DE LAS LEGUMBRES



Restaurando el suelo : legumbres y
medio ambiente







e 2016 Ano Internacional de las legumbres en 682
periodo de sesiones de la ONU, encargando a la
FAO su celebracion: objetivo y conexiones

 Hay 3 retos actuales que se enfrenta la
humanidad: la falta de alimentos, |la degradacion
ambiental y energia.

 Todos ellos vinculadas con dos actividades
enzimaticas la rubisco y la nitrogenasa que
proporcionan energia, CHsy proteinas.



A) Restauracion del suelo
Estabilidad de ecosistemas naturales y agricolas.
Calidad del suelo, Factores ambientales y
Agricultura quimica vs sostenibilidad.
Rizosfera : Interaccion planta microorganismos
Procesos biologicos

B) Interés de las leguminosas.
Agronomico y Genético

C) Fijacion simbiotica de nitrogeno:
Proceso de Haber Bosch
Proceso de nodulacion: Nitrogenasa

Posibilidad de la transferencia de la fijacidon
de N2 a otros cultivos (cereales)



Estabilidad de los ecosistemas naturales y

agricolas en la recuperacion del suelo

v'De la calidad del suelo:

a) Estructurafisica
b) Procesos quimicos

c) Procesos biologicos: Interaccion suelo planta

v'De los factores ambientales, climatologicos,
geomorfoldgicos y humanos

v'De la agricultura quimica



1.- La estabilidad de los ecosistemas
depende de la calidad del suelo

e Estructura Fisica : Formacion de agregados, poros y
la textura

e Procesos Quimicos: Descomposicién de materia
organica dinamica de los elementos minerales,
ciclado de nutrientes,

* Procesos Biologicos: Interaccidn suelo-planta
interviene la biota (microfauna/flora)



2.- Factores ambientales: climaticos,
geomorfologicos y/o humanos
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3.- Practicas agronomicas con abuso de

agroquimicos
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“agricultura quimica”

Exceso en fertilizacion nitrogenada

-Lixiviacion (eutrofizacion  _Limitado a paises
de las aguas en desarrollo

Metahemoglobinemia Producen NO y N,O
Alto costo enerrgético (cambio climatico)



a)El avance espectacular de la AGRICULTURA QUIMICA
mediados del siglo 20 se relaciona con la utilizacion masiva
de fertilizantes quimicos y pesticidas.

b) Se acuina el termino de REVOLUCION VERDE en
1968 por el Director de la Agencia para el Desarrollo
Internacional. En relacion con gran incremento de trigo y
arroz en paises en vias de desarrollo, (con ayuda de
fertilizante quimico), que controlo la hambruna prevista.

c) Un referente son las variedades de alto rendimiento
de trigos Dr. Borlaug en el CIMMT. Este proceso, que no
fue contestado por ecologistas, demostro a los agricultores
los beneficios que puede obtener la agricultura, basados
en lo que la ciencia puede producir.



La gran presion sobre el sistema agrario

/ \

Agotamiento de suelos
Desforestacion a) Perdida de materia organica
masiva b) Capacidad de recuperacion

Potenciacion monocultivo
vs rotacion y cultivos mixtos

Disminucion de los nutrientes
minerales vy alteracion del ciclado

Estos efectos condicionan que la revolucion verde fuera
demasiado optimista



1987 Comision Mundial del Desarrollo y Medio
Ambiente define Agricultura sostenible.

Explotar los recursos Mantener y mejorar la
renovables calidad del medioambiente
Disminuir los residuos en Favorecer la evolucion de las
alimentos y aguas. especies

Evitar la degradacion de los
recursos agricolas.
Preservar las comunidades

Disminuir la utilizacion de
materiales producidos con
consumo de energia.

vegetales.
Disminuir la utilizacion de Reducir la erosion del suelo.
sustancias quimicas: Optimizar el ciclado de materia
fertilizantes nitrogenados. organica y nutrientes.

Consiste en satisfacer las necesidades del presente sin
comprometer las necesidades de las generaciones futuras.



LA RIZOSFERA

Epidermis

Practicas agricolas: efecto rizosférico

(Estabilidad del suelo en el ecosistemas

Rizosfera
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Practicas agricolas: efecto Rizosférico
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Funciones de los exudados

Adquisicion de nutrientes

Absorcion de agua (liberan sustancias mucilaginosas)
Proteccion frente a patégenos (liberan fitoalexinas)
Proteccion frente a elementos toxicos

Establecer relaciones simbidticas

Produccion de agentes aleloquimicos

Seleccion de microorganismos especificos

Quorum sensing: Perciben la densidad de poblacion
Induccidn de la ISR (Resistencia Sistémica Inducida)



Percepcion del “quorum sensing”

Respuesta fisiologica de la planta: activacion de genes especificos
qgue perciben la densidad poblacion bacterianay otros
microorganismaos

La planta actian en conjuncion integrada con el medio para tener
ventajas de una mayor supervivenciay de ser mas
competitiva.

Mecanismo de liberacion de autoinductores como acil —
homoserina- lactina(AHLs).

Plantas transgénicas que producen inductores, aun cuando otras
plantas exudan compuestos que eliminan inductores

Ventajas en un futuro : disminuir el uso de bactericidas quimicos
que pueden ser contaminantes



Interaccidn planta-microorganismo en la rizosfera
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Practicas agrondmicas en cultivo
de leguminosas que explotan procesos biologicos

Practicas agronomicas Procesos biologicos

Rotacidn de cultivos
Cultivos mixtos
Abono en verde

Reduce el uso de fertilizantes

Infeccion por rizobios: especificos infectivos

y efectivos
-Desarrollo del nédulo

Fijacion de nitrégeno

Control patégenos: Disminuye la esporulacion
Descontaminacion de suelos: Absorcion de

Control bidtico y abiotico

Metales 6 degradacion enzimas liticos




Control de patégenos

 Rhizobio es el mayor agente de biocontrol en
ecosistemas naturales y agricolas

e Brayrhizobium japonicum puede causar la disminucion
esporulacion del :

% 35% en
0
75/0 ok ﬂ & Ascochyta
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megasperma SOCIL 47% en ’
Phytium
Fusarium
ultimum

oxysporum
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Interés de las leguminosas

Descontaminacion de suelos. Control abiotico

Absorbiendo directamente

los contaminantes

Planta Contaminante

alfalfa Difenilos policlorados
DDT, DDE, DD

Judia Hidrocarburos aromdticos
Clorobencenos
Hexaclorocilcohexanos

Lente jas Difenilos polibromados

Cacahuete Hidrocarburos aromdticos
Dinitroanilinas

Soja Hexaclorociclohexanos

Fenoles y nitrofenoles
Carbamatos y organofosforados

Facilitando la degradacion

de los contaminantes

Planta

Guisante

Trébol

Contaminante

Diazinon

Tricloroetileno

Sulfonamidas

Paration
Diazinon

Enzimas: hidrolasas, lacasas,
Nitrolasas, DHs, esterasas
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Interés de las leguminosas

Son integrantes de la dieta humana y ganadera desde
10.000 anos (textos sumerios, jeroglificos egipcios,
depositos arqueologicos)

Sintetizan numerosos metabodlitos secundarios que se
utilizan como:
Alimentos nutraceuticos : resverastrol (poliofenol),
fitoestrogenos, antiinflamatorios, antiulcerosos,
antihipertensivas etc.
Biocarburantes: Ricas es lipidos. resinas y taninos
Fitoextraccion, fitoremediacion y fitodegradacion
Piensos ganado y piscifactorias



Implantacion
Reducc.lf)n uso Ec05|:¢,temas: Pasto.s Y Mejora del suelo
de fertilizantes forraje, Revegetacion Ciclado de

utrientes

-América Central -
Reduce la -América del Sur Ratacioniee

contaminacion -India y Pakistan cultivos

i legumbre-cereal
ambiental EDITERRAN 8
Abono verde



Interés de las leguminosas

Produccion
de aceite

Grano y forrajeras



Interés agronomico




Interés genomico

Se conoce la secuencia completa del
genoma de las leguminosas y de los rizobios

Mdicago truncatula Phaseolus vulgaris

| ) : Medicago sativa
otus japonicum _ o
\ / Lupinus angustifolius

GenoOmica: Reducido el
l costo de secuenciacion

Glycine max Soja 1 \

piensos ganado Cicer arietinum
(2010) Arachis hipogea Garbanzo 22cultivo
Cacahuete (2011) mundial ingesta

proteica (2014).



Familia leguminoidea

e Subfamilia Papilionoidea: 90% noduladas
e Subfamilia Mimosoidea: 25% noduladas
e Subfamilia Cesalpinoidea: 3% noduladas

Familia Rizobiaceae :

Géneros:, Rhizobium, Bradyrhizobium
Mesorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium
Allorhizobium, Azorhizobium
Burkolderkia

@ Paul Gopts



Descubrimiento de la simbiosis

En el siglo XVI Leonhard Fuchsius dibujo
leguminosas noduladas

En el XVII, Malpighi observé nodulos y
filamentos en raices de judia (Phaseolus
vulgaris) y de haba (Vicia faba).

A finales del XIX el botanico ruso Woronin
detecto la presencia de bacterias en nodulos
de lupino y alisos.

El francés J.B. Boussingault demostro que las
leguminosas adquirian mas nitrogeno que los
cereales de un mismo suelo

Los alemanes Hermann Hellriegel (1888) y
Hermann Wilfarth (quimicos) establecieron |la
capacidad de las leguminosas de utilizar el N,
del aire en nodulos




Nitrogeno

El nitrogeno es el nutriente mas importante
requerido por las plantas, su disponibilidad es
limitada en muchos suelos, aunque la atmaodsfera
terrestre contiene un 78% en forma gaseosa al
no ser reactivo, las plantas son incapaces de
utilizarlo.

La utilizacion de nitrégeno atmosférico por el
hombre en la agricultura fue al azar a través de
la llamada fijacidn de nitrégeno industrial.



El proceso Haber - Bosch

El nitrégeno del aire se convierte en amoniaco mediante un catalizador de higrmro.
H a e r- B O S C Es una reaccién reversible gue fue estudiada por primera vez en detalle por Gerhard Ertl,
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N, fijado: Haber-Bosch vs fijacion
bioldgica de nitrégeno
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En los ultimos 100 anos, la reserva de Nr creado
Antropogénicamente se ha incrementado por

1.- Gran aumento en combustion de fdsiles (1 Tg en
1860 vs 25 Tg N ano en 2000)

2.- Gran incremento fertilizantes (Haber-Bosch):
Era cero antes del siglo 20y en la actualidad 110 Tg N
/ano.

Hay que asumir que la sintesis de 1 Kg de fertilizante
nitrogenado consume 72.8 Mj de energia fosil

En el pasado, el N reactivo (Nr) no se acumulaba en suelo,
pues la desnitrificacion ocurria al mismo ritmo que la FBN
por microorganismos fijadores en vida libre o en simbio%is



Modificaciones en la composicion global de la atmosfera debido a la
acumulacion de gases que impiden la salida de radiacidn infrarroja
debilitando la troposfera (capa de ozono)

(a) Global atmospheric concentrations of three well mixed
greenhouse gases
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La ONU define al CAMBIO CLIMATICO como un cambio
atribuido a la actividad humana (uso de fertilizantes, actividad
antropogénica y ganadera) que altera la composicion de la
atmosfera.

El Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico
(IPCC1979 Génova ) implica al CO2, al CHs, los NO y los CFC, como
responsables del aumento de T2y del efecto invernadero que son
devastadores.

El dltimo informe del IPCC del 2014 senala “que por primera
vez en la historia humana la concentracion atmosférica de CO,
supero los 400 ppm, un umbral que se suponia no debia
cruzarse”,

Este aumento de CO, esta afectando a cultivos de trigo en
campo puesto que el exceso de COz2 interfiere con el metabolismo
de nitrato y inhibe la formacion de proteinas y afecta a la calidad
de los alimentos.



La adaptacion al cambio climatico
requiere adoptar practicas agricolas que
reduzcan los fertilizantes nitrogenados,
guimicamente sintetizados.

Priorizar la Fijacion Bioldgica de Nitrégeno
como proceso respetuoso con el medio
ambiente.

Algunas procariotas son capaces de romper el triple enlace del N2
formar amonio y cederlo a leguminosas en simbiosis que lo integran en
proteinas.



Las leguminosas han establecido y desarrollado un sistema
rizosferico en el cual se recluta selectivamente bacterias del
suelo denominados rizobios para formar una simbiosis
mutualista utilizando como medio de comunicacion, via SYM




Establecimiento de la simbiosis : Eventos iniciales

Rhizobium

genes nod

—{nod bo

VAN
Factores Nod
o) 5
(@)

2.- Flavonoides X

1. Intercambio de senales en
la simbiosis Rhizobium-leguminosa

Factores Nod

2.- LCO: lipoquitooligosacarido

»

| Cortex

Periciclo

Tej. vascular

3. Adhesion y colonizacion

de la raiz
I I | Epidermis

4.-Curvatura de pelos
radicales




Genes implicados en la entrada del rizobio
Dos receptores ( LRR y LysM ), canal de calcio, otro de potasio en la
menbrana del nucleo, dos nucleoporinas y CCaMK
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4.-Curvatura de pelos radicales

Curvatura




Infeccion de los pelos Curvatura del pelo
radicales radical

El proceso de infeccidn, se inicia cuando las bacterias son estimuladas por los
exudados radicales y proliferan, lo que induce un alargamiento y encurvamiento de
los pelos radicales y posterior formacion de una estructura tubular llamada corddn

de infeccion.



5.- Formacion del corddon de infeccion: se inicia
simultaneamente a la division celular en la
corteza radical (meristemo nodular)




@ Legume
1 Nod factors /_/\-\ \
R4 1 LysM-RLKs
i §

Cation channel LRR-RK

Ca®* spiking

CCaMK

Cytokinin receptor

(i) Betaines, jasmonate,
xanthones, vanillin. ..



Esquema del proceso Simbiosis Rhizobium-Leguminosa

@ é Proceso de Infeccion

Adhesion a Curvatura del Formacion cordon
pelos radicales pelo radical de infeccion

S5

Fijacion Biologica de Nitrégeno

N, + 16 MgATP + 8¢ + 8H* » 2NH, + 16 MgADP + 16P;+ 2H, {g%h
Bacteroides ~ SESSI—— - \‘L_,,_
o

Cortex

Nodulos

Primordio nodular

Simbiosomas



Plant-Rhizobium long dialogue

There are specific phenolic compounds for my favorite
Rhizobium!!!

[ What are those?!!!l Yeah, they are what | like!!!

Let’s go near that plant, and express NOD factors !!!!

You are welcome to be hosted in cortex cells!!! Let's
penetrate!!

Let’s fix N,!!!

<[ Thanks, for Ammoniall!

Thanks too for sucrose and nice hospitality!!!




7. Formacion del ndédulo




7. Formacion del ndédulo




La bacteria se transforma en bacteroire queda envuelta por una
membrana de origen vegetal, el metabolismo de CHs cambia solo
utiliza Ac. dicarboxilico (planta) es anaerobica y sintetiza Nasa.




Nitrogenasa

N, + 16 MgATP + 8H + 8e- - 2NH3+16MgADP + 16Pi + H,

(A)
Mitrogenase complex
© - i
Fe protein Mole protein
[MITH] [(MHTY, MIMK + FeMoon)

Dindtrogenase Dindtrogenase
redl et ase e

-
Maoke,

(B)

= Fe proteing
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Molecular
model of FeMoco
present in all
symbiotic bacteria




Genes en la sintesis del FeMoCo

gt
W Existen 20 genes nif:
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nif gene expression

M Nitrogenase structural gene [l Unknown function M Nitrogenase maturation
M Nitrogenase structural gene [l FeMo-co biosynthesis l Electron donation to nitrogenase
M Nitrogenase structural gene B nif gene expression

Las proteinas implicadas en la biosintesis de FeMo-co pueden ser :
*Moléculas andamio (NifU, Nif B y Nif EN) donde FeMo-co se ensambla

*Metalocluster proteicos (Nif Xy Naf Y) que llevan precursores de FeMo-co al
lugar apropiado del ensamblaje

*Enzimas (Nif S, Nif Q y Nif V) que suministran azufre, molibdeno (Mo) y
homocitrato como sustrato para la sintesis del cofactor.



Estructura del FeMo-Co

El FeMo-co es nhecesario
para la nitrogenasa porque
rompe el triple enlace de N,

Esta compuesto por una
porcion inorganica
Mo-Fe,-S,-X y el acido
organico R- homocitrato

Tambien se describe como
un nucleo de Feg- Sq
encapsulado por un atomo
de Moy otro de Fe

Central atom (C, N, O)

Iron-sulfur core

Homocitrate

Figure 2

Structure of iron-molybdenum cofactor (FeMo-co)
of nitrogenase.

Este FeMo-co se inserta en la apo-Nif DK para formar la nitrogenasa




Mecanismos protectores de las nitrogenasa al
oxigeno

Microaerofilia

Proteccion respiratoria
Proteccion conformacional
Inhibicion reversible
Sintesis de la nitrogenasa
Separacion espacial

Barrera a la difusién: leghemoglobina



NODULO DE LEGUMINOSA NODULO DE RAIZ DE SOJA



Posibilidad de Transferir el Sistema Fijador
de Nitrégeno a otros cultivos: cereales

En 1917 Burrill y Hansen, de |a Universidad de lllinois,
especularon con la posibilidad de lograr la simbiosis entre la
bacteria de las leguminosa con otras no-leguminosas.

En 1971 Prof. Daniel Arnon (Berkeley) predijo que en 10 afios
se habria desarrollado un método que capacite la fijacion de
nitrogeno, en el cloroplasto compartiendo ambos procesos
noche y dia .

En 1970 Norman Bourlaug Premio Nobel de la paz en Oslo,
Rhizobium cerealis



Actualmente con los conocimientos que se tienen,
ambicionar la transferencia del sistema fijador de
nitrégeno a otros cultivos es un reto para la investigacion

Dr. Gary Stacey Universidad de Mossouri mediante a) eliminacion
del mecanismo de Respuesta a la Inmunidad Innata (MAMPs ) b)la
entrada del rizobio via grieta c) la transferencia de los genes
simbidticos de reconocimiento (SYM) comprobando que los
cereales responde a las redes de comunicacion del rizobio.

Dr. Pakrasi Centro de Energias Renovables y Sostenibilidad
Universidad de Washington (San Luis) en 2013 recibio una
subvencion (USA-UK) Transferir 30 genes de una cianobacteria
(fijadora de N2), al cloroplasto vegetal con un control del reloj
circadiano.



Dr. Luis Rubio CBGP UPM, en 2012 recibio de la
Fundacion Bill y Melinda Gates 3.5 millones de E
euros

Pretende la transferencia directa de los genes
nif implicados exclusivamente en el
funcionamiento del Cofactor de Molibdeno, sitio
activo de la enzima (FeMoco)

La purificacion de las proteinas implicadas han
permitido desarrollar una nitrogenasa hibrida in
vitro reemplazando al FeMoco por uno de sus
intermediarios.

Esta construccion in vitro ha evidenciado los
genes nif necesarios para sintetizar el cofactor,
(solo requiere 10 de ellos) la concentraciéon de
proteinas estructurales y biosintéticas de |la
enzima en condiciones diazotroficas y su
variaciones en el tiempo.







Medio Ambiente y Leguminosas

Simbiosis Rhizobium —
Leguminosa

Fijacion de Nitrogeno

Disminuye la contaminacion Rotacidn de cultivos
ambiental y Agricultura sostenible
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