificada como factor inhibidor procedente del tallo SDI
(Shoot Derived Inhibidor) que activa un programa de defensa, para
restringir la nodulacion y suprimir los eventos nodulares en raiz. Este
proceso se ha completado al conocer que la sefial transmitida por el tallo a la
raiz es percibida por una proteina radical en Lotus japonicus F-BOX TML

(Too Much Love) que funciona en la etapa final del proceso de
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autorregulacion. Esta proteina es codificada por un gen especifico que se
expresa en el primordio nodular, es constitutiva y candidata a disminuir

drasticamente el namero de nodulos **°.

Se ha establecido que el factor inhibidor procedente del tallo, es una
molécula pequefia de menos de 1 Kda, estable al calor, requiere factores
NOD y probablemente sea una proteina o un ARN. En el actual modelo de
AON la sefial derivada de la raiz Q transportada por el tallo, en la parte
aérea es reconocida por un receptor quinasa rico en secuencias repetidas de
leucina LRR y se identifican con los péptidos CLE?®
(CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION RELATED)

Los péptidos CLE son polipéptidos pequefios aproximadamente 12-13
aminoacidos, ampliamente utilizados como moléculas de sefializacion en la
comunicacion célula a célula en animales y plantas, evolutivamente
altamente conservada en plantas, y excepcionalmente en nematodos
parasitos de plantas. La familia CLE regula el tamafio y los brotes del
meristemo floral en Arabidopsis thaliana. En Arabidopsis thaliana se han
detectado siete péptidos CLE (CLE1-CLE7), con secuencias similares a la
de los péptidos CLE de leguminosas inducidos por rizobio o nitrato® y
socios receptores de LRR (receptores con secuencias repetidas de leucina).
Se han detectado tres péptidos CLE en Glycine max, Gm RIC1, Gm RIC2
(Rhizobio Induce CLE) y Gm NIC 2 (Nitrate Induce CLE), dos en
Medicago truncatula Mt CLE12 y Mt CLE 13 y dos en Lotus japonicus Lj
CLE-RS1 y Lj CLER2, todos ellos se inducen por nitrato y suprimen la

nodulacién por lo que estan involucrados en el mecanismo AON¥.

En 2003 Searle et al*® identificd en soja (Glycine max) un receptor quinasa
GmNARK (Kinasa Receptor Autorregulacion Nodulacion) que ejercia el
control de AON similar a CLAVATAL (CLV1) de Arabidopsis thaliana.
Sin embargo, mientras CLV1 controla la sefializacion a corta distancia,

GmMNARK expresado en la parte aérea de la planta, comunica a larga
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distancia (tallo-raiz) a traves del floema con los primordios nodulares y las
raices laterales. GmMNARK es considerado como un gen relacionado con la

defensa frente a pat6genos, aunque de forma distinta en la nodulacién®.

Las leguminosas que carecen del mecanismo de autoregulacion (mutantes
AON) presentan una proliferacion desmesurada del primordio nodular y de
raices laterales, se consideran supernodulantes y disminuyen la sensibilidad
a la inhibicion por nitratos. En experimentos de injertos en mutantes
supernodulantes HAR1 (Hipernodulation Aberrant Root formation) se ha
demostrado que el receptor quinasa GmMNARK (LRR-RLK) controla el
nimero de noédulos en la raiz (a través del tallo) y funciona cuando la
concentracion de nitrato en el suelo es alta °”. La inhibicién de la nodulacién
por nitrato se establece mediante la interaccion de las proteinas NIC-1 y
NARK en la raiz que permite la produccion del SDI inhibidor de la
nodulacion En ambos genes HAR1 y NARK es esencial el proceso de
fosforilacion en la sefializacion y son idénticos a CLAVATAL con una
funcién similar en el meristemo apical de la raiz o del nodulo®. Los

mutantes TML y HAR1 tiene semejantes vias de actuacion*®.

La hormona clave que media en el proceso AON es el etileno, una molécula
pequefia gaseosa que controla la sensibilidad de las leguminosas a los
factores de nodulacion, pulsos de calcio, deformacion de los pelos radicales,
inicio del corddn de infeccidn, la inhibicion de la nodulacién, transporte
polar de la auxina y es capaz de bloquear la division celular en la corteza
radical. A mediados de los 80 en la primera Tesis Doctoral que dirijo se

63,64 asi como

evidencio la influencia del etileno en el proceso de nodulacién
la correlacion existente entre la inhibicion de la nodulacion inducida por el
nitrato del suelo y la produccién del etileno®. Posteriormente el grupo de
investigacion de los Drs. Ligero y Caba continuaron estos estudios con
inhibidores del precursor del etileno, como el 1 ciclopropano-carboxilico

(ACC), y el amino-vinil-glicina (AVG) y antagonistas, los iones Ag",
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comprobando que se superaba el efecto inhibidor del etileno y del nitrato en
la nodulacion y con la utilizacion de mutantes supernodulantes, tolerantes al
nitrato y carentes del mecanismo de autorregulacion interno, demostraron la
vinculacién de la sensibilidad de la nodulacién al etileno******. Estas
pruebas metabdlicas fueron apoyadas posteriormente, por pruebas genéticas
utilizando mutantes hipernodulantes SIK (Stickle) de Medicago truncatula,
defectuosas en el receptor del etileno EIN2 (Ethylene INsensible 2) que
codifica para una proteina transmembrana, observando en los mutantes,
nodulos generados de forma incontrolada, con numerosos cordones de
infeccion asi como la hipersensibilidad de los pelos radicales a los factores
de nodulacién® Recientemente se asume que la inhibicién de la infeccién
por etileno puede estar mediada por el gen lotl detectado en una mutante de
Lotus japonicus con baja nodulacion y distorsion de los pelos radicales de la
raiz®.

En una vision mas amplia del proceso de nodulacion y su autorregulacién
interviene el balance con otras fitohormonas, que contribuyen a coordinar

ambos procesos como:

Los brasinoesteroides (BR) implicados en el mecanismo de AON actlan
como reguladores negativos en el control del nimero de noédulos. La
aplicacion de brasinolida, inhibidor de la biosintesis de los BRs, aumenta el
namero de nddulos, y su aplicacion exdgena aumenta la biosintesis de
espermina, poliamina que causa una disminucién en el numero de nédulos,
mientras que la aplicacion foliar de la brasinélida aumenta la concentracién
de esta poliamina en hojas y reduce el nimero de nédulos, incluso en cepas
hipernodulantes. Estos estudios avalan que la autorregulacion de la
nodulacién por los BRs estd mediada por la sintesis de poliaminas™’, aun
cuando los experimentos realizados con mutantes BR-insensibles, sugieren

que la regulacion de la nodulacién por los BRs pueden ser local y/o
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sistémica, esperamos ahondar en este tema objeto del proyecto de direccion
compartida con el Dr. Herrera Cervera.

El &acido jasmonico (AJ) actia como un regulador negativo en la
nodulacion y es sinérgica al etileno, suprime el cordon de infeccion, la
frecuencia de los oscilaciones del calcio y su implicacion en la formacion
del nimero de ndédulos esta vinculada a la proteina Gm NARK asociada al

metabolismo del 4cido octodecanoico precursor del 4cido jasménico®®.

Las giberelinas (GAs), inicialmente se las considerd inhibidoras de la
nodulacién y deformacién de los pelos radicales, retardan la frecuencia de
los picos de calcio y la expresion de NSP2 y NIN, factores de transcripcion
vinculados a fases iniciales de la nodulacién’®. Mediante estudios genéticos
con mutantes GA-deficientes y constitutivas se demostré que se requiere un
delicado equilibrio de GAs en el desarrollo del nddulo, ya que
concentraciones elevadas, inhiben la formacién de nddulos y la deficiencia
en GAs induce la formacion de nddulos aberrantes. Fergunson et al®
deducen que, las GAs pueden promover el inicio de la nodulacién, no
regulan el sistema AON, suprimen la produccién de etileno, y las considera

favorables a la nodulacién.

Las estrigolactonas (SL) identificadas como moléculas sefial de
reconocimiento de hongos micorricicos en interacciones simbioticas con
plantas, se las ha implicado en el proceso de nodulacién, sin afectar al
crecimiento de la bacteria®. Se ha comprobado que los factores de
transcripcion NSP1 y NSP2 son indispensables para la biosintesis de
estrigolactonas, ambas proteinas se conservan funcionalmente en Medicago
sativa (alfalfa) y en Oriza sativa (arroz). Asumiendo que estas especies
representan linajes filogenéticos distintos y se diferencian en 150 millones
de afos, se sugiere que la regulacion de la biosintesis de las estrigolactonas

por NSP1 y NSP2 es una funcién ancestral conservada en plantas y que

33



ambas proteinas intervienen en la sefializacion de la via SYM y en la

biosintesis de la estrigolactonas en condiciones no simbiéticas®®.

El &cido salicilico (AS) conocido como la aspirina sin acetilar se considera
una hormona vegetal asociada a procesos de defensa frente a patogenos.
Interviene en la infeccion por rizobio provocando una acumulacion
endogena de acido salicilico y una reduccion de la nodulacién con rizobios
no compatibles. Cuando se limita el acido salicilico endogeno mediante la
expresion ectopica del gen nah G de Escherichia coli, que codifica para una
acido salicilico-hidrolasa, enzima que degrada el &cido salicilico a catecol,
se produce un aumento en el ndmero de nodulos y de los puntos de
infeccion, tal como demostraron la Dra. Soto y el Dr. Olivares con raices
transformadas de Lotus japonicus**. La implicacién del acido salicilico
como sistema de defensa frente al estrés abidtico se detectd en estudios
realizados en nuestro grupo de investigacion, por los Drs. Tejera y Palma
relacionados con estrés osmético inducido por la salinidad en el medio
detectandose que mitigan la inhibicién de la fijacion de nitrégeno®,
evitando la toxicidad i6nica en células nodulares y activando sistemas
defensivos antioxidantes ante la produccion de especies de oxigeno reactivo

(ROS) producidas por el estrés™.

El acido abscisico (ABA), hormona clave en los procesos de abcision de
hojas y frutos asociada con la respuesta a estrés osmotico. Se le asigna un
papel de regulador negativo en el control del nimero de nddulos, interfiere
en el inicio del proceso, la deformacion del pelo radical, la via de
sefializacion por factores de nodulacién, en los pulsos de calcio y reprime la
expresion de genes relacionados con la nodulacion, incluyendo la respuesta
de las citoquininas y al factor de transcripcion NIN'**. EI ABA esta
involucrado en las respuestas de la simbiosis Rhizobium-leguminosa en
salinidad comprobandose que el contenido enddgeno de ABA incrementa en

planta y en nodulos y mitiga los dafios inducidos por el estrés osmotico. Se
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vincula con: el metabolismo en la prolina (osmoprotector) y la limitacion
del transporte de Na* al mantener una relacion K Na* elevada™, con la
adaptacion de la asimilacion del amonio procedente de la FBN en ureidos y
el catabolismo de purinas™, con la biosintesis de poliaminas especificas del

nédulo cuya acumulacion celular favorece el ajuste osmético®®,
4.4 Simbiosis versus Patogénesis

El proceso de autoregulacion nodular ha sorprendido por algunas
semejanzas que coexisten con los mecanismos de respuesta de defensa
inducida en la planta hospedadora ante una invasion microbiana que se
denomina colectivamente inmunidad innata (MTI, Microbial Associated
Molecular Plant Triggered Inmunity) por lo que el éxito de la interaccion
planta-bacteria requiere la evasion de la inmunidad innata, ya sea evitandola
o por la supresion de las defensas de la planta’. Algunas hormonas (acido
salicilico, acido jasmoénico y estrigolactonas) estan involucradas en la
respuesta a patdgenos a través de esta via de sefializacion probablemente
coordinada con los factores de nodulacion (via SYM) en la optimizacion de

la misma.

En la naturaleza, las raices de plantas estan continuamente expuestas a una
amplia comunidad de microorganismos (microbioma rizosferico), que
pueden ser simbidticos y no simbi6ticos (patdgenos), que inicialmente son
reconocidos como organismos extrafios. Para diferenciarlos la planta ha
desarrollado especificos receptores de respuestas puesto que ambos
mecanismos coexisten. La activacion del sistema inmune, fundamental en el
establecimiento de relaciones rizosféricas, se inicia con el reconocimiento
de moléculas denominadas MAMPs (Patrones Moleculares Asociados a
Microbios) por los receptores de plantas PRRs (Paterns Recognition
Receptor) que por lo general contiene dominios extracelulares de LRRs e
intracelulares (trasmembrana) con dominio quinasa (LRR-RLK). Entre las

moléculas que reconocen los MAMPSs se encuentran: quitina y ergosterol
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(componentes de las hifas fangicas), lipopolisacaridos (LPS), glicoproteinas
y los peptoglicanos (PGNs) (polimeros de N-acetilglucosamina y de N-
acetilmuramico alternando en uniones B(1-4) y unidos a péptidos de cadena
corta) constituyentes estructurales de la pared celular de bacterias, proteinas
de choque al frio (CPS) y la flagelina que es una proteina bacteriana
estructural de los flagelos que induce la movilidad bacteriana.

La flagelina se ha identificado como un péptido de 22 aminoacidos (flg22)
que actlia como un elicitor potente de respuestas asociadas con la inmunidad
provocada en plantas. La flagelina 22 es reconocida por un receptor FLS2
quinasa LRR localizado a la membrana plasmatica. La interacciéon con su
receptor induce a un aumento intracelular de iones calcio, la activacién de la
produccién de ROS, la produccion de o6xido nitroso, la transcripcion de
genes relacionados con la defensa como el factor de transcripcion WRKY y

la biosintesis de etileno.

El Dr. Lopez Goémez de nuestro grupo de investigacion, en el Instituto de
Botanica de la Universidad de Basilea, bajo la direccién del Prof. Thomas
Boller, evidenciaron que las respuestas de defensa inducidas por flg22 en las
raices de Lotus japonicus causaron una inhibicion en la infeccién del rizobio
(Mesorhizobium loti) y el retardo en la organogénesis. Comprobaron que en
presencia de flg22 se inhiben en los factores de transcripcion (NSP1 y NSP2
y la ENOD-40), lo que confirma el antagonismo entre genes de defensa y el
inicio de la organogénesis nodular. Sin embargo la purificacion de flagelina
de Mesorhizobium loti no indujo ninguna respuesta en Lotus japonicus, lo
que sugiere la produccion de otros elicitores por parte de la bacteria
simbiotica. No obstante, flg22 no afecta a la formacion de nuevos nodulos
cuando la simbiosis estd establecida, por lo que se asume que, en el
establecimiento de la simbiosis predomina la sefializacion simbiética frente

a la respuesta de defensa®’.
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La ubiquitinacion directa de PRR-FLS2 atenta la inmunidad innata en
plantas. En Arabidopsis thaliana el receptor de respuesta FLS2 detecta la
flagelina bacterial e inicia las sefiales de inmunidad asociado a BAKL1, un
receptor quinasa rico en leucina similar a BRI1 (receptor quinasa de la
brasindlina) que estd involucrado en la sefalizacién por FLS2, actuando
como regulador positivo. FLS2 y BAK1 forman un complejo en los
primeros minutos de la estimulacion con flagelina que induce el
reclutamiento de las U-Box E3, ubiquitin ligasa (estrechamente
relacionados) PUB12 y PUB13 formando un complejo. La ubiquitinacion se
ha implicado en la inmunidad innata, en el proceso de muerte celular y en
defensa. PUB12 y PUB13 se identifican como reguladores negativos de la
sefializacion de la flagelina a través de la ubiquitinacién directa de FLS2
que contribuye a comprender la sefializacion de la Inmunidad Innata y

también interesante para la manipulacion genética’.

La via SYM en la simbiosis Rhizobium-leguminosa ha evolucionado para
favorecer la reduccion de la respuesta inmune (MTI) y suprimirla. Los
rizobios desarrollan sistemas de secrecion tipo Il (T3SS) y tipo IV (T4SS)
que liberan proteinas directamente a la planta y suprimen la inmunidad
innata. Las NOPs (Nodulins Outher Proteins), son proteinas quinasas
externas de la nodulacion, se conocen 3 de ellas que afectan a la via SYM
de forma especifica, NopL (activa proteinas de defensa) NopP (cisteina
proteasa) y NopT (elicitador de la respuesta de hipersensibilidad) . La
percepcion de los factores de nodulacion (infeccion bacteriana y formacién
del nodulo) por la leguminosa implica la supresion del sistema inmune
(respuesta de defensa) por parte del rizobio mediante la via SYM. Este
proceso esta mediado por dos reprogramaciones transcripcionales en
Medicago truncatula, la primera implica la represion de genes relacionados
con la defensa, y la segunda, la activacién del transcriptoma especifico del

nodulo que depende de la comunicacion entre los socios.
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4.5 Transferencia del Sistema Fijador de Nitrogeno

Hace casi un siglo, en 1917 Burrill y Hansen™, especulaban que la
transferencia de la simbiosis especifica de las leguminosas con rizobios
fijadores de nitrogeno seria rentable en otros cultivos de interés agricola.
Las leguminosas ocupan el 25-30%, mientras que los cereales representan
algo més del 50 % de las tierras de cultivo, por lo que la posibilidad de
implantar la fijacion de nitrégeno en cultivos de cereales, por procesos de
ingenieria genética, aun cuando se considera un proceso extremadamente
dificil, es esencial para el desarrollo sostenible y para producir alimentos
que satisfagan a la poblacién mundial, que se presume llegara a unos 10

millones de personas en el 2050%°.

El Dr. Norman E. Borlaug, Ingeniero Agricola por la Universidad de
Minnesota (USA) (1914-2009), Premio Nobel de la Paz en 1970 y Doctor
Honoris Causa por la Universidad de Granada en abril de 2005, comenta en
el discurso que realizo en 1970 en Oslo en la entrega del Nobel aparece el
siguiente parrafo “en mis suefos veo campos verdes Vigorosos que crecen
trigo, maiz, arroz, sorgo, mijo que obtienen sin costo 100 Kg de nitrégeno
por hectarea de la formacion de nddulos con la bacteria que fija nitrogeno.
Es una cepa denominada Rhizobium cerealis desarrollada en los afios 90 en
un programa masivo de mejora por interacciones de especies de rizobios
obtenidos de raices noduladas. Este descubrimiento cientifico ha
revolucionado la produccion agricola para unos cientos de millones de
agricultores humildes de todo el mundo, ya que ahora reciben la mayor parte
el fertilizante necesario para sus cosechas directamente de los pequefios
microbios maravillosos que toman el nitrogeno del aire y lo fijan gratis en

las raices de los cereales, lo cual es transformado en grano”.

También Arnon en 1971 predijo que en 10 afios se habria desarrollado un
método que capacite la fijacion de nitrogeno atmosférico, explorando

diversas aproximaciones siendo una de ellas la fijacion de nitrogeno en
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cloroplasto, compartiendo en el tiempo la energia que genera este organulo

eminentemente aerdbico durante el dia con la fijacion de CO..

Con los avances en la genémica y la metabolomica se disponen de nuevas
herramientas, sin precedentes para hacer frente a esta cuestion, por lo que
ambicionar la transferencia de la fijacion de nitrogeno a otros cultivos es un
reto considerado en la actualidad por muchos investigadores, desde diversas

posibilidades **.

Los conocimientos que actualmente se tienen en las redes de sefalizacion
intracelular que conducen al alojamiento de rizobio en el nicho 6ptimo para
la fijacion de nitrégeno, viene condicionada por dos programas
sincronizados, la entrada de la bacteria y el desarrollo del drgano
especializado en la raiz. Ambos procesos son genéticamente separables el
primero de ellos, la entrada de la bacteria via epidermis dependiente del pelo
radical es la asumida por el 75% de las leguminosas, mientras que la via
independiente, mas primitiva, a través de una grieta, es un objetivo mas
realista para la transferencia de este proceso en cereales. Respecto al
conocimiento de la infecciéon por rizobio y la organogénesis nodular en
leguminosas esta avanzado y se asume que ambos procesos estan vinculados
a la via SYM™. Al menos ocho genes (quizés alguno més) de esta via son
comunes con la via de interaccion simbidtica entre hongos del phylum
Glomeromycota (micorrizas), asociacion simbidtica omnipresente en la
mayoria de las plantas terrestres, y cinco genes de la via SYM se encuentran
en el arroz (cereal), en Arabidopsis thaliana y en otras especies no
leguminosas®. Ademés, existen evidencias que los factores de nodulacion
pueden activar el gen MtENODA40 que codifica para una nodulina temprana
(ENOD40) de Medicago truncatula en plantas transgénicas de arroz. La via
SYM presente en arroz y en otras Angiospermas tienen modificados los

receptores SYMRK que difieren en el dominio extracelular, lo que sugiere
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que las modificaciones en algiin componente de la via de sefializacion SYM

serfan necesarias’”.

La transferencia de la fijacion de nitrégeno simbiotica en cultivos de interés
agricola como arroz, maiz y trigo requiere procesos de ingenieria que
reflejen los procesos de evolucion que sufrieron las leguminosas, puesto que
contamos con etapas de la via SYM presentes en no leguminosas
(Actinorrizas y Parasponia), aunque no esta totalmente desarrollada en
cereales. Ademas, se encuentran semejanzas entre el proceso de floracion y
el de nodulaciodn, en el crecimiento del tubo polinico para llegar al 6vulo y
el desarrollo del corddn de infeccion hacia el primordio nodular y liberar la
bacteria’®®. Se han encontrado en arroz estructuras denominadas
paranddulos invadidas por Azospirillum y otras bacterias fijadoras de
nitrogeno en vida libre que entran a través de las grietas en la rizodermis
radical y se establecen intercelularmente. Existen imprecisiones en el
proceso de reconocimiento entre cereales y rizobio, pero existen
conocimientos suficientes de este proceso en leguminosas, es decir dianas
(tiles para comenzar este trabajo'® y se puede asumir que hay no-
leguminosas (cereales) que contestan por redes de comunicacion a la

Ilamada de los rizobios.

En este sentido, el grupo del Prof. Gary Stacey, ha comprobado que
Arabidopsis thaliana y otras no-leguminosas reconoce factores de
nodulacion a través del mecanismo de suprimir las respuestas de inmunidad
innata desencadenada por los llamados MAMPs®*. EIl mejor estudiado, como
se ha comentado, es la flagelina22 bacteriana que junto a la quitina se
consideran potentes desencadenadores de la Inmunidad Innata. La quitina es
un polimero formado por mas de 6 residuos de N-acetilglucosamina. Al
estudiar la interaccién entre simbiosis y patogenia se detectan que los
factores de nodulacion (3-5 restos de N-acetilglucosamina) pueden alterar

las respuestas de inmunidad, generadas por la flagelina 22 en Arabidopsis
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thaliana (que reconoce a los factores NOD) suprimiendo la respuesta de
inmunidad y permite la colonizacién de la planta por patdgenos como
Pseudomonas syringae. Similar respuesta se desencadena en soja y en otras
especies como tomate (dicotiledonea) y maiz (monocotiledonea), todas ellas
con capacidad de reconocer y responder a los factores NOD. Curiosamente
Arabidopsis thaliana requiere el receptor quinasa LYK3 para el
reconocimiento de estos factores que suprimen las respuestas mediadas por
flg22 (activacion MAPK vy producciéon de ROSs). Los autores postulan que
este potencial simbiotico ayudaria a reducir la dependencia de fertilizantes
nitrogenados®, puesto que el mecanismo de reconocimiento se conserva

efectivo en no-leguminosas.

El equipo del Dr. Pakrasi director del I-CARE (Institute Center for
Advances Renewable Energy and Sustainability) en Washington,
Universidad de San Luis, ha obtenido un proyecto financiado por la
National Science Foundation conjuntamente con el Consejo Investigador en
Biotecnologia y Ciencia Bioldgicas de UK (proyecto de 387 millones de
délares) encaminado a integrar y/o transferir 30 genes de una cianobacteria
(Cyanothece 51142) implicados en la fijacién de nitrogeno, en el cloroplasto
vegetal. De esta cianobacteria se conoce su genoma, tiene un reloj
circadiano que permite fijar el nitrégeno por la noche y la fotosintesis es
diurna y se espera transferir este sistema a Synecocytis 6803 al genoma
vegetal, puesto que esta transferencia por parte de la planta y es posible
(Washintong University New Release, 22 Agosto 2013). Esta estrategia es
muy atractiva para expresar la nitrogenasa sensible al oxigeno y con
requerimientos energeticos mediante una compartimentacion espacial 0

temporal.

Otro avance reciente en este reto, esta liderado por un grupo espafoldirigido
por el Dr. Luis Rubio del Centro de Biotecnologia y Gendmica de Plantas
(CBGP) de la Universidad Politécnica de Madrid que en 2012 recibio una
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subvencién de 3,5 millones de euros de la Fundacién Bill y Melinda Gates
para desarrollar la fijacién de nitrégeno en cereales, encaminada a mejorar
la salud de las personas y darles oportunidad de salir por si mismos del
hambre y la pobreza extrema, para aumentar la productividad de
agricultores del Africa subsahariana y Asia meridional y preservar al mismo
tiempo el medio ambiente. Este estudio se basa en la transferencia directa de
los genes nif bacterianos en cereales, se pretende favorecer la transferencia
de los genes implicados en el funcionamiento del cofactor de molibdeno
responsable de la rotura del triple enlace de N, atmosférico. La purificacion
de todas las proteinas implicadas han permitido reconstruir in vitro la
biosintesis del FeMoco, demostrandose que las reacciones catalizadas por
los nif B, nif EN y nif H son suficientes para sintetizar el sitio activo de la
nitrogenasa, responsable de la rotura del triple enlace'® lo cual es favorable
para la consecucion de nuevas plantas fijadoras de nitrégeno mediante la
transferencia de este cofactor. Plastidios y mitocondrias son posibles
localizadores subcelulares de esta enzima, ambos organulos proporcionarian
ATP vy electrones necesarios para el funcionamiento de la nitrogenasa y
podrian incorporar el amonio en aminoacidos, pero difiere en sus niveles de
Oz,

También existe transferencia de nitrogeno atmosférico con la inoculacion
con bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre en cultivos de cereales y
hortalizas, practica de uso comun en los afios 50. Aunque Okon vy
Labandera® siempre condicionaron el aumento significativo en el
rendimiento del cultivo del 5-30% que se podria lograr mediante la
inoculacion con Azospirillum o Azotobacter, vinculado a la produccion de
fitohormonas. Sin embargo, mediante el método de dilucion isotopica de
N™ se demostré que la promocién del crecimiento en arrozales y en cultivos
tropicales se debe la fijacion bioldgica de nitrégeno® en vida libre, asi como

la transferencia de nitrégeno fijado por endoéfitos a cultivos de cafia de

42



azUcar, arroz y trigo, que pueden crecer con poca adicion de fertilizantes
nitrogenados y adquirir niveles importantes de N Haafio™, procedente de
esta fijacion bioldgica.

La utilizacion de inoculantes de cepas de Bradyrhizobium autoctonas que
suelen ser mas competitivas y adaptadas al ambiente, en cultivos de trigo y
maiz han conducido a incrementos de cosecha superiores a los obtenidos
con la fertilizacion inorganica’. Todo ello refuerza la idea de que la
investigacion asociada a la rizosfera podria ser de gran valor para la

agricultura sostenible como alternativa.

5.- Importancia de las leguminosas

En el 68° periodo de sesiones, la Asamblea General de la ONU proclamo el
afio 2016 Afio Internacional de las Legumbres, asignandose a la FAO que
facilite la celebracién de este evento en colaboracion con gobiernos,
organizaciones publicas y/o privadas y demas instancias pertinentes. Con
esta celebracion se propone sensibilizar a la opiniéon puablica sobre las
ventajas nutricionales como parte de una produccién de alimentos

sostenibles y de una dieta saludable.

Durante las tres Gltimas décadas el grupo de investigacion que dirijo se ha
centrado en este cultivo que muy especial y singular. Las leguminosas
constituyen una de las familias botanicas mas grandes de plantas con flores
con méas de 18.000 especies y 650 géneros. Los cultivos de leguminosas se
consideran el tercer grupo méas grande de las angiospermas y el segundo
grupo en la produccion de alimentos a escala mundial. Se cultivan en
regiones tan dispares como el Sur de Asia, Africa Central y el Magreb,
América Central y del Sur y el toda el area Mediterranea™?.

Se evidencia que las leguminosas han sido componentes integrados en la

dieta humana de todos los continentes durante los diez mil afios pasados, por

43



lo que han representado una fuente importante de alimento para la poblacion
humana y la ganaderia, en una gran parte de regiones y civilizaciones. Se
han encontrado semillas de leguminosas en depositos arqueoldgicos (en
ocasiones contrastadas por ADN'?, en escrituras mitolgicas de la
antigliedad, en jeroglificos egipcios, en textos sumerios y en diversas

escrituras religiosas.

En el siglo XIV el juglar castellano-arabe Juan Ruiz, el arcipreste por
antonomasia, en la “Pelea de Don Carnal con Dfia. Cuaresma” tras haber
vencido en singular combate a Don Carnal, envia un fraile para convertirlo y
con la penitencia le dispone como parte del alimento al penitente Don
Carnal la obligacién de comer cuatro dias a la semana garbanzos, arvejas,
lentejas y habas: “el dia del domingo por tu codicia mortal, comeras
garbanzos, irés a la iglesia, que no veas el mundo ni codicies el mal. En el
dia de lunes, por tu soberbia mucha comeras de las arvejas mas no salmén y
trucha. Espinacas los miércoles y gachas (en lo cual entraba en
altramuz/almortas) Los jueves comeras, por tu mortal ira y porque perjuraste
diciendo mentiras lentejas con la sal, en rezar te redima. Come el dia del
sébado las habas y no mas, por tu envidia mucha, pescado no comeras tu
alma pecadora asi la salvaras”, si bien también prescribe el ayuno riguroso
el viernes. Cabe pensar que la dieta del penitente correspondia, a los no
privilegiados de la época que hacian penitencia obligada los més de sus dias,
a una dieta de garbanzos, lentejas, guisantes, habas que se consideraria la

carne del pobre.

Algunas de las cosechas mas valiosas en alimentacion como guisante, judia,
cacahuete, frijol, haba, garbanzo, soja, altramuz, y como pastos y forraje
trébol, lotus, y alfalfa, todos ellos son cultivos con alto contenido proteico,

almidon y lipidos.

Las leguminosas han demostrado su eficacia en el proceso de

fitorremediacion, Medicago sativa (alfalfa) se esta utilizando tanto en
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monocultivo o con gramineas el raygrass (Lolium perenne) 6 festuca
(Festuca armidinacea) en la fitoextraccion’ y fitodegradacion'™ de
compuestos organicos contaminantes de origen industrial. También se las
considera futura fuente de biocarburantes sostenibles debido al alto
contenido de aceites en algunas semillas y de resinas™. Son productoras de
taninos libres y condensados (TC) que se encuentran en numerosas
forrajeras cuyo interés radica en sus propiedades como antihelminticos
potenciales, formando parte de las defensas quimicas del pastoreo por
herbivoros. Se incluyen las leguminosas en sistemas en los cuales el
nitrogeno es limitante como en acuicultura, aunque la base de la dieta de
peces son lipidos, se requiere proteina energética y en la actual acuicultura
intensiva se utilizan extractos proteicos ricos en aminoacidos azufrados de
soja y/o altramuz. Incluso en la produccién de piensos de animales, que
habitualmente han utilizado residuos (harina de huesos) para proporcionar
proteina a los piensos, esta practica ha debido de ser abandonada debido a la

encefalopatia espongiforme bovina®*.

Sefialar que las leguminosas son ricas en la produccion de colorantes,
perfumes, insecticidas, entre otras moléculas. De hecho sintetizan
numerosos metabolitos muy diversos frecuentemente poco comunes a lo
largo de su ciclo de vida. Michael Pollan®™ en su “Botany of Desiré”
refiriéndose a las plantas (terrestres y marinas) comenta: “Mientras nosotros
los animales, estdbamos ocupados inventando cosas como la locomocion y
la conciencia, las plantas adquirieron toda una serie de poderes
extraordinarios y a veces diabdlicos” al describir como las plantas logran
sintetizar moléculas tremendamente complejas y en ocasiones dificiles de
igualar por procesos quimicos 0 biotecnologicos y a esas moléculas los

fisidlogos vegetales las hemos denominado metabolitos secundarios.

La identificacién de estos compuestos ha estado limitada durante mucho

tiempo por las técnicas o sistemas de deteccion existentes debido en parte
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por la complejidad y diversidad de la estructura quimica de estos
metabolitos secundarios. En la actualidad, con los avances de la
biotecnologia vegetal mediante técnicas analiticas, quimicas y fisicas, como
la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), la espectroscopia de
masas (MALDI-TOF) y la resonancia magnética nuclear (NMR) entre otras,
y las genéticas, se han identificado compuestos que aumentan el valor de las

leguminosas en la dieta humana.

En Europa y Estados Unidos hay una tendencia generalizada en consumir
productos naturales, los Ilamados alimentos nutraceuticos, que pueden
proceder de las plantas con flores, incluso muchos productos farmacéuticos
prescritos proceden de vegetales, algunos de ellos leguminosas, y
actualmente representan algo mas del 25% de estos productos y se espera
que aumente en los préximos afios, debido a la referencia de muchos

consumidores que desean medicamentos naturales frente a los sintéticos.

Asi, los brotes de alfalfa (Medicago sativa) y soja (Glycine max) son fuentes
de fitoestrdgenos que reducen la osteoporosis. Dentro de los fitoestrogenos
estan los isoflavonoides, en los que se incluyen genisteina, claidzeina y
equol, abundante en especies de la subfamilia Fabaceae como el trébol rojo
(Trifolium pratense). También, el consumo de alimentos a base de soja
condiciona un aumento de la concentracion de fitoestrégenos que son
sustitutivos en la Terapia de Reemplazo Hormonal (HRT) para desordenes
de la menopausia, mantener la salud de los huesos y evita el cancer de
mama evidenciandose una incidencia menor de cancer de prostata
comparando hombres asiaticos con europeos y/o americanos®®. Arachis
hipogea (cacahuete) contienen un polifenol, el resveratrol (trans 3,5, 4-
trihidroxiestilbeno), con un futuro prometedor en enfermedades vasculares y
pulmonares y con el logro de una vejez saludable*’. En la medicina china se
usan especies como Glycyrrhina glabra (regaliz) es una leguminosa cuyas

raices tienen agentes antiinflamatorios y antitlceras, Clitoria ternatea y
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Lablab purpureans son portadoras de proteinas antifungicas la primera y
con propiedades antihipertensivas la segunda. El rizoma de Eriosema
kraussianum (Fabaceas) contiene determinados pirano-isoflavonas que
favorece el flujo sanguineo*. El Dr. Akerele?, perteneciente a la OMS

aboga por “Salva las Plantas que Salvan Vidas”.
5.1 Genética y biotecnologia de leguminosas

Los enfoques fisiologicos y bioquimicos que dominaron las primeras
investigaciones de la fijacion de nitrogeno, se complementaron con la
revolucion de la biologia molecular y la genética bacteriana en los afios 80 y
90, y culmina con la revolucion gendémica de plantas que comenzo alrededor
del cambio de siglo. En la actualidad se conoce la secuencia completa del
genoma de diversas especies de rizobios (ya comentado) y de diversas
leguminosas. Entre ellas, las consideradas leguminosas modelo Medicago

29y Lotus japonicus'® basicas en la investigacion de genes y

truncatula
moléculas involucrados en el proceso de nodulacion. Estas leguminosas se
caracterizan por tener un genoma diploide de pequefio tamafio (Lotus
japonicus 472 MPB y Medicago truncatula 500-550 MPB) con facilidad de
transformacion por Agrobacterium, tiempo de generacién corto, contiene la
informacidn acerca de la historia evolutiva a lo largo de aproximadamente
54 millones de afios (MYA) desde ancestros comunes™ y facilidad en la
obtencion de mutantes que ayudan en la identificacion génica, mediante

secuencias de insercién de ADN especifico con el uso de otras técnicas.

La evolucion del genoma de Medicago truncatula experimenta un nivel alto
de reagrupamiento como en otras secuencias de leguminosas, Glycine max y
Lotus japonicus, lo que ha podido contribuir a elaborar una capacidad
preexistente para la nodulacion. En todos ellos se ha podido evidenciar en su
evolucion la duplicacién de todo el genoma (WGD). Se ha establecido
sintenia entre muchas leguminosas, en particular entre las especies de climas

calidos (frijol, judia, soja) y de climas templados (garbanzo, guisante, haba,
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lenteja, trébol alfalfa). La conservacion de la colinealidad de los genes y la
sintenia, indican que la informacién del genoma de Lotus japonicus podria

servir en la transferencia para la mejora de cultivos™°.

Maés alla de las dos leguminosas de referencia, el analisis del genoma de
otras leguminosas de interés agricola se estan realizando con rapidez, debido
a que los costes de secuenciacion se han reducido. Se dispone de la
secuencia del genoma de Glycine max, de interés en la alimentacion animal
y humana, que también se sometio al evento de la duplicacion (WGD) de
todo el genoma en los ultimos 13 millones de afios y es aproximadamente
dos veces el tamafio del de Medicago truncatula, aun cuando el namero de
genes de ambos genomas son similares*®. Se conoce el genoma de Cicer
arietium (garbanzo), el segundo cultivo de mayor implantacion después de
la soja, que representa una parte sustancial en la ingesta de nitrégeno
proteico en la dieta humana'?. EI genoma de Arachis hipogea (cacahuete)

% v el de Cajanus cajan (frijol) *

, estando avanzado el genoma de
Phaseolus vulgaris (judia), Lupinus angustifoliums (altramuz), Medicago
sativa (alfalfa) y Pisum sativa (guisante). Esta secuenciacion de genomas de
leguminosas mediante tecnologias de tercera generacion, es valida en
estudios comparativos de secuencias de genomas entre ecotipos Yy/o
cultivares que ayudan a identificar las estrategias duraderas que necesitan
ser desarrolladas y que intervienen en la ingenuidad intrinseca de las

leguminosas en la eleccién de sus compafieros®.
5.2 Leguminosas en el sistema agricola

Las leguminosas herbaceas y lefiosas han sido utilizadas: a) en pastos y
forrajes, b) en la proteccion del suelo frente a la erosion y la desertificacion
y C) en la reposicion y conservacion de la materia organica como pienso
conservado, 6 como Abono Verde, término, que habia sido registrado por el
escritor chino Tsi (1.100 aC) puesto que nos dejé constancia de la

conveniencia de utilizar “abono verde distribuido en el quinto o sexto mes y
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arado en el septimo y octavo mes, tan bueno como el excremento del gusano
de seda o el estiércol bien podrido”. Por lo que el abono verde es
considerado materia organica que se mantiene incorporada en la llamada
agricultura ecologica del suelo, al ser enterrado superficialmente en un
cultivo. Con ello se consigue mejorar la estructura y agregacion del suelo,
estimular la microbiota y el bioma del suelo (set de microorganismos,
incluyendo nematodos y protistas) asi como la calidad (fertilidad) del

mismao.

El uso en agricultura de las leguminosas en la Rotacion de Cultivos, casi
siempre con cereales, también pertenece a la agricultura prehistorica, este
hecho se evidencid mucho antes que la ciencia entendiera el papel de los
microorganismos; ya Plinio el Viejo, naturista y caballero romano, recogia
la recomendacion de cultivar lupinus (altramuz) que revigorizaban la
produccion de cereales. La eficacia reside en el beneficio (mayor
rendimiento) de otro cultivo (cereal) en relacion al monocultivo, producido
por la transferencia del nitrégeno fijado por la leguminosas en un proceso
dinamico que se hizo extensiva all4 donde hubo hombres que cultivaran la
tierra. Cereales y leguminosas fueron siempre de la mano, o incluso
estrechamente abrazados como la judia de tallo rastrero con el maiz,
recordado por las leyendas de antiguos americanos, en los llamados

intercultivos de leguminosa/cereal®®.

La rotacion ejerce efecto sobre a) la reserva de nitrdgeno en el suelo
procedente el residuo del cultivo y del fijado bioldégicamente, b) mayor
eficiencia en el uso del agua, c) restringe potencialmente la lixiviacion del
nitrato a las aguas subterraneas, d) puede ser beneficioso para evitar
parasitos y enfermedades e) reduce la relacion C/N del suelo que favorece la
disponibilidad de nutrientes (se reconoce una mayor disponibilidad del
fosforo, calcio y micronutrientes), f) promueven la estabilidad del suelo,

debido a una mayor actividad de las hifas de hongos y bacterias que
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permiten que el crecimiento de raices sean mas profundo y mejor aireacion

g) enriquecimiento de la calidad del forrajes y pastizales®.

Ya en el siglo XX el uso de la rotacion de cultivos disminuye con el
advenimiento de la agricultura quimica en la dependencia de los inputs
adquiridos, donde la produccion animal implicada es escasa, la
mecanizacion, el procesamiento y transporte de los productos agricolas, la
autosuficiencia y diversificacion de cultivos fue reemplazada en muchas
regiones y se potenciaron los monocultivos; en consecuencia la utilizacién

de leguminosas en rotacion decrecio considerablemente.

6. Evolucion de la agricultura y su futuro

La agricultura experimento un avance espectacular a mediados del siglo XX
gracias a la introduccion de los fertilizantes quimicos y pesticidas, que
ayudd a aumentar las cosechas y la produccién de variedades de trigo enano
considerados de alto rendimiento (HYVs) desarrollados en los afios 60 por
Dr. Norman Borlaug. El trabajo del Dr. Borlaug en el Centro Internacional
para el Mejoramiento del Maiz y del Trigo (CIMMYT) en Méjico y
Filipinas, se fundamentd en demostrar a los agricultores los beneficios

gue obtiene la agricultura, basados en lo que la ciencia puede producir.

La llegada de estas variedades de alto rendimiento fue conjunta al concepto
denominado “Revolucion Verde” (la segunda revolucion verde si se
considera como primera la del neolitico), término que fue acufiado en 1968
por el Dr. William Gaud, Director de la Agencia para el Desarrollo
Internacional, en Estados Unidos, para referirse a ese incremento
sorprendente y repentino de la produccion de trigo y arroz que ocurrio en
paises en via de desarrollo (Asia y Sud-Ameérica) a mediados del decenio de
1980 promovidos por el Dr. Borlaug. La productividad de las cosechas llego

a quintuplicarse y este incremento espectacular tuvo mucho que ver con que
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no se cumplieran las aterradoras predicciones de desnutricion y extensas
hambrunas en muchas naciones del tercer mundo, resultados que fueron
cruciales para derrotar en principio la maldicion maltusiana. Recordemos las
palabras del Presidente del Senegal Léopold Sédar Senghor entre 1960-

1980 “Los derechos del hombre empiezan con el desayuno”.

Esta agricultura intensiva dependiente de la adicion masiva de fertilizante
(nitrogenado y fosforado) y del uso de pesticidas considerados los pilares de
la revolucion verde, incrementé de forma espectacular entre 1960-1980 y
permitio a los agricultores transformar tierras estériles en campos de labor y
repetir e incrementar cosechas en el mismo suelo, de hecho, nunca antes de
la historia humana tuvo la poblacion global un suministro tan sustancial de
alimento. No en vano el Dr. Borlaug ya sentencio, que el fertilizante
quimico es el combustible que ha impulsado hacia adelante la Revolucion
Verde.

Los cultivos agricolas proporcionaron en su inicio biomasa, fibra, madera y
alimentos que favorecieron la capacidad de subsistencia, pero cuando se
aumentd la presion sobre el sistema agrario, debido a la necesidad de
alimentar una poblacion creciente a la prosperidad de la civilizacion, se
produjo una alarmante reduccion de la fertilidad del suelo. La deforestacién
para obtener superficie arable, el uso de monocultivos frente a la
diversificacién de cosechas y el agotamiento por la pérdida de materia
organica puesto no permitié que se produjeran la regeneracion natural de
nutrientes. Recientemente oi unas palabras del Papa Francisco que decia:

“Dios perdona siempre, el hombre a veces, la naturaleza nunca”.

Esta Revolucion Verde fue demasiado optimista, puesto que otros cereales
como el sorgo, cebada y mijo y leguminosas, todos ellos esenciales en la
dieta de la poblacién mundial, no tuvieron aumentos apreciables en la
produccién. Incluso las variedades de alto rendimiento requieren mas

fertilizantes y eran mas propensas a parasitos y enfermedades. De hecho,
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algunos criticos comentaron que esta revolucion verde habia condicionado
renuncias como la eliminacion del enterramiento de las leguminosas
forrajeras (abono verde), devolver abonos de origen animal para la
recuperacion de la fertilidad del suelo, la estimulacion del monocultivo
evitaba la rotacion, aspectos todos ellos encaminados a abandonar el
funcionamiento de reciclaje autbnomo para la nutricién de nuevas cosechas,
favoreciendo la pérdida continuada de materia organica y la capacidad de

mantener poblaciones microbianas™.

Una perspectiva importante que ha dado forma a nuestro pensamiento actual
acerca de sostenibilidad fue sugerido en un informe sobre nuestro futuro
comin de la Comisién Mundial sobre Medio Ambiente y Desarrollo*?, al
definir el concepto de sostenibilidad como un modo de agricultura que
deberia imitar a ecosistemas naturales, y que a largo plazo, realce la calidad
ambiental, aproveche al méximo el empleo eficiente de recursos no
renovables, integre los procesos bioldgicos naturales, que gestione el agua y
la conservacion del suelo, evitando la erosion mediante un cultivo con
laboreo minimo y sostenga la viabilidad econémica para asegurar las
necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las futuras
generaciones de encontrar sus propias necesidades. En términos simples la
humanidad tiene la capacidad y el deber de dejar este mundo en mejores

condiciones de la forma en la que nos lo encontramos.

Los principios claves de la sostenibilidad se centran en: a) la interaccion de
procesos bioldgicos y ecoldgicos como, el ciclado de nutrientes, la fijacion
de nitrégeno, la regeneracion de suelos, la alelolapatia, la competitividad, la
depredacion y el parasitismo, con los procesos conducentes a la produccion
de alimentos, b) reducir al minimo el empleo de energias no renovables que
causan dafio al entorno o a la salud de agricultores y consumidores, ¢) hacer
productivo el uso del conocimiento y habilidades del agricultor mejorando

su independencia, sustituir el capital humano por costes externos, d)
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constituir colectivos que trabajen juntos en solucionar y gestionar los

recursos naturales.

La agricultura sostenible constituyd un cambio multifuncional del medio
agricola, que no solo proporcion6 comodidad sino también persevero la
salud de los ecosistemas y de las comunidades rurales, asi como la
sostenibilidad del empleo de la energia, fabricacion, transporte y otros
sectores econdémicos que también tienen impactos ambientales

significativos®

En las Ultimas décadas del siglo XIX diferentes enfoques filoséficos a la
gestion de la agricultura y las nuevas técnicas agronémicas se han propuesto
y aplicado con el fin de satisfacer la demanda de una agricultura mas
sostenible. En esa variedad de enfogques encaminados a discernir entre
Agricultura intensiva, ya comentada, que busca la productividad en poco
espacio, propia de paises industrializados y con gran repercusion en
calentamiento global por los elevados insumos versus Agricultura
extensiva, que depende de mayor superficie, son menos productivas,
resuelve problemas que la agricultura intensiva provocan y los ecosistemas

la agradecen®.

Aparece el concepto de Agroecologia que es el estudio holistico e integral
de los ecosistemas agricolas, es decir, comunidades de plantas y animales
interaccionando con su entorno fisico y quimico, que ha sido modificado
por el agricultor para producir fibras, alimentos, combustibles y otros
productos para el consumo humano y mas recientemente, en este concepto

se integra también el sistema alimentario®.

Otro enfoque es la denominada Agricultura integrada en la que se
combina el manejo de la agricultura convencional y ecologica, como usar el
estiércol animal en lugar de fertilizantes cuando sea posible, el manejo

integrado de la gestion de plagas combinando varios métodos: rotacion de
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cultivos, liberacion de parasitoides, cultivando variedades resistentes a
plagas o el uso de diversas técnicas fisicas, dejando a los pesticidas como
ultimo recurso. La agricultura integrada no se rige por una normativa
especifica, pero su objetivo sigue siendo reducir en la medida de lo posible
los costes de gestion agraria y su impacto ambiental con miras a la
sostenibilidad a largo plazo de las practicas agricolas™.

Una propuesta diferente para mantener la sostenibilidad agricola es la
Ilamada Agricultura organica, regulada por leyes y con una normativa
muy estricta, en la cual especificamente se prohibe el uso de agroquimicos y
el de organismos modificados. Este movimiento surgio en los afios 20 en
Europa y posteriormente fue aceptado por EEUU, en representacion de los
agricultores y ciudadanos que rechazan el uso de agrogquimicos y desean
perseverar las précticas agricolas tradicionales?. Este movimiento tiene
representacion internacional en la llamada Federacion Internacional de
Movimientos de Agricultura Organica (IFOAM) reconocida por la Union
Europea (EU) en 1991 actualmente tiene su sede en Bonn (Alemania). Se
define la Agricultura Organica como “un sistema de produccion que
mantiene la salud de los suelos, los ecosistemas y las personas. Se basa en
los procesos ecoldgicos, la biodiversidad y los ciclos adaptados a las
condiciones locales, mas que el uso de insumos con efectos adversos. La
agricultura orgénica combina tradicion, innovacion y ciencia para
beneficiar al ambiente compartido y promover relaciones justas y una

buena calidad de vida para todos los involucrados™.

En el Codex Alimentarius®® desarrollado por la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) aprobé en el punto 5 de dicho Codex que la
agricultura organica es una entre el amplio espectro de metodologias que
apoyan el medio ambiente. Los sistemas de produccion organica estan

basados en normas especificas y precisas de produccion cuyo objetivo es
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lograr agrosistemas Optimos que sean social, ecoldgica y econémicamente
sostenibles.

El National Research Council®

sostiene que: para perseguir cambio
sistémicos en los sistemas agricolas, la investigacion y el desarrollo tienen
que hacer frente a multiples dimensiones de la sostenibilidad, explorar
propiedades del agrosistema y aumentar la confianza/seguridad en los
procesos ecoldgicos que puedan conducir a que los sistemas sean mas

resilientes en el tiempo.

Durante las proximas décadas, se espera que la poblacion mundial aumente
8.3 mil millones de personas para el 2030 y 10 mil millones para el 2050
necesitando para ese afio un 70-100% de alimento mas del que ahora se
produce, teniendo en cuenta que se estima que en 2010 ya existian en el
mundo un total de 925 millones de personas desnutridas®®. En el discurso de
Dr. Norman Boraug en Oslo (1970), ya aviso que “la Revolucion Verde
habia ganado temporalmente la guerra contra el hambre y su
funcionamiento proporcionaria alimentos suficiente para el sustento durante
las tres proximas décadas, pero que el poder espantoso de la reproduccion
humana debe ser contenido, de otra manera éxito de la Revolucion Verde

seria efimero”.

Actualmente todavia existen eruditos escépticos, los neomalthusianos, que
siguen considerando el crecimiento de la poblacién desproporcionado con la
produccion de alimentos, principio que el Reverendo Thomas Robert
Malthus, describié hace casi dos siglos en 1846", en su libro “Ensayo
sobre el Principio de la Poblacion y sus Efectos”, en él argumentaba que el
aumento de la poblaciobn humana debe de variar en funcion de la
disponibilidad de alimentos. Esta doctrina liderada por los neomalthusianos
ha llegado hasta nuestros dias como el informe sobre los limites crecimiento
encargado por el Club de Roma, o la llamada “capacidad de carga” referida

al limite de la sostenibilidad de la produccion creada por el Prof. Joel E.
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Cohen®, de la Universidad de Rockefeller (USA). No obstante, las criticas a
la teoria de Malthus estan refutadas por economistas y socidlogos,
asumiendo que la productividad y la capacidad agricola y alimentaria ha
aumentado. Giovanni Sartori (Premio Principe de Asturias de las Ciencias

105 =~
7 sefiala: “Todos saben

Sociales, en 2005) en su libro “La tierra explota
que el planeta es finito; y por eso no puede sostener a una poblacién en
crecimiento infinito, y la no sostenibilidad de nuestro Ilamado desarrollo ya
es un hecho mas que cierto”. Sin duda, el futuro el mundo depende de la
productividad agricola adecuada para lograr las necesidades humanas, por lo
que en la actualidad Malthus ain no ha sido totalmente derrotado en
relacion a las necesidades humanas frente a los techos de los agrosistemas™.
Un mérito singular de Malthus (1766-1834) en las circunstancias actuales
reside en que fue el primero en plantear el conflicto entre crecimiento de
poblacion y produccién de alimentos que actualmente se considera un

problema crucial.

Este nuevo desafio nos lleva a explorar las grandes ventajas de la genética,
la biologia molecular y la biotecnologia, para ayudar a encontrar las
necesidades de alimento y fibra. La historia indica que las modificaciones
genéticas en vegetales comenzaron mucho antes que el hombre comenzara a
cambiar las cosechas por seleccidn, como la naturaleza lo hizo y lo hizo a lo
grande. Ya en el neolitico, se doméstico préacticamente los cultivos
encaminados a la produccion de alimentos asi como las especies ganaderas,
y la generaciones posteriores han sido responsables de las enormes
modificaciones genéticas y agrondémicas asumidas en las cosechas mas
productivas. Parafraseando a Moliere, hace diez milenios que la humanidad
ha hecho genética, sin saber que ha hecho tecnologia, antes que ciencia.

Vere Gordon Childe®, arquedlogo australiano especialista en prehistoria,
miembro de la British Academy acufi6 el término “revolucion del

neolitico” con el paso del régimen humano de vida de cazador a recolector
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agricola, en la cual se siembran granos de una planta silvestre por lo que se
la considera planta cultivada, que se recolecta cuando se completa el ciclo
siembra-maduracién. En el paso de silvestre a cultivada sufrio un fuerte
proceso de seleccidn que se denomind domesticacion (sinénimo de lo que

hoy denominamos seleccionada/mejorada por bloqueo de genes).

El trabajo preliminar en la mejora genética sofisticada fue iniciada por
Charles Darwin, en su obra fundamental “El origen de las especies por

1”2 publicada en 1859, establecié que la

medio de la seleccion natura
diversidad que se observa en la naturaleza se debe a las modificaciones
acumuladas por la evolucion a lo largo de sucesivas generaciones mediante
un proceso denominado seleccion natural. Gregor Mendel, monje agustino
naturista y descubridor de la herencia genética, publico en 1865

“Experimentos sobre la Hibridacién de Plantas™"’

tipificando las
caracteristicas fenotipicas (apariencia externa) que los denominé caracteres
y que actualmente despues de haber recibido infinidad de nombres se
conocen como genes Yy los genes responsables de un fenotipo particular,
alelos. Mendel jugd sin saberlo con ADN de guisante liso/rugoso,

verde/amarillo, alto/bajo...

En el siglo XIX, la mejora de las cosechas estaba en manos de los
agricultores y la produccion de alimentos crecid en parte a la ampliacion de
la tierra cultivable. Ya en el siglo XX se inicia la mejora convencional con
la aparicion de mutantes espontaneos, llamada variabilidad natural, asi
como un gran nimero de variedades e hibridos con mayor productividad,
ahorrando extensiones de suelo, facilitando estabilidad en las cosechas,
controlando el riego, los parasitos y la fertilizacion y asi fue como surgieron
cultivos que no existian hace cien afios como la coliflor, el pomelo rosa y

los trigos panaderos.

En la segunda mitad del siglo pasado (afios 60), los cientificos modificaron

los genomas de algunas plantas y produjeron nuevos cultivos mediante
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diversas técnicas como la mutagénesis del ADN con radiacion o productos
quimicos, la hibridacion interespecifica que permite la combinacion de
caracteres favorables de diferentes especies la cual favorecid la aparicion, en
los Gltimos afios, de méas de 2.700 nuevas variedades de trigo, cacahuetes,
peras, arroz entre otros cultivos o mediante la seleccion asistida por
marcadores moleculares, técnicas todas ellas costosas y sofisticadas®.
Estas se consideran sistemas de trasformacion de plantas que nunca fueron
objetados por el publico incluidos ecologistas y que no causaron dafios, ni
problemas de salud. También se utilizaron biotecnologias de nivel bajo
como el uso de biofertilizantes, cultivo de tejidos en arboles forestales,
transferencia de embriones en ganaderia, inversion de sexo en peces,

biorreactores en la elaboracién de alimentos.

En la actualidad, gracias al desarrollo de la ciencia, podemos mediante la
genética y la mejora de plantas, planificar y lograr objetivos concretos, que
la Madre Naturaleza hizo en el pasado, pensamos que por casualidad. Los
cambios que se producen tendran efectos comparables a la revolucion
industrial y con la revolucion basada en computadoras y redes sociales. La
mayoria de los cientificos agricolas y los propios agricultores estan en la
linea de estimular las grandes ventajas de la biotecnologia, mediante la
adopcion comercial de cosechas modificadas genéticamente (transgénicas),
que ha sido considerada como la tecnologia de difusion y aceptacion mas
rapida en la historia de la agricultura.

El Dr. Sanjaya Rajaram Premio Mundial de los Alimentos 2014 (Premio
creado en 1986 por el Dr. Norman Borlaug), firme defensor de la
biotecnologia agraria, al recoger el premio afirmo que “los problemas del
futuro no se pueden resolver si no aplicamos la ciencia, la tecnologia y el
conocimiento” y consider6 el premio como un reconocimiento a la
capacidad de resistencia y espiritu renovador de los agricultores del mundo

para el desarrollo de los sistemas agricolas (Fundacion Antama 27/10/2014).
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La ingenieria genética no es un reemplazo de la mejora convencional, sino
mas bien, es un instrumento de investigacion complementaria para
identificar genes deseables de grupos remotamente relacionados
taxondémicamente y transferir estos genes de forma rapida y con precision, a
variedades de cosechas de alta productividad y calidad, el Prof. Dr.
Francisco Garcia Olmedo, miembro de la Real Academia de Ingenieria
destaca la posibilidad que ofrecen los alimentos procedentes de transgénicos
en paises desfavorecidos, teniendo en cuenta la necesidad de aumentar la

produccion de alimentos en un 70-100% para el 2050%,

Los cultivos modificados genéticamente fueron sembrados por primera vez
en 1994 (tomates) y se comercializaron en 1996. Entre 1996 y 1999
aumento el area de cosechas transgénicas comerciales de 1.7 a 148 millones
de Ha. Su implantacion logré un notable éxito en términos econémicos y
ambientales, y en la actualidad las hectareas de estos cultivos siguen
creciendo, de hecho, 18 millones de agricultores de 28 paises sembraron
méas de 181 millones de hectareas (Mha) en 2014, asi lo expuso el
Presidente del Servicio Internacional para la Adquisicion de Aplicaciones
Agrobiotecnolégicas (ISAAA) Clive James®. El primer productor de
cultivos transgénicos es EEUU con 73 Mha, seguido de Brasil (42 Mha) y
Argentina (24 Mha), encontrando a Espafia (0,1 Mha) en el puesto 17°.

Auln cuando la revolucion de las transgénicas se inicié en Estados Unidos,
fue el genetista belga el Prof. Dr. Marc van Montagu (Universidad de
Gantes) responsable de la creacion de la primera transgénica y uno de los
que lograron el Premio Mundial de la Alimentacién en 2013. El Profesor
Montagu y sus colaboradores fueron los que contribuyeron de forma
espectacular a la investigacion que subyace en la transformacion y la
adopcion de transgénicos que en la actualidad, en soja es del 95 % y en maiz
del 75 %*%. El Profesor Montagu afirma sobre los posibles riesgos, “que

usar este tipo de argumento es erroneo, ya que los genes que se introducen
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son los mismos que existen en la naturaleza y hacemos los mismos tipos de
cruzamientos que existen en la naturaleza”, ademas la considera una
tecnologia “inofensiva” y es la solucidn del futuro para los retos a los que se

enfrenta la produccion de alimento para una poblacion creciente.

En los altimos 20-25 afios, la biotecnologia ha desarrollado mediante nuevas
metodologias las variedades transgénicas e hibridas de diversos cultivos
como algodén, tabaco, maiz, patata, soja, Brassica napus (canola, semilla
oleaginosa), remolacha azucarera, berenjena, papaya, arroz, trigo, girasol,
fresa, tomate, meldn y eucaliptus, que con eficacia, controlan enfermedades
virales y fungicas, reducen la necesidad de insecticidas y herbicidas e
incluso, se han desarrollado variedades tolerantes a la toxicidad por hierro,
al aluminio libre soluble, a la alcalinidad y muchas de ellas resistentes a la

sequfa®.

Los primeros cultivos transgénicos establecidos solo beneficiaban a los
agricultores, que le otorgaban grandes ventajas econémicas al reducir costos
en estos cultivos modificados (GM), resistentes a insectos (IR) y tolerantes a
herbicidas (HT), siendo cultivos de gran implantacion mundial, por lo que la
segunda generacion de estos cultivos estan encaminados a beneficiar a los
consumidores, por ello los rasgos principales de destino son rasgos mas
deseables por los consumidores que les proporcionen mejoras adicionales

para la salud™*®.

Los cultivos transgénicos de segunda generacion actuales incluyen una
mayor proporcion de micronutrientes, vitamina A, [3-caroteno, hierro, &cido
folico y ascérbico, composicion de acidos grasos (oleico y omega-3) y acido
araquidénico (omega-6) abundante en semillas de canola y antioxidantes
(antocianina). Uno de estos cultivos transgenicos, el Ilamado arroz dorado
(modificado genéticamente por el Peter Beyer e Ingo Potrykus en 2000,
Science 287:303), de gran implantacion y consumo en el Sureste asiatico,

fue lanzado en el afio 2005 con alto contenido en -caroteno que previene la
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ceguera. Hay dos variedades transgénicas de soja y canola, con un nivel alto
de &cido oléico y con &cidos grasos omega-3, que son &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (VLC-PUFAs), como EPA (&cido
eicosapentaenoico ) y el DHA (&cido docosahédrico) de interés en la
alimentacién humana'®*?. Las variedades de soja modificada con &cidos

grasos omega-3 por Monsanto  (http://www.soymega.com) seran

proximamente comercializadas e incluidas para la exportacion. En los
cultivos de la proxima (tercera) generacion de transgénicos, se pretenden
prevenir y reducir riesgos en enfermedades crénicas como la obesidad,

artritis, enfermedades del corazon, diabetes y cancer.

Es importante tener en cuenta que todos los cultivos transgénicos han
pasado en todos los paises, el escrutinio de certificacion, aportando
numerosas tablas y datos procedentes de ensayos de campo 6 datos que
analizan sus efectos sobre la salud (como las pruebas alergénicas) y otros
aspectos regulados por normativas estrictas, complejas, rigurosas y con
numerosas y costosas pruebas para la validacion, todo ello encaminado a su
aprobacién y comercializacion, garantizando la seguridad en los alimentos y
preservando el medio ambiente. Incluso en muchos paises tienen la
obligacion del etiquetado (no contienen “Organismos Modificados
Genéticamente”, OMGSs o “libre de transgénicos™) al igual que en algunos
alimentos estan etiquetados como “Kosher”, “libre de gluten”, “libre de
lactosa™’. La normativa obliga a las empresas a etiquetar y sefialar aquellos
consumibles que tengan en su composicion de mas de un 0.9% de productos
procedentes de organismos modificados genéticamente (OMGSs). Se
consideran por tanto los alimentos méas evaluados y controlados en la

historia de la humanidad.

No obstante, hay alimentos empaquetados como refrescos, chocolates,
aceites, margarina, galletas, pasteles, pan, pastas, productos infantiles, salsas

congeladas, alimentos preparados, en los cuales el almidon de maiz, la
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proteina de soja y el aceite de canola, entre otros componentes, se utilizan
por lo que un porcentaje elevado mas de un 70% de estos articulos

contienen ingredientes procedentes de cultivos modificados®’.

Europa necesita cultivar transgénicos, sin embargo la normativa de la
regulacion y utilizacion de OMGs en alimentos y piensos en la Union
Europea es conocida y notoria por ser la mas estricta y restrictiva del
mundo. El proceso de aprobacion de la seguridad de los OMGs es lento,
sujeto a intensas interferencias politicas, duran afios y cuestan millones de
euros, por lo que los agricultores de la UE se les discrimina activamente a
aquellos que deseen cultivar transgénicos, aun cuando ocurre que
exactamente los mismos cultivos son aprobados para su importacion, de
hecho Europa depende de la importacion de soja para alimentacion animal
procedente de Argentina y Estados Unidos y esta soja que importamos es
transgénica’®. No obstante es interesante sefialar que 130 proyectos de
investigacion financiados por la Comunidad Europea en la ultima década,
estan relacionados con cultivos modificados genéticamente, en los que han
participado 500 equipos diferentes, en ninguno de estos proyectos en los
ensayos de campo realizados se han encontrado riesgos mayores que en el

crecimiento de un cultivo convencional, ni impacto ambiental negativo*?*

Dentro de la Union Europea, los distintos paises han sido reacios a aprobar
los cultivos transgénicos, actualmente se cultivan en cinco paises
(recientemente prohibidos en Francia y Polonia), siendo la tasa de maiz
transgénico en Espafia la mas alta de toda Europa puesto gque somos
importadores de grano para alimento de ganado®. La siembra continuada de
maiz modificado genéeticamente (desde hace 18 afios) alcanzando el record
de siembra 132.000 Ha, siendo Aragon la comunidad autbnoma con mayor
superficie sembrada, seguida de Catalufia y Extremadura segun datos del
Ministerio de Agricultura Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA)
(http://goo.gl/UCFcnp).
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En Europa estan autorizando el cultivo de maiz y de patata Amflora, ambos
destinados no al consumo humano sino a usos industriales (patata) y a
piensos (maiz). Los cientificos auguran que de seguir la trayectoria actual, la
UE se enfrenta a quedarse por detras del mundo en tecnologia, economia y

politicas humanitarias. Gémez-Galera et al®

proponen estrategias que la UE
podria adoptar en la normativa, la implicacion de las autoridades
competentes a nivel nacional y regional para aumentar la eficacia de la
regulaciéon sin cargar a los agricultores con mas burocracia innecesaria.
Marc van Montagu critica las reticencias europeas a la apuesta firme por los
cultivos transgénicos y afirma que el rechazo europeo es “puramente
emocional” ya que no hay un solo argumento valido contra esta tecnologia.
“Quince afios después de que se cultivara la primera planta biotecnoldgica
en Europa nadie puede aportar un peligro de las OMGs para la salud o el
medio ambiente” resalta el Prof. Garcia Olmedo® y ademés comenta que es
totalmente imposible encontrar un solo ejemplo de perjuicio para la salud
provocado por los alimentos transgénicos, porque si esto ocurriera los
prohibirian en 24 horas. La Dra. Pilar Carbonero, Académica de
Ingenieria y experta en gendmica de plantas, considera que “la agricultura
organica no es mejor que la transgénica” y aflade que “la agricultura

organica es un capricho de ricos”.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, la Organizacion Mundial para la Salud y la Organizacién para
la Cooperacion y el Desarrollo (OCDE) han establecido grupos de trabajo
para evaluar la salud del consumidor de alimentos transgénicos,
encaminados a “erradicar la pobreza extrema y el hambre” uno de los
objetivos del milenio. El futuro de la agroalimentacion mundial va a venir
mediado por el desarrollo de biotecnologias, transgénicas y no transgénicas.
Frente a ello, seria aconsejable que se oyera a todos los que se oponen,

grupos ecologistas y partidos verdes (Greenpeace), como a los que las
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defienden, quizas porque a diferencia de la Revolucion Verde del siglo XX
que se desarrolld en centros publicos de investigacion y divulgaron sus
hallazgos por todo el mundo, la Revolucién Genética actualmente esta
dirigida por compafiias privadas multinacionales (Monsanto, Syngenta,
Pioneer Hi-Bred, Calgene, Bayer, DuPont, Novartis) que estan gastando
miles de millones de ddlares actualmente en ingenieria genética y en la
adquisicion de participaciones en empresas del genoma de lucro. Phillips

Abelson® (1998) llamé a todo esto la Tercera Revolucién Tecnolégica

Este discurso llega a su fin y quisiera terminarlo con dos opiniones, la
primera procede de la Iglesia, curiosamente el Cardenal Angelo Sodano,
actualmente Decano del Colegio de Cardenalicio dijo que “la biotecnologia
no debe ser satanizada, sino utilizada para el bien comin de la
humanidad™'®, y finalizo con las palabras de una mujer cientifica pionera
en investigacion como lo fue Marie Curie que decia “a lo desconocido no

hay que tenerle miedo, simplemente hay que entenderlo”.

Muchas gracias.
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CONTESTACION DEL

ILMO. SR. D. JOSE OLIVARES PASCUAL

Excmo. Sr. Presidente
Sres. Académicos,

Seforas y Sefores,

Me temo que no soy la persona mas indicada que ha elegido esta
docta corporacion para contestar la brillante exposicion que acabamos de
escuchar a la Profesora Carmen Lluch, paso preceptivo para formar parte de
la Academia. Es una eleccion que tengo que agradecer por la confianza que
se ha puesto en mi, pero el aprecio y estima que siento por la aspirante, que
creo que son mutuos, despues de tantos afios de relacion cientifica y
amistad, pueden hacer que mi juicio sobre sus méritos no sea imparcial y
pudiera parecer en algunos aspectos exagerado. Sin embargo, me tranquiliza

pensar que el sesgo que yo pueda dar sobre sus cualidades personales y las
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diferentes actividades desarrolladas serdn corroboradas por los Srs.
Académicos. La candidata es suficientemente conocida en el medio
universitario, como docente, investigadora y gestora en los distintos puestos
de responsabilidad por los que ha pasado en su dilatada vida profesional.
Como académico integrante de la seccion de Naturales y, por tanto, elector
en su dia del candidato entre los presentados para optar a la correspondiente
vacante, quiero aclarar que la Profesora Lluch fue elegida por unanimidad
por sus meritos propios sin tener en cuenta la discriminacion positiva en la

que alguien podria haber pensado al repasar la ndmina de académicos.

La tradicion de este tipo de actos, como el que estamos celebrando,
establece que mi laudatio debe subrayar la relevancia de la aportacion
cientifica de la nueva académica a esta corporacion y situar su calidad en el

contexto de la ciencia en nuestro tiempo.

Corria el afio 1971 cuando la alumna Carmen Lluch de quinto curso
de Farmacia lleg6 a la Seccion de Microbiologia del Suelo de la Estacion
Experimental del Zaidin del CSIC, de la mano de mi nunca olvidado
maestro, el Profesor Vicente Callao Fabregat, Catedratico de Microbiologia
de la Facultad de Farmacia de esta Universidad, jefe de la Seccion,
cofundador del Centro y valenciano de origen como ella. En aquel tiempo
solo habia cuatro facultades de Farmacia en Espafia, Madrid, Barcelona,
Santiago y la nuestra, pero aungque Barcelona tuviera sus ventajas por
proximidad y mejores comunicaciones, la gran mayoria de estudiantes de
levante que querian cursar esta licenciatura optaban por Granada. Esto
hacia que la colonia valenciana en la Facultad fuera importante y al
encontrarse en una region distinta se diera una estrecha relacion entre los
alumnos y entre ellos y los profesores de aquel origen. En ese contexto, el
esoraCallao tratando de ayudar, digamos a sus “paisanos”, habia acogido en
la Cétedra de Microbiologia varios doctorandos y alumnos internos de

Valencia, Alicante y Castelldn, su tierra natal, y amplio el circulo con la
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Estacion Experimental del Zaidin. Con la alumna Lluch, llegaron al Centro,
dos compafieras mas de por aquellos lares con el objeto, como ella, de
realizar la tesina, alternativa al examen de licenciatura que se introdujo
aquel afio en la Universidad para obtener el correspondiente grado.
Desconozco, o no recuerdo, la razon si la habia, o fue simple azar, pero en el
reparto que el Prof. Callao hizo entre los posibles directores del trabajo de
las futuras licenciadas a mi me correspondid, hoy puedo decir tuve la suerte

y el honor, de ser elegido para dirigir a la hoy propuesta académica.

De entre los distintos temas que se desarrollaban por ese tiempo en
el hoy Departamento de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos, se
decidié que se ocupara del estudio de las condiciones de produccion del
pigmento fluorescina por una especie de Pseudomonas aislada de un
material que estaba siendo estudiado por otro grupo de la Seccion. La
investigacion realizada dio lugar a un par de publicaciones y a la
correspondiente tesina que leyd en noviembre de 1971, no sin problemas
burocraticos, que ella recordara. Culminado este trabajo, la ya Licenciada
Lluch, decidi6 continuar con la realizacion de la tesis doctoral en el mismo
lugar y con igual director para lo que solicitdé y obtuvo sin problemas la

correspondiente beca.

El suelo se puede considerar como un ser vivo gracias a la actividad
de los microorganismos que en ingente cantidad lo habitan. Todos los
elementos minerales son sustratos susceptibles de modificacion por la
accion de bacterias y hongos alli presentes. Unos elementos simplemente
pasan de estar libres a formar parte de la materia organica o viceversa, pero
otros, aquellos que con distintas valencias forman compuestos estables,
presentan mas complicacion. Cada elemento tiene lo que se conoce como
ciclo biogeoquimico, cuyo nivel de funcionamiento y la transformacién de
unos compuestos en otros es dependiente de la naturaleza y condiciones

ambientales del suelo que favorecen la presencia, multiplicacién y actividad
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de un determinado grupo de microorganismos y que es de transcendental
importancia en la puesta a disposicion de las plantas de cada nutriente
mineral. A la Lda. Lluch le toco estudiar el ciclo correspondiente al azufre
que como sulfuro, azufre elemental o sulfato se puede encontrar en el suelo
aparte del que entra en la constitucion de distintas moléculas orgénicas.
Leyd y defendid con éxito su tesis doctoral en septiembre de 1974. Por su
esfuerzo y dedicacion a esta investigacion pudo publicar cuatro trabajos y
aplicar sus conocimientos a otras areas de estudio. Asi de las bacterias del
ciclo del azufre paso a utilizar este elemento solo, o en conjuncion con el
nitrogeno, en experimentos con plantas obteniendo resultados bastante
prometedores. Algunas de estas plantas eran leguminosas lo que le hizo
entrar en contacto con la fijacién de nitrégeno, de la que nos acaba de hablar
clara y exhaustivamente, que considerada bajo diferentes aspectos era desde
hacia tiempo, practicamente desde la fundacion de la Estacion
Experimental, que precisamente este afio celebra su sesenta aniversario,

tema de investigacion desarrollado por otros componentes de la Seccién.

Aquel que haya tenido algin contacto con la aspirante a Académica
y, por tanto, sea buen conocedor de su caracter, no puede poner en duda su
perfecta integracion en el colectivo investigador y su disponibilidad a la
ayuda y colaboracion con todos sus compafieros, que pronto traspasd los
limites de su laboratorio al resto del Centro. Conocida su valia personal,
formacion 'y dedicacion cientifica, el Profesor Recalde Martinez,
Catedratico de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Farmacia, miembro que
fue de esta Academia, y a la sazon director del Centro, le propuso formar
parte del equipo investigador y docente en su Departamento universitario.
No en vano la Dra. Lluch habia tenido ya contacto con las plantas y con la
fijacién de nitr6geno simbiotica, de la que también nos ha hablado, de la que
guedaba mucho por conocer, de tal modo que los aspectos microbioldgicos

de esta asociacion seguirian considerandose preferentemente en la Estacion
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Experimental del Zaidin y los referentes a la planta en la Cétedra de
Fisiologia Vegetal. Desde entonces siempre ha mantenido una estrecha
relacién con sus ancestros cientificos, puesta en ocasiones en evidencia por
la firma conjunta de proyectos de investigacion presentados a diferentes
Instituciones o por la constitucion de una Unidad Asociada Universidad de
Granada-CSIC.

Desde aquella incorporacion a la Universidad, la hoy Profesora
Lluch forma parte del citado Departamento, para el que en 1980 obtuvo la
plaza de Profesora Adjunta y en 1985 la de Catedrética, en unas condiciones
que no le eran favorables, teniendo en contra hasta la RENFE que le hizo
perder una oportunidad que le supuso unos afios de espera. Algo de ADN

aragones debe tener en sus genes pues al final su terquedad dio sus frutos.

Su amplia labor docente, independientemente de la ejercida en el
desarrollo del programa de la asignatura, se pone en evidencia con su
docena y media de doctores que investigaron bajo su direccion, algunos de
los cuales han conseguido plaza de Titularidad o Céatedra en la Universidad
para continuar escribiendo la historia. Como actividad derivada de esta
vertiente docente hay que mencionar los muchos cursos que ha impartido o
participado en distintas universidades asi como el Master Universitario en
Biologia Agraria y Acuicultura de la de Granada con la participacion de un
importante elenco de profesores de distinto origen y con gran aceptacion por
la parte del alumnado y calificado con el grado de excelencia. En dicho
master participan como profesores un buen nimero de investigadores de la
Estacion Experimental del Zaidin y son utilizadas sus instalaciones, claro
exponente de la estima que siempre ha demostrado por su primer Centro de
acogida, convirtiendose en cabeza de puente para facilitar las relaciones
personales e institucionales entre la Estacion Experimental y la Universidad

de Granada.
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La trayectoria cientifica de la Profesora Lluch se puede seguir
facilmente a través del mas del centenar de publicaciones y las casi
incontables contribuciones de otro tipo, libros, conferencias, seminarios, etc.
Dada su capacidad de trabajo, su dedicacion a la investigacion y ensefianza
no se han resentido, por las varias ocasiones que su mencionada
disponibilidad la han llevado a desempefar distintas funciones de gestion en
el ambito universitario ajenas a la propia investigacion, como Directora del
Secretariado de Programas y Planificacion Docente o Directora del Instituto
de Ciencias de la Educacion, por citar s6lo algunas, y al margen de su
participacion en diferentes comisiones de distintas Universidades para la

evaluacion de personal, de la calidad de la investigacion y de proyectos.

Como no cabia esperar otra cosa, desde sus primeros trabajos en el
Departamento de Fisiologia Vegetal, toda su devenir cientifico tiene un hilo
conductor que mantiene sin solucion de continuidad su investigacion sobre
la fijaciobn de nitrogeno. Aunque desarrollada principalmente con
leguminosas esa dedicacién no le han impedido algunos escarceos con cafia
de azucar que le han supuesto establecer una estrecha relacion, a través de la
Agencia Espafiola de Cooperacion Internacional, con investigadores
cubanos. Se formalizaron varios proyectos conjuntos, con intercambio de
visitas y personal, entre ellos varios becarios que terminaron siendo
doctores. Como reconocimiento de esta relacion con la isla caribefia le fue
concedido el Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba en 2004
y el Premio al Mejor Resultado en la Direccion de proyectos en
Biotecnologia y Alimentos de la Universidad de La Habana en 2002 y 2004.
De igual modo, y con la ayuda de la misma Agencia de Cooperacion, ha
mantenido estrecha relacion con universidades del Norte de Africa que
también contemplaba intercambio de profesores y becarios, en estos casos
para el estudio conjunto de la fijacion de nitrégenos en leguminosas crecidas

en suelos salinos.
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Si al comienzo de su vida profesional la investigacion de la
Profesora Lluch estuvo dirigida al estudio de la respuesta de las leguminosas
y de su simbiosis con Rhizobium a la aplicacion de azufre y nitrégeno, se
centrd después en el nitrato abandonando el azufre. La respuesta de las
leguminosas a la fertilizacion con nitrégeno reactivo es diferente a la de
otras plantas, especialmente los cereales donde estd muy bien estudiada y
fue la base de la revolucion verde, que ha sido bien descrita en el discurso
que acabamos de escuchar. El hecho de que las leguminosas hayan
evolucionado junto a bacterias fijadoras de nitrdgeno que le estan
suministrando amonio de forma continua hace que no respondan a la
aplicacion del fertilizante como cabia esperar. EI uso de amonio o nitrato
inhibe la fijacién de nitrégeno y, aparte de encarecer el cultivo, determina
un desequilibrio entre el desarrollo de la planta y las condiciones
ambientales en las que crece, de tal forma que la maduracion se retrasa y
baja la productividad. La sabia Naturaleza ha desarrollado mecanismos para
no desperdiciar energia en cualquier sistema de que se trate. La simbiosis
Rhizobium-leguminosa no es una excepcién, por ello en presencia de
nitrogeno combinado no hay fijacion, e incluso no llegan a formarse
nodulos, lugar en los que, como ha mencionado la Profesora Lluch, tiene
lugar el proceso. Combinar la aplicacion de fertilizante con la fijacion para
aumentar el rendimiento de las plantas ha sido siempre objeto de estudio y
ha estado en la mente de la Profesora Lluch a lo que ha dedicado su esfuerzo
en diferentes frentes. Uno de ellos ha sido el estudio del papel que juegan
algunas hormonas en el establecimiento y eficiencia de la simbiosis en
distintas condiciones de cultivo. Asi se encontrd con el hecho interesante de
que la inhibicion por nitrato de la nodulacion era neutralizada por la
aplicacion de aminoetoxivinilglicina, un inhibidor del etileno, una
fitohormona responsable de los procesos de estrés en las plantas, en la
maduracion de los frutos, la senescencia de hojas y flores y de la abscision

del fruto, como se ve, pura fisiologia.
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Asi continud con su investigacién con el grupo que habia formado
con sus primeros doctores hasta que en los primeros noventa evoluciond
hacia un objetivo de particular interés, como era el cultivo de leguminosas
en suelos salinos. Mas de la ultima mitad de sus publicaciones,
comunicaciones a congresos y de sus 28 proyectos para los que ha recibido
subvencion, se ocupan de conocer la respuesta de estas plantas y del
eficiente establecimiento de su asociacion con Rhizobium en presencia de
sal y de los posibles medios de actuacion para conseguir unos rendimientos

satisfactorios de los cultivos.

Cuando el incremento de la poblacion mundial parece imparable y la
superficie de suelo utilizable no aumenta al mismo ritmo, es de importancia
fundamental la necesidad de aprovechar cualquier posibilidad al alcance
para mitigar ese desequilibrio. Los suelos salinos, de todo tipo, ocupan
segn la FAO unos 3,23 millones de km2. La irrigacion y desertificacion
son causas del aumento de la salinidad de los suelos. Aproximadamente un
tercio de las extensiones de regadio en los paises mas importantes
experimenta serios problemas debido a su salinizacion. Nada mas que en
Europa, los suelos salinos alcanzan 20,7 millones de hectareas. Se
comprende por ello el interés de toda investigacion que se dirija al
aprovechamiento de la méaxima superficie de suelo de potencial uso
agricola. No en vano 500 afios después de que Leonardo da Vinci dijera que
“hoy sabemos mas de los cuerpos celestes que del suelo que pisamos”, la
ONU ha declarado 2015 como Afio Internacional del Suelo, considerado

bajo sus diferentes aspectos, entre ellos el agricola.

La salinidad supone para la planta un doble estrés. Por un lado, la
disminucion de la disponibilidad de agua y, por otro, los efectos tdxicos de
los iones acumulados. Al contrario que con especies vegetales de otras
familias, los estudios con leguminosas, se complican al no poder considerar

la planta en el medio natural independientemente de la bacteria con la que se
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asocia, y al presentar cada uno de los miembros que la forman distinta
sensibilidad a la sal en el medio.

Algunas de las estrategias de las que las plantas han echado mano
para enfrentarse al estrés salino, son coincidentes con las utilizadas por las
bacterias tolerantes a la sal. Una de ellas, por ejemplo, es la acumulacién de
solutos compatibles u osmolitos, que son compuestos no toxicos que
incrementan su concentracion celular en medios salinos y no interfieren con
la actividad metabolica. Aumentan el ajuste osmatico que permite mantener
el turgor de las células que de otra forma se deshidratarian. Ejemplo de tales
compuestos son la prolina, la betaina, la trehalosa, y algunos mas con las
mismas caracteristicas, que sustituyen al potasio que se ha acumulado en
una rapida respuesta de la célula al chogue hiperosmdtico. Aparecen
también en otras situaciones de estrés, como sequia y heladas, que inducen
en la plantas efectos miméticos al exceso de sal. Hay, ademas, que tener en
cuenta el papel que se ha atribuido a algunos de los osmolitos en la
detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno, o ROS, que se inducen
en las condiciones de estrés citadas, y en la presencia de patdgenos. Estas
ROS, de no controlarse, producen importantes dafios en las células a nivel

de membrana y ADN.

La citad trehalosa es un disacario no reductor de presencia
practicamente general en los seres vivos y por tanto en la planta y en la
bacteria que se asocia con ella. El papel que juegan la trehalosa y la
trehalasa, la enzima que la hidroliza a glucosa, en esta simbiosis en
condiciones salinas esta siendo bien estudiado por el equipo de la Profesora
Lluch. Paralelamente ha estudiado con resultados esperanzadores otras
estrategias para paliar el efecto de la sal, tales como la implicacion y us de
hormonas, como el &cido abscisico, productos fitosanitarios, como la
validamicina, compuestos implicados en resistencia, como el &cido

salicilico, y, finalmente, polyaminas y brasinoesteroides, estos ultimos
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sujetos del reciente proyecto concedido por el Ministerio de Economia y

Competitividad..

Hoy dia, la introduccién de la biologia molecular permite avanzar a
pasos de gigante en busca de la solucién. A la bacteria, si no los tiene, se le
pueden transferir genes que la faculten para la resistencia, y por parte de la
planta es factible la construccion de transgenicas resistentes a altas
concentraciones de sal o modificar la regulacion de aquellos genes que ya
posee. A pesar de la gran cantidad de informacion existente sobre la
resistencia de las plantas a la salinidad el problema no esté resuelto. Aunque
se han patentado més de 700 resultados obtenidos implicando genes
especificos para la resistencia el éxito es muy poco evidente, por lo que
dedicarse a la busgqueda de una solucion del problema, aunque sea parcial,
es una tarea con futuro y animamos a la nueva académica continuar en esta

direccion.

Llegando al final de estas palabras mias quiero resaltar por su interés
tres cuestiones, en cierto modo relacionadas, que ya ha sefialado la
Profesora Lluch y que de por si son importantes y de actualidad y que
dirigiran la investigacion en el campo de la fijacion bioldgica de nitrégeno.
Una es el papel que este proceso juega en la lucha contra el cambio
climatico. La fertilizacion nitrogenada en la que se sustenta los altos
rendimientos de los cultivos en el mundo desarrollado, conlleva unos
efectos indeseados que deben paliarse y en lo posible eliminarse. Todos
estamos obligados a respetar el ambiente. A las palabras del Papa Francisco
que ha mencionado la Profesora Lluch: “Dios perdona siempre, el hombre a
veces, la naturaleza nunca”, afado unas de Nelson Mandela que se pueden
traer aqui a colacion: “La gran responsabilidad de cada generacion, es la

siguiente”

A la baja eficiencia del nitrogeno aplicado a los cultivos, ya que mas

del 50 por ciento se pierde por lixiviacion, hay que afadir el dafio ambiental
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causado. Contaminacion de las aguas, por un lado, y aumento de la
temperatura de la superficie terrestre, por otro, debido a los gases de efecto
invernadero, el CO2 liberado en la sintesis de las mas de 100 millones de
toneladas/afio de amonio, y el diéxido de nitrogeno procedente de la
actividad microbiana desnitrificante del suelo sobre el nitrato aplicado.
Aparte de una fertilizacion més racional de tal forma, que como también
hemos escuchado a la Profesora Lluch, con menores imputs se obtengan
iguales resultados, hay que intensificar la investigacion, y esta es la segunda
de las cuestiones sefialadas, necesaria para extraer el maximo rendimiento
de la potencialidad que encierra la fijacion de nitrégeno, bien consiguiendo
plantas que sean capaces de utilizar el nitrogeno atmosférico por si mismas,
por transferencia de la dotacion genética correspondiente, objetivo plausible
pero de futuro lejano, o con la construccidn, no me gusta este término pero
me parece que es el que mas se ajusta al caso, de sistemas simbidticos
similares al ya muy citado Rhizobium-leguminosa pero con otras especies
vegetales implicadas. De esta forma, los cereales y demas plantas de interés
agricola podrian utilizar el nitrégeno de una forma limpia y barata a través
de las bacterias con las que se asociaran. Personalmente creo, que teniendo
en cuenta el cimulo de conocimientos que ya se tiene especialmente a nivel
de hospedador, que van desde el reconocimiento de la sefial emitida por
Rhizobium, en respuesta a la de la planta, su transduccion a través de una
larga cascada de genes hasta la formacion del nédulo y creacion de las
condiciones adecuadas para la reduccion del nitr6geno, que muy claramente
ha expuesto la Profesora Lluch, este objetivo es méas facil de alcanzar. Las
micorrizas estan ayudando mucho con una experiencia asociativa superior a
los 400 millones de afios y extenderse al 80 por ciento de las plantas. Mas
que de la carencia de genes para universalizar el proceso, el problema es de
regulacién. Por todo ello creo que no me equivoco, y estoy pensando para
mi, si afirmo que en 10 o 20 afios podrian estar listas prometedoras

simbiosis mutualistas.
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En el interin no se debe despreciar el trabajo que se realiza para
conseguir el mayor partido de los enddfitos fijadores de los que la Profesora
Lluch se ha ocupado en el arriba mencionado ejemplo concreto de la cafia

de azUcar.

Y la tercera cuestion a considerar es la llevada a la practica de los
resultados conseguidos. Las plantas fijadoras seran transgénicas y para su
introduccidon en el mercado habra que resolver el problema persistente de la
contestacion social. Espero que para entonces se haya alcanzado el nivel
cultural suficiente para aceptar el fruto de las investigaciones realizadas y
desoir todos los cantos de sirena de la manipulacién. En nuestras manos esta
cooperar a ello. No es de recibo que la poblacion con alimentacion
deficiente en vitamina A, para los que se ha desarrollado y puesto en
circulacién el arroz dorado, salga en manifestacién contra su cultivo, como
hemos podido ver recientemente en la prensa. A este asunto se puede aplicar
la conocida frase de Albert Einstein de que “los nuevos conocimientos
deben de ser comprendidos con responsabilidad y con una humildad

proporcional a nuestra ignorancia”.

S6lo me queda ya desear que la Profesora Lluch, que de todo lo
dicho tiene un alto conocimiento y manifiesta un gran interés, siga adelante
en su trabajo con el mismo entusiasmo de siempre y con éxito en su
quehacer diario, y no deseo, sino que espero y creo con seguridad, que su
incorporacion como académica supone un enriquecimiento en el saber y

prestigio de esta docta Corporacion.

He dicho
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