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Introduccion

1. EL NITROGENO EN LA BIOSFERA

El nitrégeno constituye el 78% de la atmoésfera, donde se encuentra en
forma de gas quimicamente inerte y por tanto no aprovechable para los seres
vivos. No obstante, la litosfera es el mayor reservorio de nitrégeno y la cantidad
de este elemento existente en ella es mas de cincuenta veces la de la atmosfera.
Sin embargo, debido a que se encuentra en forma estable en rocas primarias y
sedimentarias, tiene una baja participacion en el ciclo del nitrogeno de la biosfera
(Subba Rao, 1977). De ahi la importancia que adquieren los mecanismos de
fijacion de nitrogeno y la transformacion ciclica de los compuestos nitrogenados
para proveer las formas de nitrogeno requeridas por los distintos organismos

VIVOS.

Este elemento esta considerado como esencial para todos los organismos
vivos. Forma parte de biomoléculas como 4acidos nucleicos, proteinas y de
compuestos cuantitativamente menos significativos como coenzimas, vitaminas
y pigmentos. Es evidente, por tanto, que para crecer, multiplicarse y sobrevivir

las plantas necesitan una fuente de nitrégeno.

A pesar de que el nitrégeno es un elemento abundante en la naturaleza,
también es el nutriente limitante mas frecuente de la productividad vegetal. Esto
es debido a que la mayoria de las plantas absorben el nitrégeno combinado del
suelo, donde se encuentra como nitrogeno organico o inorgdnico en forma de
nitratos o amonio, puesto que el nitrogeno atmosférico no es directamente
aprovechable por las plantas y solo puede ser fijado por algunas bacterias del
suelo, por cianoficeas y por bacterias que viven en simbiosis con leguminosas y

otras especies vegetales.
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2. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO EN VIDA LIBRE

La fijaciéon bioldgica de nitrogeno no se ha encontrado en eucariotas, pero
esta ampliamente distribuida entre eubacterias y arqueobacterias. Recientemente
Young (1992) ha elaborado un catalogo de fijadores de nitrogeno en el que se
engloban cerca de un centenar de géneros en ocho categorias, distribuidos entre
la mayoria de las divisiones filogenéticas. Esta recopilacion es consecuencia del
estudio de la evolucion a nivel molecular, por hibridacion, catalogacion de
oligonucledtidos y secuenciacion, siendo la clave del proceso la biomolécula 16S

del ARN ribosémico, que es universal y conserva su funcion (Woese, 1987).

La aportacion de amonio al suelo por fijacion en vida libre es mil veces
menos efectiva que la de la asociacion simbidtica, puesto que casi todo el
amonio que producen es autoasimilado rapidamente. Los principales fijadores en
vida libre son las cianobacterias formadoras de heterocistos Anabaena y Nostoc.
Entre las bacterias destacan las aerobias como Azotobacter, Beijerinckia y
Bacillus polymyxa y las anaerobias como Clostridium spp, Desulfovibrio y
Desulfotomaculum. La contribucion de estos grupos a la fijacion biologica de

nitrégeno es escasa (Stewart, 1982), aunque se pueden mencionar determinadas

excepciones:
. Clostridium en zonas pantanosas y cultivos de arroz puede
contribuir por encima de 33 Kg/Ha/aio al nitrégeno fijado del
suelo (Mishustin y Yemstev, 1975).
. Azospirillum spp, cuando se asocia con las raices de algunas

plantas herbaceas y cereales (Boddey y Dobereiner, 1984;
Okon, 1984), produce beneficios en uno o ambos sentidos pero
sin producir cambios anatémicos ni fisioldgicos importantes.

Del nitrégeno fijado por Azospirillum la planta utiliza el 5% y
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no de forma directa (Okon et al., 1983), ya que la planta
dispone de ¢l segin mueren las bacterias, lo que supone una

previa mineralizacion antes de ser absorbido.

Azotobacter también es capaz de formar asociaciones no
simbioticas con las raices de plantas, llegando incluso a darse
casos de especificidad entre ambos organismos (Dobereiner et
al., 1972).
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3.  FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO: SIMBIOSIS
Rhizobium-LEGUMINOSA

La asociacion formada entre las leguminosas y las bacterias del suelo de
los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium que colonizan sus raices formando
nddulos, presenta dos caracteristicas claves: Por una parte es el sistema que
contribuye de forma mayoritaria al ciclo del nitrogeno y por otra parte es
ampliamente reconocido el interés agricola y ecoldgico de estos cultivos. En
consecuencia, los estudios para conocer y potenciar esta simbiosis estan

justificados.

3.1. Familia Leguminosaceae

Esta numerosa familia botdnica estd ampliamente distribuida en el reino
vegetal, estimandose entre 16000 y 20000 especies incluidas en 750 géneros
(Polhill y Raven, 1981). Taubert (1984), basandose en las diferencias florales,
divide esta familia en 3 subfamilias, Caesalpinoideae, Mimosoideae y
Papilionoideae. Sin embargo, hay alguna reestructuracion taxondémica que le
adjudica rango de familia a cada una de las 3 subdivisiones, quedando incluidas
como familias Mimosaceae, Caesalpinaceae y Fabaceae, Leguminosaceae o

Papilonaceae dentro del orden Leguminales (Hutchinson, 1964).

A la Caesalpinoiaceae la evolucion la sefala como la més antigua de las
tres familias (Watson, 1981). Esta formada por arboles y arbustos que se utilizan
en la industria maderera y como plantas ornamentales. Algunas especies
producen taninos, tintes, materias primas de interés farmacéutico, gomas y
mucilagos, entre otros productos de interés industrial. Los datos bibliograficos

sefialan que solo un 3-5% de las especies nodulan (Sprent, 1987).
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La familia Mimosaceae incluye arboles, plantas lefiosas tropicales y
subtropicales y algunas plantas herbaceas perennes. Hay numerosas especies
ornamentales de utilidad en floricultura y horticultura. Son también fuentes de
taninos, goma arabiga, mucilagos, perfumes y colorantes. Se consideran
vegetales que aportan una fuente de nitrdgeno en ecosistemas extremos, como
regiones articas o bosques australianos. El 30% de los géneros estudiados
presentan nddulos radicales (Allen y Allen, 1981), excepto en Neptunia que
forma nodulos en tallos. Al estudiar la estructura del nodulo se evidencian
aspectos morfologicos caracteristicos, como la ausencia del cordon de infeccion.
Los nddulos se encuentran en plantas con raices carentes de pelos radicales y no
asociados a raices laterales, por lo que en estas plantas la infeccion tiene lugar
bien entre células epidérmicas de la raiz o bien a través de heridas (Sprent et al.,

1987).

La familia Papilonaceae incluye todos los cultivos de legumbres con
frutos y semillas ricas en lipidos asi como la mayor parte de especies forrajeras
de importancia agricola. También se encuentran en esta familia arbustos y
arboles utilizados en horticultura ornamental y en plantaciones que previenen la
erosion del suelo y aumentan el contenido en nitrogeno del mismo. Las
leguminosas grano directamente explotadas por el hombre pertenecen en su
mayoria a las tribus Phaseoleae, Vicieae y Cicereae. Las leguminosas de interés
en pastos y forrajes se agrupan entorno a las tribus Trifoliae y Loteae. Ademas,
también se encuentran en esta familia, la tribu Aeschynomeneae que contiene una
importante leguminosa grano, el cacahuete y la tribu Genisteae que aporta solo
un género, Lupinus, al catidlogo de leguminosas grano. La nodulacion entre

miembros de esta familia se sit(ia entorno al 97%.
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3.1.1. Vicia faba

Es una leguminosa anual de tallo tnico, erecto, duro, hueco y frondoso; su
altura va de 60 a 180 cm. No tiene zarcillos, presenta una raiz bien desarrollada y
muchas raices laterales que sostienen racimos de nddulos pequefios y lobulados
que crecen horizontalmente. Las hojas son alternas, pinnadas, enteras, ovaladas y
con una longitud entre 5 y 7.5 cm. El peciolo es acanalado, con pequefios

pulvinulos. Las flores nacen en la axila de la hoja y son de color variable.

La sistematica de las especies de haba es muy confusa. Asi, clasicamente
se han reconocido dos variedades distintas: hortensis o haba de jardin o culinaria
y equina o haba de campo. Murotava (1931) subdivide a Vicia faba en dos
subespecies, paucijuga y faba, segin el nimero de foliolos por hoja y esta
ultima en tres variedades, major, equina y minor, segin la relacion
grosor/longitud del tallo. Cubero y Suso (1981) encuentran que la principal
caracteristica que discrimina a estos grupos de cultivares es el tamafio de la
semilla. Cubero (1983) sugiere que existen cuatro subespecies: minor (semillas
pequenas, redondeadas, tipificada como el haba comun), equina (tamafio medio,
tipificada como el haba de burro), faba (variedad mayor, haba culinaria o de
horticultura con semilla ancha y grande) y paucijuga, que ya habia reconocido

Hanelt (1972) como una raza geografica de la subespecie minor.

Las semillas muestran una gran variacion, algunas son angulosas y estan
fuertemente comprimidas y otras son casi globosas. Su coloracion externa puede
ser blanca, amarilla, marrén, verde, purpura o negra; todas poseen hilo
prominente, que puede ser blanco, amarillo o negro (Kay, 1979). La
composicion aproximada es de 11% de humedad, 30% de proteinas, 45% de
carbohidratos, 2% de grasa, 8% de fibra y 4% de cenizas (Clausen y Hansen,
1968). Se han identificado como proteinas mayoritarias las globulinas de 7S y

11-138, correspondientes a vicilina y legumina y las albiminas (Millerd 1975).
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La relacién entre las distintas proteinas varia con la variedad y el genotipo
(Pasqualini et al., 1991). La composicion de aminoacidos demuestra que son
mas ricas en lisina que los cereales (Hagberg y Sjodin, 1975) y més pobres en

aminoacidos azufrados.

3.2. Familia Rhizobiaceae

Las bacterias que forman simbiosis fijadoras de nitrégeno con las plantas
leguminosas pertenecen a la familia Rhizobiaceae. Clésicamente se han
clasificado en dos géneros: Rhizobium (rapido crecimiento) y Bradyrhizobium
(lento crecimiento), basandose en la velocidad de crecimiento (tiempo de
generacion) en un medio manitol-extracto de levadura. Estos dos grupos difieren
ademas en la utilizacion de varios compuestos carbonados (Graham, 1964). El
Manual Bergey's de Bacteriologia Sistematica también incluye en esta familia un
tercer género, Agrobacterium, que forma asociaciones no mutualistas con plantas
dicotiledoneas; especies como A. tumefaciens y A. rubi forman tumores en las
raices y A. rhizogenes estimula la formacion de hipertrofias corticales y la

proliferacion de raices adventicias (Sneath, 1986; Staley, 1989; Williams, 1989).

Los estudios de homologia del ADN vy analisis del ARN ribosémico
demuestran que Rhizobium y Bradyrhizobium no estan relacionados entre si; en
cambio, entre Rhizobium y Agrobacterium se presenta una estrecha correlacion.
La principal caracteristica que une a Rhizobium y Bradyrhizobium es su
capacidad de formar nodulos con las leguminosas, por lo que es de interés

determinar las semejanzas entre sus genes simbidticos.

La clasificacion actual, basada en el hospedador y en otras caracteristicas
como homologia del ADN (Jarvis et al., 1980), relaciones serologicas (Vincent,
1977), perfil de proteinas solubles por electroforesis (Roberts et al., 1980),

presencia de polisacéridos, fagotipos, serotipos y utilizaciéon de azlcares y
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aminodcidos (Jordan 1984; Scholl y Elkan, 1984; Dreyfus et al., 1988; Chen et

al., 1988), establece cinco géneros:

. Género Rhizobium: Se incluyen seis especies de rapido crecimiento

(Elkam, 1992).

a)

b)

d)

Rhizobium leguminosarum que agrupa tres biovariedades:
biovar. viceae, que infecta a las leguminosas de los géneros
Pisum, Vicia y Lens; biovar. phaseoli que infecta a
Phaseolus y biovar. trifolii que infecta a especies de

Trifolium.

Rhizobium meliloti permanece como especie independiente
y nodula a las especies de los géneros Melilotus,

Medicago y Trigonella entre otras.

Rhizobium loti, que agrupa a microorganismos capaces de
nodular un amplio rango de hospedadores entre las que se
encuentra  Lotus, Cicer, Robinia  pseudoacacia,

Onobrychis, y Leucaena.

Rhizobium galegae que infecta a especies del género

Galega (Lindstrom, 1989).

Rhizobium etli sp. nov. que previamente se habia
denominado Rhizobium leguminosarum biovar. phaseoli
(tipo I), denominandose al (tipo II) como Rhizobium
tropici (Martinez et al., 1991), ambas infectan a Phaseolus

vulgaris.

10
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f)  Rhizobium kuakuii que infecta a especies del género

Astragalus (Chen et al., 1991).

Género Bradyrhizobium: Las especies de lento crecimiento quedan
agrupadas en la especie B. japonicum, que nodula a Glycine y

Lupinus.

Género Sinorhizobium: Género propuesto para la antigua especie de
R. fredii que agrupa bacterias de rapido crecimiento capaces de
nodular Glycine. Este nuevo género incluye dos especies, S. fredii y

S. xinjiangesis.

Género Azorhizobium: Incluye la especie 4. caulinodans, que forma

nddulos fijadores en raiz y tallo de Sesbania rostrata.

Recientemente Sprent (1990) ha incluido un quinto género, el género

Photorhizobium.

Establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa

Las bacterias del género Rhizobium infectan las células corticales de las

raices de leguminosas y dan lugar a la formacion de nddulos. El proceso de

nodulacion ha sido recientemente revisado por Kijne (1992) y se puede resumir

en 3 etapas: a) especificidad o estado de preinfeccion, b) infeccion y formacion

del nédulo, en la que se incluyen, la union de Rhizobium al pelo radical, la

deformacion de éste, la iniciacion y la elongacion del cordon de infeccion y la

liberacion de bacterias en el interior de las células vegetales del cortex radical, c)

efectividad o funcionamiento del ndédulo.

11
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El desarrollo de los nddulos ha sido caracterizado por Vincent (1980) en
una serie de etapas secuenciadas e independientes. Se le han asignado cédigos
fenotipicos, que pueden estar influenciados por uno o mas genes (Appelbaum,
1990) y han sido revisados y ampliados por Caetano-Anollés y Gresshoff (1991).
Este proceso involucra ademas de la etapa de preinfeccion, otros dos eventos
independientes, la infeccion (invasion) y el desarrollo del nédulo, en el que se
incluye la division celular, la diferenciacion y la funcionalidad. El proceso de
infeccion incluye: La union al pelo radical (Roa), la deformacion de éstos (Hac),
la iniciacién y la elongacion del cordon de infeccion (Inf) y la liberacion de

bacterias en el interior de las células vegetales del cortex radical (Bar).

La infeccion de las leguminosas por Rhizobium ocurre a través de tres vias
alternativas: A través del pelo radical, la mas usual, a través de las heridas
(Pueppke, 1986) y por las células epidérmicas, descrita por Faria et al. (1988).
La naturaleza quimica y fisica de la pared celular del pelo radical es
probablemente un factor critico para determinar la infeccion (Sequeira, 1986).
Ademas, en la infeccion hay que considerar dos aspectos claves de Rhizobium:
Los polisacaridos que segregan, de los que al menos existen cuatro tipos
(Carlson, 1982; Reuber et al., 1991) que son degradados por enzimas
celuloliticas y pectoliticas (Martinez-Molina y Olivares, 1982) y los genes nod,
que controlan la infeccion e iniciacion del nodulo, inducidos por exudados

radicales (Zaat et al., 1989).

En consecuencia, con la liberacion de quimioatractantes por las plantas,
con las senales inducidas por los genes nod y con las sefiales especificas
producidas por Rhizobium se induce el crecimiento y el metabolismo de las
células nodulares en la raiz. Una o mas de estas sefiales moleculares es un
mitogeno especifico que probablemente actiie influyendo en el balance hormonal

endogeno (Ligero et al., 1991; Truchet et al., 1991; Franssen et al., 1992).

12
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Paralelamente al proceso de infeccion, algunas células del cortex radical se
diferencian para dar lugar a la iniciacion del nddulo (Noi). Esto implica el inicio
de la mitosis cortical, formacion del meristemo nodular y desarrollo de la
estructura del nodulo. Ambos procesos, tanto la infeccion como el desarrollo del
nddulo, se inician a las pocas horas de haberse puesto en contacto la bacteria con
la raiz. Las ultimas etapas de la simbiosis incluyen la diferenciacion de la
bacteria en bacteroide (Bad), quedando confinado en vesiculas rodeadas por la
membrana peribacteriodea, la sintesis de nitrogenasa (Nif) y otros metabolitos
codificados por genes requeridos para la fijacion (Cop) y la persistencia del

nddulo (Nop).

Se han descrito dos tipos de nodulos en las leguminosas, nddulos
determinados y nodulos indeterminados, que difieren en su morfologia, en la
estructura y desarrollo del cordon de infeccion (Rae et al, 1992), en su
funcionamiento y en la presencia o no de meristemo apical (Sprent ef al., 1989).
Las leguminosas de zonas templadas como Pisum, Vicia, Trifolium y Medicago
desarrollan nddulos indeterminados, mientras que las leguminosas de zonas

tropicales, Glycine, Phaseolus, Vigna, etc. presentan nodulos determinados.

3.4. Bioquimica de la fijacion de nitrégeno: Nitrogenasa e Hidrogenasa

La capacidad de fijar nitrdgeno se debe al complejo enzimatico nitrogenasa
(EC 1.7.99.2), purificado y aislado por primera vez por Carnaham et al. (1960)
en Clostridium pasteurianum. La estructura, funciéon y mecanismo de accion de
esta enzima, ha sido objeto de estudio durante los tltimos treinta afios (Yates,

1992).
El complejo enzimatico consta de dos componentes: el componente I, una

molibdoferroproteina o nitrogenasa y el componente I, que es una ferroproteina

denominada nitrogenasa reductasa. El centro activo de la enzima es un cofactor

13
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con hierro y molibdeno denominado FeMoco (Imperial et al., 1989). La
actividad viene determinada por la existencia de los dos componentes,
ATP-Mg”", donadores de electrones y un sistema de proteccion frente al oxigeno
(Postgate, 1987). Normalmente como donador de electrones para la enzima in
vivo actia la ferredoxina y flavodoxina (Gallon y Chaplin, 1987), que
proporcionan los equivalentes de reduccion necesarios para reducir al nitrégeno.
El mecanismo de transferencia de electrones ha sido recientemente descrito por
Thorneley (1990) mediante un proceso endergdnico que requiere un minimo de
energia de 960 kJ por unidad de nitrégeno fijado. De ahi que se requieran 16
moléculas de ATP hidrolizadas por los 8 electrones transportados a través del

complejo nitrogenasa (Pate y Layzell, 1990).

Se ha descrito la existencia de una nitrogenasa independiente del
molibdeno y dependiente del vanadio (Bishop et al., 1980; Robson et al., 1986)
denominada nitrogenasa-2, cuyo centro activo es el FeVaco. Asimismo, se ha
encontrado una nitrogenasa-3, dependiente del hierro como unico metal en el

centro activo de la enzima, FeFeco (Bishop, 1990; Bishop y Premakumar, 1992).

La nitrogenasa de todos los diazotrofos en los que se ha estudiado reduce
protones a hidrogeno, concomitantemente con la reduccion de nitrogeno a
amonio. Bulen y LeCompte (1966) describieron este hecho por primera vez en
extractos de Azotobacter y demostraron que el proceso es dependiente del ATP.
El mecanismo mas aceptado para explicar esta produccion de hidrégeno fue
propuesto inicialmente por Chatt (1980) y revisado posteriormente por Lowe et
al. (1985) y Thorneley y Lowe (1985). El modelo predice una estequiometria de
un mol de hidrégeno producido por mol de nitrégeno fijado, lo que implica que
el 25% de los electrones que pasan a través de la nitrogenasa se desvian y en
consecuencia es una fuente de ineficiencia de esta actividad (Schubert y Evans,

1976; Dixon et al., 1981).
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La presencia de un sistema con capacidad de oxidar el hidrogeno
independiente de la nitrogenasa (fenotipo Hup), se ha demostrado en algunas
cepas de Bradyrhizobium spp, B. japonicum, R. meliloti y R. leguminosarum
biovar. viceae (Evans et al., 1981; Brewin, 1984; Evans et al., 1985; 1987) y en
Azorhizobium caulinodans, bacteria que nodula en tallos (Stam et al., 1984).
Puesto que ambas enzimas, nitrogenasa e hidrogenasa, estan involucrados en el
metabolismo del hidrogeno en los nodulos radicales, el nivel de esta molécula en
el nodulo es dificil de evaluar cuantitativamente. Esto indujo a Schubert y Evans
(1976) a definir el término de eficiencia relativa, que relaciona el

desprendimiento de H, con el flujo de electrones a través de la nitrogenasa.

El valor de eficiencia relativa se identifica con la eficiencia del sistema
fijador de nitrogeno. El maximo valor es 1 y significa que no hay liberacion de
hidrégeno. Para un sistema que carece de hidrogenasa su maximo valor tedrico
es 0.75, por tanto valores entre 0.75 y 1 indican que alguna hidrogenasa esta
presente aunque no lo suficientemente eficiente para consumir todo el hidrogeno

(Evans et al., 1981; Simpson y Burris, 1984).

A esta actividad se le atribuyen diversas funciones, todas ellas beneficiosas
para la fijacién de nitrégeno (Dixon, 1972). Por una parte, se elimina hidrogeno
que puede inactivar a la nitrogenasa, aun cuando se cuestionan dos hechos, que
la concentracion de hidrégeno alcanzada sea lo suficientemente alta y que
existan barreras en el medio que impidan su difusion. Sin embargo, los datos
encontrados de K; del hidrogeno para inhibir la reduccion de nitrogeno (Rasche
y Arp, 1989), asi como las concentraciones de ambos gases en el interior del
nddulo (Hunt et al., 1988), postulan esta funcion como correcta. Por otra parte, el
potencial redox de la oxidacion de hidrégeno es lo suficientemente bajo, - 420
mV, como para que se pueda utilizar como fuente adicional de poder reductor y
energia para el sistema fijador de nitrogeno. La oxidacion del hidrogeno

acoplada a la formacion de ATP ha sido descrita por Dixon (1968), Ruiz-
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Arglieso et al. (1979) y Nelson y Salminen (1982), entre otros. Por ultimo, la
eliminacion de hidrégeno esta acoplada al consumo de oxigeno, con lo que se
protege a la nitrogenasa de éste. De esta manera, se favorece el mecanismo de
"proteccion respiratoria", presente en bacterias fijadoras de nitrogeno en
aerobiosis. Esta proteccion respiratoria no ha sido demostrada en nddulos

intactos (Serraj et al., 1992; Garrido, 1992).

La hidrogenasa ha sido aislada de numerosos microorganismos (O'Brian y
Maier, 1988) y purificada a homogeneidad de bacteroides (Arp, 1985) y de
células quimioautotroficas (Harker et al., 1984). La enzima es una proteina de
localizacion citoplasmatica unida a membranas, con un peso molecular nativo de
100 kD y dos subunidades de 65 y 35 kD. Contiene Ni y Fe en una relacién 1/10.
Posee dos centros 4Fe-4S, un centro 3Fe-4S y un centro con Ni (Fauque ef al.,
1988). El donador de electrones enddgeno es desconocido, pudiendo actuar el
azul de metileno y el bencil viologeno como donadores exogenos. Los
inhibidores de la enzima son el CO (Arp y Burris, 1981), el acetileno (Hyman y
Arp, 1987) y el oxigeno (Seefeldt y Arp, 1989a). Como inactivadores actian el
oxigeno y la cianida (Seefeldt y Arp, 1989b).

Respecto al funcionamiento fisiologico y genético de la hidrogenasa, se
puede indicar que esta enzima, por si misma, no es capaz de transferir los
electrones del hidrogeno al oxigeno directamente. Eisbrenner y Evans (1983)
proponen la cadena transportadora de electrones en esta transferencia,
profundizando en esta posibilidad se han realizado diversos estudios, como los
de Emmerich et al. (1979) y OBrian y Maier (1985). Los genes de la
hidrogenasa se han designado como hup. En Bradyrhizobium japonicum los
genes hup no parecen estar asociados a un pldsmido (Cantrell et al., 1982),
mientras que en R. leguminosarum estan localizados en el plasmido sym
(Palacios et al., 1988) de 15 kb organizadas en 6 unidades transcripcionales

designadas como regiones hup, desde la I hasta la VI; todas ellas se transcriben

16



Introduccion

en la misma direccion (Ruiz-Argiieso et al., 1991). Los genes estructurales de la
hidrogenasa de B. japonicum estan localizados en un operén simple (Sayavedra-
Soto et al., 1988). Al comparar la secuencia de los genes que codifican la
hidrogenasa de distintos microorganismos se observa una gran homologia
(Hidalgo et al., 1992). Sin embargo, al transferir el cosmido pHUS2 que contiene
el genoma de la hidrogenasa a cepas de R. meliloti y R. trifolii, slo se detecta
una actividad hidrogenasa pequefia, indicando que el fenotipo Hup no se ha

integrado establemente en el cromosoma del huésped (Lambert et al., 1987).

3.5. Nodulinas

La formacion de los nodulos estd acompaniada de la expresion de genes
especificos de plantas, cuyos productos se denominan nodulinas (Sengupta-
Gopalan et al., 1986; Grovers et al., 1987; Gloudemans et al., 1987). Pueden
clasificarse en nodulinas tempranas y tardias dependiendo del momento de
expresion durante el desarrollo del nédulo. Los productos de genes de plantas
especificamente expresados en el estado de preinfeccion, no pueden ser llamados
nodulinas, segln la definicion; sin embargo, se incluyen dentro de las nodulinas
tempranas, puesto que la expresion de estos genes estd ligada al nodulo
(Gloudemans et al., 1989). Los genes que codifican a las nodulinas tempranas se
denominan ENOD vy los correspondientes a las nodulinas tardias NOD (Nap y
Bisseling, 1989), que pueden ir precedidos por las iniciales del género y de la
especie de la planta. Cuando se obtiene la proteina o su producto de traduccion
in vitro se indica la nodulina por la letra N seguida de las iniciales de la especie
vegetal y el peso molecular determinado por SDS-PAGE; también se puede
adicionar la funcion bioquimica si se conoce (Van Kammen, 1984). Se
diferencian de las proteinas bacteroidales porque son sintetizadas en ribosomas
80S por ARN-poly A". Otra evidencia adicional del origen vegetal de las
nodulinas es que el ARNm que las codifica es complementario del ADN de la

planta.
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En el estado de preinfeccion se han detectado dos genes, RH-42 y RH-44,
que codifican dos proteinas de 42 y 44 kD respectivamente que estan implicadas
en la diferenciacion y encurvamiento del pelo radical (Gloudemans ef al., 1989).
En el proceso de infeccion se han identificado dos nodulinas en guisante,
PsENOD-12 y PsENOD-5. La primera es una proteina formada por dos
pentapéptidos iguales ricos en prolina y esta unida a componentes de la pared
celular. Esta nodulina, que se expresa en las células que crecen en el cordon de
infeccion y en las que estdn delante del 4pice del mismo, estd implicada en la
formacion del primordio nodular (Scheres et al, 1990). La segunda es una
proteina rica en prolina, alanina, glicina y residuos de serina, unida a la lactato
arabinosa. So6lo se expresa en las células que contiene el cordon de infeccion
(Knox et al., 1989), aunque esta presente en las células infectadas iniciales del
nédulo (Scheres et al., 1990). Esta proteina funciona tanto en la preinfeccion
como en el crecimiento del cordon de infeccion y en la proliferacion bacteriana.
Ademas, en guisante se han detectado otras dos nodulinas, la PSENOD-3 y la
PsENOD-14. Ambas son metaloproteinas, con un peso molecular de 6 kD y
exclusivamente localizadas en las células infectadas del nodulo (Scheres et al.,
1989). Por ultimo se ha identificado una ultima nodulina en guisante, la
PsENOD-2 (Scheres et al., 1990), que guarda homologia con la GmENOD-2 de
soja (Bisseling ef al., 1991). Ambas proteinas tienen dos pentapéptidos iguales
con dos residuos de prolina cada uno, el producto que forman estd involucrado
en la formacion del parénquima nodular (van der Wield et al.,, 1990) y en
consecuencia en la formacion de la barrera de difusion al oxigeno sugerida por
Tjepkema y Jocum (1974) y Witty et al. (1986). En Glycine max se han
identificado otras 3 nodulinas mas, GmENOD-13, GmENOD-40 y GmENOD-
55 (Bisseling et al., 1991).

Las nodulinas tardias han sido detectadas en nddulos de todas las

leguminosas estudiadas, entre las que se incluyen alfalfa (Maxwell et al., 1989),
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judia (Ronis et al., 1985), trébol (Kneen et al., 1984), altramuz (Strézycki et al.,
1985), guisante (Cregan y Keyser, 1986), soja (Bergensen y Nutman, 1957),
haba (Phillips ef al., 1986) y la tropical Sesbania (Duc y Picard, 1986). Verma et
al. (1992) sugieren que la induccién de las nodulinas tardias requiere una
liberacion endocitotica de la bacteria y ademds proponen, debido a la semejanza
estructural encontrada entre ellas, que derivan de un ancestro comun.
Consecuentemente, las nodulinas tardias estan relacionadas con el proceso de la

fijacion simbidtica de nitrogeno, por lo que se consideran nodulinas metabdlicas.

A nivel del transporte de metabolitos a través de la membrana
peribacteroidea, se han implicado cuatro nodulinas: Una se ha identificado como
la colina-quinasa II, responsable de la integridad de la membrana peribacteroidea
(Mellor et al., 1986); otra, clasificada como N-24, se localiza en el interior de la
membrana; la tercera conocida como N-26, se relaciona con el transporte entre la
célula huésped y el bacteroide (Fischer y Hennecke, 1987) y puede ser
fosforilada por una quinasa dependiente del calcio (Weaver ef al., 1991) y la
ultima, identificada en Glycine max (Sheehy et al., 1985), se ha denominado N-
23 y es miembro de una pequefia familia de cinco genes todos ellos

caracterizados.

La leghemoglobina, que constituye casi el 20% de la proteina total soluble
del nodulo, se considera una nodulina metabodlica que contribuye a crear las
condiciones requeridas para la fijacion de nitrogeno, ya que facilita la difusion
del oxigeno al bacteroide (Sheehy er al,, 1985). Las leghemoglobinas estan
codificas por mas de un gen, asi en el genoma de soja se han caracterizado cuatro

genes y varios pseudogenes (Brisson y Verma, 1982).
Al estudiar el metabolismo del carbono en nddulos se ha identificado la

nodulina Ngm-100 (Thummler y Verma ,1987) como una subunidad de la

sacarosa sintasa nodular. Ademads, entre las isoenzimas de la fosfoenolpiruvato
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carboxilasa (PEPC) también se puede detectar otra nodulina tardia. De hecho, se
ha identificado una banda de actividad en raiz y dos bandas en nodulos de
alfalfa, guisante y soja. En judia hay dos bandas en raiz y tres bandas en nodulos,
lo que implica que la banda adicional observada en la actividad PEPC nodular

puede ser considerada una nodulina (Deroche y Carrayol, 1989).

Otras dos nodulinas metabdlicas se han descrito en el proceso de
asimilacion del amonio en nodulos de leguminosas. El amonio se metaboliza,
prioritariamente por las enzimas del ciclo de la glutamato sintasa. Ambas
proteinas se expresan especificamente en nddulos. Respecto a la glutamina
sintetasa se pueden distinguir dos formas, la que se expresa como proteina
especifica del nodulo (GS,) y aquella cuya expresion se incrementa con la
simbiosis (Forde y Cullimore, 1989). La expresion de la GS, esta regulada,
segun la especie, por el balance carbono/nitrogeno en el nédulo (Chen et al.,
1990; Ortega et al., 1990) y no por la disponibilidad del amonio (Hirel et al.,
1987).

Los noédulos de alfalfa expresan glutamato sintasa y los de judia dos
isoenzimas, de las cuales una de ellas se considera especifica del nodulo, la
glutamato sintasa II (Anderson et al., 1989; Chen et al., 1990); sin embargo esta
en discusion su consideracion como nodulina, puesto que estas dos isoenzimas
son inicialmente expresadas independientemente de la induccion de la
nitrogenasa y en nddulos no fijadores de nitrogeno se expresan al menos el 15%
de su actividad. No obstante, Egli et al. (1989) y Chen et al. (1990) determinan
que la fijacion simbiodtica es esencial para la induccion maxima de la glutamato

sintasa nodular.
También se describen nodulinas tardias que intervienen en la sintesis de

asimilados nitrogenados exportados del nodulo. En las leguminosas de origen

tropical que exportan ureidos se ha identificado una nodulina denominada
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uricasa II, caracterizada en nddulos de judia (Padilla et al., 1987) y soja (Nguyen
et al., 1985). Bergman et al. (1983) la denominaron inicialmente n-uricasa o
Ngm-35 y la caracterizaron como una subunidad de 33 kD, siendo la segunda
proteina mas abundante del nddulo. Esta uricasa no presenta homologia con los
dos sistemas de uricasa que existen en raices noduladas de soja. Se localiza en
los peroxisomas de las células no infectadas del nodulo. La secuencia de
aminoacidos no revela informacion de como se transporta al peroxisoma aunque
la existencia de dos dominios hidrofébicos puede facilitar el transporte a través
de la membrana peroxisomal (Nguyen ef al., 1985). La expresion inicial de esta
nodulina no depende de la fijacion activa de nitrégeno (Sanchez et al., 1987)
sino de bajas concentraciones de oxigeno. Esto sugiere a los autores citados que
en las nodulinas tardias hay dos tipos de genes, unos regulados por el desarrollo

del nodulo y otros por condiciones ambientales.
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4.  METABOLISMO DEL NITROGENO EN PLANTAS

El nitrogeno inorganico es utilizado por las leguminosas mediante los
procesos de fijacion de nitrogeno y asimilacion de nitrato. Aun cuando el
nitrogeno atmosférico es mucho mas abundante en la naturaleza que el nitrato, la
cantidad de nitrogeno organico producido por la asimilacion de nitrato es cien
veces superior al producido por la fijacion bioldgica debido a la amplia gama de
organismos, algas, hongos y plantas superiores, capaces de asimilarlo (Guerrero

etal., 1981).

Las leguminosas son practicamente las tUnicas plantas superiores que
pueden utilizar el nitrogeno atmosférico y el nitrégeno inorganico presente en el
suelo. Cuando ambas fuentes de nitrdgeno estan disponibles para las plantas, la
contribucion de nitrogeno fijado a la nutricion de la planta varia con las
condiciones de cultivo, con el genotipo de la planta (Duc, 1980) y con el
contenido de nitrogeno inorganico en el suelo (Bello ef al., 1980). En soja, el
porcentaje de nitrégeno procedente de la fijacion varia desde un 25% en suelos
fértiles, a un 80% en suelos aridos (LaRue y Paterson, 1981). En alfalfa, entre el
40% y el 70% del nitrégeno total procede de la simbiosis (Heichel et al., 1981),
mientras que en haba el porcentaje se sitlia alrededor del 87% (Richards y Soper,

1978).

4.1. Asimilacion de nitrato

El nitrato junto con el amonio son las formas mas usuales de nitrogeno que
absorben las plantas. Ademas de los fertilizante y de la lluvia, el nitrato y el
amonio pueden proceder también de la mineralizacion de la materia orgéanica del
suelo. El nitrato absorbido del suelo es transportado a las hojas donde

prioritariamente se reduce por accion de dos enzimas, la nitrato reductasa (NR) y
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la nitrito reductasa (NiR), para formar amonio. El proceso de reduccion del

nitrato consume ocho electrones (Stewart, 1988).

La NR (EC 1.6.6.1) requiere dos electrones que son donados por el NADH
preferentemente, aun cuando puede utilizar otros donadores de electrones. En
raices de cebada se ha encontrado una NR biespecifica NAD(P)H junto con la
especifica del NADH, mientras que en hoja s6lo se ha encontrado la NADH-NR
(Dailey et al., 1982). Las propiedades cinéticas, bioquimicas y fisiologicas
estudiadas en la enzima foliar y radical son semejantes (Oji et al., 1989). Es
interesante indicar, que en soja se han separado y parcialmente caracterizado tres
NR, una inducible y dos constitutivas, de las cuales una es dependiente del
NADPH y otra del NADH (Streit et al., 1987). La NR constitutiva se afecta
directamente por los productos de la fijacion biologica, los ureidos, mas que por

el metabolismo del nitrato in vivo (Li y Gresshoff, 1990).

Funcionalmente parece localizarse soluble en el citoplasma (Beevers y
Hageman, 1980). Sin embargo, por inmunolocalizacion se ha detectado en
cloroplastos de algas (Lopez-Ruiz et al., 1985) y de espinacas (Kamachi et al.,
1987). Se puede pensar que la NR tiene epitopos comunes con algunas enzimas
abundantes en el cloroplasto, lo que induciria a su aparente deteccion en dichos
organulos. Schuster et al. (1989) informan de cuatro formas diferente de NR, una
de ellas dependiente del "factor plastidico", dos son citosolicas y la otra depende
del amonio. También se ha descrito en raices de maiz una NR-particulada

asociada a membranas (Ward et al., 1988; 1989).

La presencia de un sistema activo de reduccion de nitrato en nodulos de
leguminosas se demostr6 por primera vez en soja (Evans, 1954). En los nddulos
pueden separarse dos fracciones, la citosolica de origen vegetal y la bacteroidea
que es de origen microbiano y en ambas puede darse la reduccion de nitratos.

Las leguminosas de los géneros Phaseolus, Lotus, Pisum y Vicia expresan
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actividad NR so6lo en la fraccion citosolica de los nodulos (Becana et al., 1985;
Caba et al., 1990a). Otros géneros como Glycine, Medicago y Vigna muestran
actividad NR tanto en citosol como en bacteroide (Streeter, 1982; Becana y
Sprent, 1987; Becana y Bedmar, 1990). En un estudio realizado en nddulos de V.
faba se comprobd que el nitrato no tiene acceso a la region bacteroidal,
quedando restringida su localizacion a los tejidos corticales del noédulo (Sprent

etal., 1987).

La reduccion de nitrito a amonio, mediante una transferencia de seis
electrones, estad catalizada por la NiR (EC 1.7.7.1). El sustrato que utiliza esta
enzima raramente se acumula bajo condiciones normales en los tejidos vegetales,
puesto que, la NiR invariablemente presenta unos valores mucho mas elevados
de actividad que la NR (Bray, 1983). Ademas, existe una coordinacion perfecta
entre esta enzima y las que secuencian la asimilacion de amonio, con objeto de
evitar la acumulacion de amonio que podria inducir un sindrome téxico. Weber
et al. (1990) observan que el nivel de glutamina sintetasa es siempre mayor que

el de la NiR, como medida de seguridad que evita la acumulacion de amonio.

La NiR en tejidos fotosintéticos estd asociada a cloroplastos (Beevers y
Hageman, 1980) y utiliza la ferredoxina como donador de electrones. El nitrito
también puede ser metabolizado en raiz donde la NiR se asocia prioritariamente
a plastidios (Suzuki et al., 1981) y esporadicamente al citoplasma (Fischer y
Klein, 1988), utilizando piridin nucledtidos, procedentes de la via de las pentosas
fosfato, como donadores de electrones (Bowsher et al., 1988). La regulacion de
la expresion genética de esta enzima estd mediada por el nitrato, el fitocromo y el

factor plastidico, dependiendo de la especie vegetal (Mohr et al., 1992).

Se ha detectado actividad NiR en ambas fracciones nodulares, citosolica

(Caba et al., 1990a) y bacteroidal (Streeter, 1982; Becana et al., 1985), aun
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cuando los datos bibliograficos de la existencia de actividad NiR en esta tltima

fraccion son contradictorios (Stephens y Neyra, 1983; Giannakis ef al., 1988).

4.2. Asimilacion de amonio

La asimilacion de amonio en plantas ha sido revisada ampliamente por
Miflin y Lea (1980), Lea et al. (1990), Kumar y Abrol (1990) y Valpuesta y
Cardenas (1992), entre otros autores. La procedencia del amonio para la planta
puede ser diversa: a) como tal, se puede absorber del medio externo directamente
por la raiz; b) en hojas y otros 6rganos de la planta, procede de la asimilacion del
nitrato mediante las enzimas mencionados; c¢) en nddulos de leguminosas, se
considera el primer producto estable de la fijacion del nitrogeno atmosférico
(Bergensen y Turner, 1967) localizado en el bacteroide; d) en semillas y tejidos
senescentes, del catabolismo de las aminas, glutamina y asparragina; e) en
leguminosas tropicales, de la urea procedente del catabolismo de ureidos (Shelp
et al., 1985); f) en general, puede proceder del catabolismo de los aminoécidos,
arginina, cisteina, serina, triptofano, fenilalanina (Mazelis, 1980; Rennenberg,
1984) y por ultimo g) como proceso generalizado en las plantas, de la

fotorrespiracion (Keys et al., 1978).

4.2.1. Ciclo de la glutamato sintasa

Numerosas evidencias indican que la glutamina sintetasa y la glutamato
sintasa operan activamente en plantas superiores desde que Tempest et al. (1970)
descubrieran la glutamato sintasa. Los experimentos realizados con "N (Lewis y
Pate, 1973), con BN (Wolk et al., 1976; Meeks et al., 1978), con inhibidores
metabolicos (Miflin y Lea, 1980) o mediante el aislamiento de organulos

(Wallsgrowe et al., 1979) lo pusieron de manifiesto.
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Una caracteristica de esta ruta metabolica es su naturaleza ciclica en la cual
el glutamato actGa como aceptor de amonio y como producto final de su
asimilacion. Rhodes et al. (1980) lo denominaron ciclo de la glutamato sintasa.
El amonio es inicialmente incorporado en el carbono y del &cido glutdmico
formandose la amina correspondiente, glutamina, por accion de la glutamina
sintetasa que requiere ATP. Esta reaccion estd bloqueada por un inhibidor
especifico de la enzima, la metionina sulfoximina. La incorporacion del amonio
es altamente efectiva debido a la baja K, de la enzima para el amonio y a la

hidrolisis del ATP que favorece el equilibrio de la reaccion en este sentido.

La segunda enzima, la glutamato sintasa, glutamina oxoglutarato
aminotransferasa, es la encargada de transferir el grupo amino de la glutamina al
carbono 2 (posicion a) del acido a-cetoglutarico para formar glutamato. Es una
aminacion reductiva que utiliza NAD(P)H o ferredoxina reducida como
donadores de electrones. El empleo de "N y de azaserina, inhibidor de la
transferencia de grupos amino, han demostrado el funcionamiento de esta

enzima (Robertson y Farnden, 1980).

La asimilacion de amonio en plantas superiores e€s un proceso que no
puede separarse del metabolismo energético general de la planta ni del
metabolismo del carbono en particular, ya que para que funcione este ciclo hace
falta ATP, poder reductor y metabolitos carbonados (Miflin y Lea, 1980).
4.2.1.1. Glutamina sintetasa (GS)

a) En plantas superiores

La GS (EC 6.3.1.2) es una proteina octamérica con un peso molecular de

350 kD y con subunidades de 38-45 kD, dispuestas en dos tetrameros planares.

El pH oOptimo de la enzima depende del cation divalente empleado en la
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reaccion: Si es Mg®" el pH es de 8.0 y si es Mn®" el pH 6ptimo es de 5.0. La
actividad de esta enzima se afecta por los niveles de Mg*", por la carga

energética y el pH.

Se ha localizado en diferentes organos de la planta, principalmente en
hojas de una amplia variedad de especies vegetales (Hirel y Gadal, 1978).
Durante el desarrollo de la semilla se ha identificado una GS en el endospermo
de maiz (Oaks et al., 1979) similar a la enzima radical. Citologicamente se ha
encontrado en cloroplastos (O'Neal y Joy, 1973) y en citoplasma (Miflin, 1974).

Esta dual localizacion de la GS indica que hay mas de una forma de la enzima.

La identificacion de dos isoformas de esta enzima, por vez primera, la
realizaron Stasiewicz y Dunham (1979) por cromatografia de intercambio i6nico
y las denominaron GS; y GS,. Posteriormente, las diferentes isoformas de la
enzima se han descrito en numerosas especies vegetales (McNally y Hirel,
1983). Las raices solo contienen una isoforma similar a la GS; (Mann et al.,
1979) que ha sido definida como GSg. Los experimentos realizados con técnicas
de inmunofluorescencia han demostrado una compartimentacion dual de esta
actividad enzimatica dentro de la hoja (McNally y Hirel, 1983), estando la GS;

restringida al citosol y la GS; al cloroplasto.

Las tres isoformas exhiben propiedades cromatograficas diferentes y
especificas. La isoforma cloroplastidica es poco termoestable y sensible a la
inactivacion por N-etilmaleimida y otras moléculas con grupos sulfidrilo
(Stewart et al, 1980). Por utilizacion de anticuerpos especificos se ha
demostrado que es distinta de la isoforma citosolica (Hirel et al, 1987). La
isoforma citosolica presenta una cinética de Michaelis-Menten semejante a la

1soforma radical, pero distinta a la cloroplastidica (Smirnoff'y Stewart, 1987).
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En virtud de su localizacion subcelular se ha sugerido que la GS; puede
funcionar en la asimilacion de amonio en la oscuridad (McNally et al., 1983),
pudiendo proceder éste de la degradacion proteica, de la reduccion de nitratos o
de la absorcion del suelo (Lea et al., 1990), mientras la GS, tiene un papel
predominante en la asimilacion del amonio procedente del proceso
fotorrespiratorio. Wallsgrove et al. (1987) con el uso de mutantes y estudiando
los cambios de nivel de los polipéptidos de ambas isoformas y de sus
correspondientes ARN,,, han deducido que la GS; es responsable de la

asimilacion de amonio en tejidos senescentes (Kamachi ef al., 1992).

Se asume que las diferentes isoformas estan codificadas por diferentes,
pero relacionados, genes y que los distintos genes se expresan especificamente
en algunos o6rganos (Tingey et al., 1987). La comparaciéon inmunoldgica entre
ambas isoformas ha demostrado un cierto grado de similitud estructural, ya que
son reconocidas de forma cruzada por anticuerpos policlonales frente a una de
ellas. El andlisis de la secuencia de aminoécidos estima una homologia del 75%
para las isoenzimas citosolica y cloroplastidica. Los genes de la GS parecen estar
regulados por diferentes factores como la luz (Edwards y Coruzzi, 1989), el
fitocromo (Sakamoto et al., 1990) y la disponibilidad de amonio (Hirel et al.,
1987).

McNally et al. (1983) clasifican a las plantas en cuatro categorias,
basandose en la distribucion de las isoformas de GS: a) el primer grupo incluye
plantas que solo contienen la GS;, son plantas etioladas o cloroticas-parasitadas
(Hopfner et al., 1990), b) las del segundo grupo so6lo tienen GS,, a este grupo
pertenecen la espinaca, el tabaco, la mostaza, etc. (Hopfner et al., 1988), c) en el
tercer grupo se incluyen plantas que poseen ambas isoformas, estando la
isoforma GS; en menor proporcion, d) las del cuarto grupo poseen también
ambas isoformas, pero en este caso la isoforma GS; se encuentra en mayor

proporcion, perteneciendo a este grupo la mayoria de las plantas Cy4 y las plantas
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tropicales. En plantas Cy4, la presencia de ambas isoenzimas es similar en células
de la vaina y del mesofilo (Yamaya y Oaks, 1988) lo que le confiere una ventaja
en términos de eficiencia de la utilizacion del nitrégeno. La proporcion relativa
de ambas isoformas depende de diversos factores como la luz (Hirel et al, 1982),
el estado de desarrollo (Tobin et al., 1985) o la forma de nitrdgeno suministrada

a la planta (Mack y Tischner, 1990).

Las diferentes isoformas de la GS estdn codificadas por una pequefia
familia de genes que se han encontrado en diferentes partes de la planta (Hirel et
al., 1987; Forde et al., 1989; Walter y Coruzzi, 1989; Edwards et al., 1990). El
patron de expresion de los genes que codifican estas isoformas se ha conocido
por su expresion en plantas transgénicas (Edwards et al., 1990). El gen que
codifica la forma cloroplastidica (GS;) en Pisum sativum es especificamente
expresado en células fotosintéticas de plantas transgénicas de tabaco, mientras
que la GS citosolica (GS;) es activa en los elementos del floema de las mismas
plantas transgénicas. En Phaseolus vulgaris la familia de genes de la GS esta
compuesta de 5 genes, denominados glna, ginf, ginyy gino, los 3 primeros
codifican tres polipéptidos de la GS citosolica (Lara et al., 1984; Benett et al,
1989), el cuarto gen codifica la unidad & de localizacion plastidial (Lightfoot ef

al., 1988) y existe un quinto gen (glne) que puede no ser expresado.

b) En nodulos

También ha sido aislada y purificada en nddulos de distintas leguminosas
(Lara et al., 1984; Egli et al., 1991). La GS constituye el 2% de la proteina
soluble de los nodulos (McParland et al., 1976) pudiendo alcanzar el 5% en el
caso de V. faba (Caba et al., 1990b). Se localiza dentro de la corteza interna de
nodulos de Alnus (Hirel et al., 1982) y en bacteroides (Planké et al., 1977).
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En nddulos de leguminosas Cullimore et al. (1983) describieron por vez
primera la existencia de dos isoformas de GS, denominadas GS,,; y GS,;,. Lara et
al. (1983) demostraron que el incremento de la actividad de la GS en el
desarrollo de los nddulos se correlaciona con la produccion de GS;;. La
actividad de GS,, permanece constante durante el desarrollo del nédulo y es
virtualmente idéntica a la forma de GS radical (Cullimore et al. , 1983). Al
examinar la composicion de las subunidades de las isoenzimas de GS de
nodulos, Bennett y Cullimore (1989) concluyen que las subunidades aisladas
pueden ensamblarse formando una variedad de isoenzimas homooctameras y
heterooctameras vy, v/B y B, que constituyen tres de los cuatro polipéptidos
detectados para la enzima nodular, considerando que la cuarta actividad coincide
con la isoenzima plastidial compuesto so6lo de subunidades 6. Padilla et al
(1987) informaron que los ndédulos pueden tener el polipéptido a, sin embargo,
en nddulos maduros la cantidad es muy baja y virtualmente indetectable si se
compara con la cantidad de polipéptido B y y. El rango de combinacion de los
polipéptidos puede generar diferentes isoenzimas, al variar la proporcion de ellos
(Cai y Wong, 1990; Green y Wong, 1992). La GS,; esta compuesta por el
polipéptido v y la isoforma GS,, por el polipéptido B, que también se expresa en

raices y hojas (Forde et al, 1989).

Inicialmente el polipéptido y de esta enzima se considera una nodulina
(Egli et al., 1989) independiente de la actividad nitrogenasa (Padilla ef al., 1987),
aun cuando su induccion Optima requiere una activa fijacion de nitrogeno. Al
estudiar la expresion de los genes glno y ginf en plantas transgénicas de Lotus
corniculatus se observo que glny se expresa en la zona infectada del nédulo
maduro donde tiene lugar la asimilacion de amonio, mientras que gilnf se
expresa en el interior del cortex (Forde et al., 1989). Esta expresion diferencial
de los genes de la GS sugiere que las distintas isoformas pueden condicionar
diferentes funciones en el metabolismo del nitrégeno (Edwards ef al, 1990).

Concretamente el amonio procedente de la fijaciéon de nitrégeno regula la
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expresion del gen glny (Miao et al., 1990) en los tejidos infectados del nddulo;
sin embargo, no difunde al cértex radical por lo que no controla la expresion del
glnf (Miao et al, 1991). Los niveles de anhidrido carbonico también regulan la

expresion del glny (Ortega et al, 1992).

4.2.1.2. Glutamato sintasa (GOGAT)

En plantas superiores se han identificado tres formas distintas de GOGAT
(Suzuki et al., 1982), una dependiente de la ferredoxina (EC 1.4.7.1), otra
dependiente del NADH (EC 1.4.1.14) y otra dependiente del NADPH (EC
1.4.1.13). Ha sido necesario separar las distintas actividades mediante
cromatografia de intercambio i6nico (Cullimore y Sims, 1981) y utilizar técnicas
inmunoldgicas para considerarlas proteinas diferentes. Se dispone de una
bibliografia reducida de esta enzima debido a su labilidad durante su manejo in
vitro y porque existe poca cantidad, aproximadamente diez veces menos que la

GS.

a) Glutamato sintasa dependiente de la ferredoxina (Fd-GOGAT)

La forma dependiente de la ferredoxina se localiza en el estroma de los
cloroplastos en tejidos fotosintéticos (Wallsgrove et al., 1979), en algas verdes
(Cullimore y Sims, 1981) y en cianobacterias (Botella et al., 1988). También se
ha descrito en el parénquima xilematico y en células de la epidermis (Botella et
al., 1988), incluso se localiza en plastidios de raiz (Suzuki et al., 1986). En
nddulos de soja se ha descrito una GOGAT muy similar a la de hoja (Suzuki et
al., 1986), aunque la identificacion de la fuente de poder reductor de esta enzima
en tejidos no verdes es problematica (Lee, 1980). La existencia de la enzima Fd-
GOGAT se confirm6 definitivamente cuando se obtuvieron mutantes que
carecian de la capacidad de reasimilar el amonio liberado en la fotorrespiracion

(Lea y Miflin, 1974).
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Esta enzima ha sido purificada en algas verdes (Galvan et al., 1984) y en
algunas especies vegetales como arroz (Suzuki y Gadal, 1982), espinaca
(Hirasawa y Tamura, 1984), tomate (Avila et al., 1987) y maiz (Sakakibara et
al., 1991). Es una enzima monomérica con un peso molecular de rango entre
146-170 kD (Galvan et al., 1984; Hirasawa y Tamura, 1984; Marquez et al.,
1986). Representa el 1% de la proteina total de la hoja. La enzima es muy
sensible a la azaserina, al aspartato, a cationes divalentes y a la fosfoserina
(Avila et al, 1987). La Fd-GOGAT es una flavoproteina con grupos Fe-S
(Hirasawa y Tamura, 1984), contiene una molécula de FAD y otra de FMN
como grupos prostéticos, 8 atomos de Fe no hémico y 8 atomos de S 1abil por
molécula del monémero. Por dicroismo circular se le ha asignado la
configuracion (3Fe-4S) a los centros Fe-S de la GOGAT aislada de espinaca
(Knaff et al., 1991). La enzima presenta una K, para la glutamina de 270 uM,
valor que se incrementa a 570 uM cuando el nivel de glutamina en el medio
alcanza concentraciones de 800 uM. La K, para el a-cetoglutarato y para la

ferredoxina es de 330 uM y de 5.5 uM, respectivamente (Suzuki y Gadal, 1982).

La enzima forma un complejo electrostaticamente establecido con la
ferredoxina que implica a los grupos cargados negativamente de la ferredoxina y
parece producir dominios de unién similares a los presentes en los complejos que
forma la ferredoxina con otras enzimas cloroplastidicas (Hirasawa et al., 1991;
Knaff et al., 1991). Al estudiar las propiedades de oxido-reduccion de la enzima
se comprueba que las dos flavinas tienen el mismo potencial redox o difieren en
algo menos de 30 mV (Hirasawa et al., 1992) y que los centros (3Fe-4S) exhiben
un potencial redox intermedio entre los centros de la ferredoxina tipo 4Fe-4S y

tipo 2Fe-2S (Ackrell et al., 1991).

La informacion sobre la genética de la Fd-GOGAT de cianobacterias es

bastante escasa. La enzima fue detectada en Nostoc y Anabaena (Lea et al.,
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1982) y su purificacion y caracterizacion se ha llevado a cabo recientemente por
Marques et al. (1992). Estos autores indican que la enzima de cianobacterias
puede ser un ancestro de la GOGAT cloroplastidial de eucariotas debido a la
gran similitud que existe en sus caracteristicas, atin cuando existen algunas
diferencias. El peso molecular de la proteina monomérica nativa esta en el rango
de 156-160 kD. Tiene una molécula de FMN y no la de FAD por proteina nativa.
La K, para glutamina, ferredoxina y o-oxoglutarato es de 0.7 mM, 7 uM y
1.7 mM, respectivamente. La azaserina y la 6-diazo-5-oxo-L-norleucina son

potentes inhibidores.

Utilizando mutantes que carecen de esta enzima, Morris ef al. (1988) han
demostrado que esta actividad estd intimamente ligada a la asimilacién del
amonio liberado en la fotorrespiracion (Kendall er al., 1986). La actividad de
esta enzima se incrementa con la luz (Suzuki et al., 1982) o bien estd mediada

por el fitocromo (Hecht et al., 1988).

b) Glutamato sintasa dependiente del NAD(P)H [NAD(P)H-GOGAT]

La GOGAT dependiente de piridin nucledtidos se ha encontrado en raices
(Oaks y Hirel, 1985), en cultivo de tejidos (Lenee y Chapeau, 1989) y en
cantidades muy pequefias en hojas verdes de cebada y guisante (Wallsgrove et
al., 1982) aunque su actividad es muy escasa (Hecht et al., 1987). También se ha
detectado en cotiledones de leguminosas (Lea y Fowden, 1975) y en endospermo
de maiz (Sodeck y da Silva, 1977). Se ha descrito su presencia en el parénquima
xilematico (Botella et al., 1988) y en plastidios de raices (Suzuki et al., 1986).
Clasicamente, se creia que esta enzima podia utilizar como coenzima tanto el
NADH como el NADPH (Beevers y Storey, 1976). Sin embargo, hay evidencias
que indican que la especifica del NADPH opera en bacterias (Yelton y Yoch,

1981) mientras que en plantas superiores opera la dependiente del NADH.
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Los estudios sobre la NADH-GOGAT son escasos, puesto que es mucho
menos activa que la Fd-GOGAT. La purificacion y caracterizacion se ha podido
llevar a cabo en determinados extractos vegetales realizados con mutantes que
carezcan de Fd-GOGAT (Morris et al., 1988), cultivo de tejidos (Hayakawa et
al., 1990), tejidos etiolados (Matoh et al., 1980), endospermo (Muhitch, 1991) y
cultivos de Azospirillum brasilensis (Vanoni et al., 1992). Con la enzima
purificada procedente de cultivos de arroz se han obtenido anticuerpos
monoespecificos frente a la NADH-GOGAT que no presentan reaccion cruzada
con la Fd-GOGAT procedente de hojas y células de arroz (Hayakawa et al.,
1992).

La enzima presenta un peso molecular de 200 a 240 kD. La K, detectada
para la glutamina, el a-cetoglutarato y el NADH es de 811 uM, 76 uM y 3 uM,
respectivamente. Estos valores son parecidos a los obtenidos para la enzima
detectada en nodulos radicales de leguminosas (Chen y Cullimore, 1988;
Anderson et al., 1989). La azaserina actia como un potente inhibidor de esta
enzima, mientras que la inhibicion provocada por la fosfoserina es irrelevante
(Avila et al., 1987). Se trata de una flavoproteina con FMN y FAD como grupos
prostéticos y centros Fe-S. Por dicroismo circular se ha asignado la
configuracion (4Fe-4S) a los centros Fe-S de la enzima. La cinética enzimatica
sugiere que la enzima interacciona con sus sustratos en sitios cataliticos
diferentes. Por analogia con otras enzimas dependientes de piridin nucleotidos,
una de las flavinas es el sitio de union del NADH como tnico aceptor de
electrones . La transferencia de electrones ocurre via centro (4Fe-4S) a la
segunda flavina, donde tiene lugar la reduccion del acido-imino con Ia

produccion de L-glutamato (Vanoni ef al., 1991).
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¢) Glutamato sintasa en nodulos radicales

En nodulos de Phaseolus vulgaris se han localizado dos isoformas
denominadas NADH-GOGAT 1 y NADH-GOGAT II que se separan por
intercambio i6nico, considerandose esta ultima especifica del nédulo (Chen y
Cullimore, 1989). En ndédulos de alfalfa (Anderson et al., 1989) y de altramuz
(Boland y Benny, 1977) so6lo se ha detectado una isoforma. Ambas enzimas
tienen una localizacion plastidial (Awonaike et al., 1981; Boland et al., 1982;
Shelp et al., 1983; Shelp y Atkins, 1984; Chen y Cullimore, 1989) pero mientras
la NADH-GOGAT 1I se localiza casi exclusivamente en el tejido central del
noédulo y representa la mayor parte de la actividad GOGAT, la NADH-GOGAT
I se encuentra tanto en el cortex como en la region central y con igual actividad
especifica. Se ha sugerido que la NADH-GOGAT 1I estaria restringida a las
células infectadas, participando en la asimilacion del amonio producido en los

bacteroides (Chen y Cullimore, 1988).

La GOGAT de nddulos se caracterizd y purificdé por primera vez en
altramuz (Boland, 1979). Posteriormente se llevd a cabo en nddulos de soja
(Boland et al., 1982) y de "cowpea" (Shelp et al., 1983). Es una flavoproteina
sulfoférrica, monomérica y con un peso molecular aproximado de 230 kD. Este
dato fue confirmado por Anderson et al (1989) en nodulos de alfalfa.
Probablemente se trata de una de las subunidades enzimaticas de mayor peso
molecular que se conoce. La K, para la glutamina, el a-cetoglutarato y el NADH
es 466 uM, 33 uM y 43 uM, respectivamente. No es inhibida por la N-
etilmaleimida, lo que indica que ni el hierro, ni el grupo sulthidrilo, ni los restos
de histidina participan en el centro catalitico de la enzima (Anderson et al.,
1989). Al estudiar las caracteristicas cinéticas de ambas isoformas de NADH-
GOGAT nodular se encuentran diferencias en la K, para la glutamina, el
a-cetolglutarato y el NADH y también diferencias en el pH 6ptimo. Mientras
que la NADH-GOGAT I exhibe un amplio rango de pH centrado en torno a 8§,
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la NADH-GOGAT II exige un rango de pH muy estrecho cercano al 8.5. Ambas
actividades son inhibidas por la azaserina, presentan la misma temperatura
optima de funcionamiento y dependen especificamente del NADH como

donador de electrones.

La actividad de la NADH-GOGAT en nédulos se estimula enormemente
con el desarrollo del ndédulo (Boland, 1978; Groat y Vance, 1981) y decae con la
inhibicién de la fijacion de nitrogeno (Groat y Vance, 1981). Ademas, la NADH-
GOGAT nodular es muy poco activa en nddulos inefectivos (Vance y Johnson,
1983). Durante la nodulacion, la actividad de ambas isoenzimas incrementa, pero

mas intensamente la de la NADH-GOGAT II (Chen y Cullimore, 1988).

Los anticuerpos frente a la NADH-GOGAT de nddulos de alfalfa
reconocen a la NADH-GOGAT de nodulos de otras especies de leguminosas,
aunque no presentan reaccion cruzada con la NADH-GOGAT de raices y hojas
de alfalfa. La isoforma de NADH-GOGAT II especifica de los nddulos parece
estar inducida en la raiz como respuesta a la infeccion con Rhizobium (Anderson
et al., 1989) y no se expresa en otros 6rganos, mientras que la isoforma NADH-
GOGAT 1 si se detecta en otros organos de Phaseolus vulgaris (Chen

et al., 1990).

4.2.2. Glutamato deshidrogenasa (GDH)

En plantas superiores, la principal evidencia a favor del papel de la
glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2) en la asimilacién del amonio era su
capacidad de catalizar la sintesis del glutamato in vitro mediante la unioén del
NADH al a-cetoglutarato y amonio, liberando glutamato y NAD (Oaks y Hirel,
1985; Yamaya et al., 1986). Sin embargo, se asume que es una enzima
catabolica (Robinson et al., 1991) y no interviene en la asimilaciéon de amonio

debido a su baja afinidad por el sustrato (Wallsgrove et al., 1983) ya que
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presenta una K;,, para el amonio de 10-80 mM (Miflin y Lea, 1980). No obstante,
Pahlich y Gerliz (1980) encuentran que la K, es bifasica y que depende de la
concentracion de amonio. Ademas, la enzima estd unida a membranas (Yamaya
et al., 1984), sugiriéndose que la K, estudiada in vivo puede ser distinta a la

detectada in vitro.

Su localizacion es prioriariamente mitocondrial (Stewart et al., 1980). Una
pequeiia fraccion de la actividad total se ha detectado en cloroplastos y difiere de
la mitocondrial en que utiliza NADPH y en su afinidad por el amonio
(Srivastava y Singh, 1987). También se ha detectado y purificado en diversos
organos y tejidos vegetales incluyendo semillas, raices, hojas, epicotilos,
cotiledones (Itagaki et al. 1988) y en nodulos de leguminosas (Srivastava y

Singh, 1987).

La GDH generalmente utiliza como coenzima el NADH, aunque también
funciona con el NADPH (Martinez-Bilbao et al., 1987). Es una metaloproteina
hexamérica de 298 kD, que posee grupos SH en el centro activo y formada por
seis subunidades idénticas de 47 kD. La K,, obtenida para el amonio, el a-
cetoglutarato, el glutamato, NADPH y NADP fue 5, 1, 26, 0.01 y 0.03 mM
respectivamente (Brun ef al., 1992). Se han descrito siete isoenzimas que pueden
aumentar con el amonio en la planta (Nagel y Hartman, 1980). De las siete
isoenzimas, la primera y la séptima son homohexameros y las restantes son
hibridas. Cada isoenzima tiene una funcién catabdlica o anabdlica variable
(Cammaerts y Jacobs, 1985). Se comporta como una enzima alostérica en la que
sus propiedades se modifican segun la disponibilidad del i6n calcio, que actia
como efector (Yamaya et al., 1984). La reaccién de aminacion se activa con 100
mM de calcio mientras que la reaccion de desaminacion no se afecta con el
calcio. El pH optimo para la aminacion es de 8.0 y para la desaminacién 9.3

(Loulakakis y Roubelakis-Angelakis, 1990).
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La funcion de la GDH se centra en la reasimilacion del amonio y en la
sintesis de glutamato en la mitocondria. Puede tener un papel complementario al
ciclo de la glutamato sintasa (Srivastava y Singh, 1987; Rhodes et al., 1989).
Aun cuando la constante de Michaelis-Menten es muy elevada (Stewart et al.,
1980), la gran cantidad de enzima presente en los tejidos vegetales puede ser
adecuada para asimilar amonio, incluso cuando la concentracion intracelular del
sustrato sea baja. Sin embargo, cuando se utilizan inhibidores del ciclo
GS/GOGAT, como la metionina sulfoximina y asumiendo que estos inhibidores
no afectan a la GDH, se observa que se acumula el amonio y no se incorpora a

los aminoacidos (Rhodes et al., 1989).

Otra alternativa funcional se relaciona con la oxidacion del glutamato para
proporcionar esqueletos carbonados al ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(Thomas, 1978). Mediante la técnica de RMN ha sido posible demostrar que en
la incorporacién primaria del amonio no esta implicada la GDH, pero esta
enzima se activa en la oxidacion del glutamato en respuesta a una deficiencia de
carbono. El papel catabolico de la enzima implica un mecanismo de regulacion

para el metabolismo del carbono y del nitrégeno (Robinson ef al., 1991).

El aumento de la actividad GDH en la senescencia de la planta es una
caracteristica observada por diversos autores (Cammaerts y Jacobs, 1984). En
este estado se produce una falta de nitratos y se acumulan aminoacidos y
azucares solubles (Chaillou et al., 1986), lo que entrafia una activacion de la
glucolisis (Marques et al., 1983) y por tanto un aumento de la formaciéon de
NADH. Todo esto estimula el funcionamiento de la GDH, favoreciendo la
eliminacion del amonio y proporcionando una funciéon detoxificante de la
enzima. La actividad aminativa de esta enzima incrementa con la edad de la
planta (Tirado et al., 1990a) sobre todo cuando la actividad GS del cloroplasto
decae (Tirado et al., 1990b). Loyola-Vargas et al. (1988) también la detectaron
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en las primeras etapas de crecimiento antes de que la planta adquiera una

capacidad fotosintética plena.

Ante condiciones adversas y de estrés, el comportamiento de esta enzima
es singular. Mufioz-Blanco y Cardenas (1989), trabajando en diferentes
condiciones tréficas de estrés, han demostrado que la actividad de la GDH es
adaptativa, estando implicada en el mantenimiento de los niveles de glutamato
intracelular, que no pueden ser mantenidos por el ciclo GS/GOGAT. La
actividad de la GDH en condiciones de estrés ha sido descrita por Srivastava y
Singh (1987), Miranda-Ham y Loyola-Vargas (1988) y por Smirnoff y Stewart

(1987) entre otros autores.
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5. LIMITACIONES DEL USO DE LAS LEGUMINOSAS:
SALINIDAD

Numerosas especies de leguminosas se utilizan en agricultura y
silvicultura, para consumo humano, como piensos y forrajes y en el
mantenimiento de suelos y recuperacion de terrenos. Ademads, estos cultivos
suministran nitrégeno al suelo merced a su capacidad de fijar el nitrogeno
atmosférico (Peoples y Creswell, 1992). El efecto beneficioso de las leguminosas
grano y forrajeras puede ser sustancial en la fertilidad del suelo (Robson, 1989).
Sin embargo, los cultivos de leguminosas pueden verse limitados por una serie

de factores ambientales adversos que merecen ser revisados.

Se ha estimado que mas de 40-10° Ha de suelo de las 220-10° cultivables
estan afectadas por la salinidad. Si a este dato se afiade que el desierto ocupa una
extension aproximada de 1600-10° Ha de suelo, se puede suponer que un 40%
del suelo son areas con potenciales problemas salinos. La mayor parte de esas
areas estan confinadas en la region mediterranea (World Resources, 1987). A
pesar de que los suelos salinos estan ampliamente distribuidos, el efecto de la

salinidad en leguminosas y en la fijacion de nitrogeno ha sido poco estudiado.

El efecto de los suelos salinos en el crecimiento de las plantas ha
constituido un foco de investigacion importante en este siglo, puesto que el estrés
salino es el mayor estrés limitante en la productividad de los cultivos. La
tolerancia de las plantas a la sal es un complejo fenomeno que implica cambios
en la morfologia y en los procesos bioquimicos y fisiologicos de las mismas

(Greenway y Munns, 1980; Hanson y Hitz, 1982).
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5.1 Efectos de la salinidad en la planta

Los dos efectos identificados como la causa probable de la toxicidad de la
salinidad en las plantas son el efecto i6nico y el efecto osmotico. El efecto idnico
(Levitt, 1980) produce una alteracion en la absorcion de nitrogeno del suelo, el
transporte del nitrégeno asimilado y la proteinosintesis (Pessarakli y Tucker,
1985). Ademas, afecta al transporte de iones minerales en la planta y disminuye
la velocidad de fotosintesis neta en las mismas. El efecto osmotico esta asociado
con la carencia de extension de la pared celular y con el retraso del crecimiento

de las plantas (Lewis et al., 1989).

Por otra parte, se ha demostrado que el peso seco de las plantas disminuye
y que la relacion raiz/parte aérea incrementa con el aumento de la concentracion
de NaCl en el medio de crecimiento (Seemann y Critchley, 1985). Sin embargo,
segun el tipo de planta y de especie, el comportamiento ante las condiciones de
estrés salino es bastante diferente (Pessarakli ef al., 1989a). Hay que tener en
cuenta que la respuesta de las plantas a la salinidad depende del grado de estrés,
del estado de crecimiento, del tipo y gama de elementos nutritivos en la rizosfera
y de la cantidad de nutrientes disponibles. La salinidad afecta mas adversamente
al estado vegetativo que al reproductivo y de madurez (Abdul-Kadir y Paulsen,

1982).

La salinidad produce sintomas visuales en las plantas, en condiciones
semejantes a la deficiencia de fosforo (Hewitt, 1966) como son la prolongacion
de la dormancia de las yemas laterales y la reduccion de la floracion. También se
ha descrito que contribuye a mejorar la calidad de algunos frutos (Ho et al.,
1987) al incrementar la concentracion de hexosas y almidon durante el desarrollo
del mismo (Mitchell et al., 1991 a, b). Otros datos, obtenidos con plantas de
Lupinus crecidas con 50 mM de NaCl, apuntan a la alteracion de la

concentracion de fosforo intracelular (Treeby y van Steveninck, 1988 a, b) o a
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una disminucion de ATP como describen Peterson et al. (1987), Nieman et al.
(1988) y Wilson et al. (1992) en plantas de Phaseolus vulgaris. En general se
asume que la salinidad afecta a la sensibilidad al fosforo en los cultivos; Grattan
y Maas (1988) lo detectan en cultivos de Glycine max . Otro macronutriente que
interfiere con la salinidad o con elevadas concentraciones de sodio en el suelo es
el potasio, aun cuando ambos cationes entran de forma independiente en la
planta (Lazof y Cheeseman, 1988). Se requieren elevados niveles
citoplasmaticos de potasio para sobrevivir en hdbitats salinos (Chow et al.,

1990).

Uno de los efectos mas estudiados de la sal es la disminucion de la
capacidad fotosintética en plantas (Sing et al., 1990). Esta disminucion es
parcialmente debida a la reduccion de la conductancia estomatica (Brugnoli y
Lauter, 1991; Melesse y Caesar, 1992) y a la consecuente restriccion de la
disponibilidad de diéxido de carbono para la carboxilacion. La disminucion de la
fotosintesis puede relacionarse con una reduccion de la eficacia de la ribulosa
bifosfato carboxilasa (Seemann y Sharkey, 1986) y con la sensibilizacion del
fotosistema II por el NaCl (Ball y Anderson, 1986), incluso se ha observado un
descenso de la concentracion de clorofila a y b (Tewari y Singh, 1991). La
salinizacién también altera el valor de 8"°C, cambio que estd cuantitativamente
de acuerdo con el que predice la teoria que relaciona la discriminacion isotopica
con la contribucidén intracelular de diéxido de carbono (Farquhar et al., 1982;

1989).

También se ha observado que la salinidad en el suelo modifica diversas
actividades enzimaticas. Concretamente, afecta negativamente a la formacion de
semillas (Dubey y Rani, 1987; 1989), puesto que el nivel de diversos metabolitos
se modifica debido a la alteracion inducida por la sal en la actividad de distintas
enzimas (Dubey, 1985). En semillas con diferente sensibilidad a la sal se

muestran distintos comportamientos de amilasas, nucleasas, proteasas, fosfatasas
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(Dubey y Sharma, 1990), peptidasas (Mikkonen, 1986) y peroxidasas (Mittal y
Dubey, 1991). El estrés salino también causa una intensa actividad proteolitica
en plantas, siendo mayor en raices que en parte aérea. De hecho, Dubey y Rani
(1990) contrastaron que la tolerancia a la sal se asocia con una elevada actividad
de proteasas, aminopeptidasas y una baja actividad carboxipeptidasa. Ademas,
en plantas resistentes o halofilas se inducen una serie de proteinas de elevado
peso molecular como mecanismo de adaptacion a condiciones hipersalinas. Estas
proteinas no se inducen en leguminosas sensibles como Phaseolus vulgaris
(Billard et al., 1982). De igual manera se expresan Mittal y Dubey (1991)
cuando indican que ante el estrés salino los cultivos tolerantes responden
disminuyendo la actividad peroxidasa en el endospermo, raiz y parte aérea,
mientras que los cultivos sensibles a la sal se asocian con un incremento de la

actividad de estas enzimas en los mismos 6rganos asi como de las isoenzimas.

Otro efecto de la salinidad en las plantas consiste en modificar el
transporte de fotoasimilados por el floema y el flujo de iones por el xilema. Se ha
descrito que la reduccion de nitratos en la raiz se inhibe por la sal, lo que
aumenta el transporte de nitrato en el xilema. Pate (1973) observd que la
reduccion de nitrato en la raiz constituye solo un 65% en presencia de NaCl
frente al 94% del control. El contenido de otros cationes como el K, Mg®", Na”
y Ca®" y aniones como el CI se vio modificado por el estrés salino (Jeschke et
al.. 1992). El fosforo puede tener un papel en el ajuste osmoético debido al
incremento de la absorcion y distribucion de este elemento observado en plantas

sometidas a estrés salino (Treeby y van Steveninck, 1988 a, b).

Se ha asumido que la técnica de cultivo de tejidos puede ser utilizada para
descifrar los mecanismos de tolerancia a la sal por las plantas (Rains, 1986) y
para desarrollar plantones o embriones tolerantes a la sal (Galiba y Yamada,
1988). Los mecanismos de tolerancia son diversos, algunos de ellos relacionados

con la exclusion de iones sddio y tolerancia a los cloruros (Unnikrishnan ef al.,
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1991). Sin embargo, la exclusion o acumulacion de iones esta muy condicionada
por los genotipos y los cultivares (Galiba et al., 1989). Tiverdi et al. (1991)
sugieren que el cultivo de células puede responder a las condiciones de estrés
salino dependiendo del genotipo. Recientemente, Dracup (1991) ha realizado
una revision sobre el tema concluyendo que la tolerancia a la sal de cultivos de

células tiende a no ser expresada en la planta regenerada.

5.2. Efectos producidos en los nédulos por la salinidad

Bernstein y Hayward (1958) y Niemann (1962) han descrito el grado de
tolerancia a la sal de numerosos cultivos encontrandose las leguminosas entre los
mas sensibles. Una clasificacion de las leguminosas segln su resistencia a la sal
la recopil6 Laiichli en 1984 abordando cinco niveles de respuesta a la sal. Las
judias muestran una ligera tolerancia cuando los niveles de sal son intermedios
(Garrido, 1992), pero con 100 mM de NaCl se reduce un 85% su crecimiento
(Wignarajah, 1990); en cambio Lupinus sp se considera una planta de respuesta

halofilica al estrés salino medio (van Steveninck et al., 1982).

La sal puede influir en la simbiosis Rhizobium-leguminosa afectando el
crecimiento y supervivencia del Rhizobium en el suelo, restringiendo de esta
manera la colonizacion radical (Zahran y Sprent, 1986), asi como el proceso de
infeccion (Singleton y Bohlool, 1984), el desarrollo del nodulo (Craig et al.,
1991), el nimero y peso de nodulos por planta (Hafeez et al., 1988), el
funcionamiento del nodulo (Hopmans et al. 1984) y por ultimo, reduciendo la

actividad nitrogenasa (Wilson, 1985).

Esta inhibicion de la formacion del nédulo y la fijacion de nitrogeno por la
sal ha sido descrita en Glycine max (Singleton y Bohlool, 1984), en Glycine
wightii (Wilson, 1970), en Trifolium alexandrinum (Bajpai y Gupta, 1979), en
Medicago sativa (Subba Rao et al., 1972; Bekki et al., 1987; Garrido et al.,
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1992), en Trifolium subteraneum (Hopmans et al., 1984), en Vicia faba (Yousef
y Sprent, 1983; Zahran y Sprent, 1986), en Vigna radiata (Hafeez et al., 1988),
en Cicer arietinum L. (Elsheikh y Wood, 1990), en Pisum sativum (Delgado et
al., 1992) y en no-leguminosas como Casuarina equisetifolia (Ng, 1987).

Numerosas investigaciones han informado que la tolerancia a la salinidad
del Rhizobium es mayor que la de la leguminosa (Wilson, 1970; Bhardwaj, 1975;
Kassem et al., 1985). Las bacterias pueden adaptarse al incremento de niveles de
NaCl aumentando sus niveles intracelulares de potasio o glutamato (Yelton et
al., 1983), de aminoacidos aciclicos (Brown, 1976) o prolina (Csonka, 1989). En
un estudio llevado a cabo con Vigna radiata se comprueba que aunque la sal
reduce un 75% el peso del nodulo, la reduccion de la actividad nitrogenasa no es
tan dréstica, lo que indica que aun cuando la salinidad afecta a la formacion del
nédulo, cuando éste estd formado, la sal influye débilmente en su
funcionamiento, puesto que en esa etapa de crecimiento la planta puede disponer
de fotoasimilados que contribuyan a su funcionamiento (Hafeez et al., 1988), por
lo que se ha sugerido que el efecto del NaCl en la nodulacion puede ser un efecto

indirecto a través de la planta huésped.

Sin embargo, hay evidencias que indican que la salinidad afecta mas a la
nodulacion que a la planta huésped, entre las que se pueden citar: a) El efecto de
la salinidad en el contenido en nitrogeno de la planta fue mas pronunciado en
plantas fijadoras de nitrogeno que en plantas fertilizadas con nitratos (Pate y
Dart, 1961; Alston y Graham, 1982; Yousef y Sprent, 1983). b) El crecimiento
de las plantas a expensas de la fijacion simbiodtica de nitrogeno se afectd6 mas
intensamente por la sal que cuando crecian con nitrégeno combinado (Lauter et
al., 1981). ¢) En experimentos con raices divididas de soja el efecto de la
salinidad se observd en la nodulaciébn y no en la parte aérea (Singleton y
Bohlool, 1984). Cuando se inoculan cultivos de Cicer arietinum con cepas de

Rhizobium resistentes a la sal que producen una simbiosis efectiva bajo
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condiciones salinas, Elsheikh y Wood (1990) concluyen que la fijacion de

nitrogeno fue mas sensible a la sal que el crecimiento de la planta.

La identificacion de solutos intracelulares y su modificacion en
condiciones de estrés salino puede usarse en potencia en la seleccion de
cultivares adaptados a la sal. La informacion a nivel celular de los metabolitos
del nodulo y especialmente en bacteroides (Bekki et al., 1987) es esencial para
entender el mecanismo implicado en la inhibicion de la fijacion de nitrégeno por
la sal. El estrés salino también disminuye la concentracion de 4cidos orgénicos,
alrededor del 40%, tanto en ndédulos como en raices de alfalfa (Fougere et al.,
1991). Sin embargo, aumenta la concentracion de acido lactico, sobre todo en
bacteroides donde llegd a ser el dcido mayoritario, contribuyendo parcialmente a

restaurar el ajuste osmotico.

La produccion de acetileno por bacteroides aislados de nddulos de
Medicago sativa inoculada con cepas de Rhizobium meliloti tolerantes y no
tolerantes a la sal, fue inhibida con distinta intensidad en presencia de NaCl en el
medio de incubacion (Bekki er al., 1987). Estos autores sugirieron que la
inhibiciéon de la actividad reductora de acetileno por la sal podria estar
directamente relacionada con la inhibicion de la capacidad respiratoria de los
bacteroides causada también por el estrés salino. Sin embargo, no es éste el
principal proceso implicado en la inhibicion de la capacidad fijadora de
nitrégeno causada por el estrés salino a tenor de los datos obtenidos en

diferentes especies de leguminosas (Garrido, 1992).

El pool de aminodcidos y de carbohidratos aumenta con el estrés salino en
nodulos de Medicago sativa (Fougere et al., 1991). Respuestas similares se han
detectado en nodulos de Vicia faba (Venekamp y Koot, 1988) y de Glycine max
(Ford, 1984). Entre los aminodacidos, la prolina y la asparragina exiben un

incremento espectacular (Hanson y Hitz, 1982), demostrando asi su implicacion
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en la osmorregulacion. Entre los carbohidratos, el estrés salino modifica
considerablemente la relacion pinitol/sacarosa y el ciclitol, que pueden contribuir

a la tolerancia en este tipo de estrés (Fougere et al., 1991).

5.3. Metabolismo nitrogenado bajo condiciones de estreés salino

La fijacion de nitrégeno se modifica cuando a un suelo salino se le
adiciona nitrégeno combinado (Pate y Dart, 1961). De hecho, la efectividad de la
nodulacion y la eficacia de la nitrogenasa estdn negativamente correlacionadas
con la concentracion de nitrdgeno inorganico en el suelo (Alston y Graham,

1982).

La salinidad puede alterar la absorcion de algunos nutrientes del suelo
como el nitrato (Aslam et al., 1984), el potasio y calcio (Cramer et al., 1987) y el
amonio (Leidi et al., 1992) produciendo un desequilibrio nutricional en la planta,
que se traduce en un anormal crecimiento de ésta y una alteracion del
metabolismo no proteico. Los efectos de la salinidad ante la presencia de amonio
y nitrato en el suelo son mas pronunciados con este ultimo (Pessarakli et al.,
1989b), aun cuando Leidi et al. (1992) sefialan que el nitrato es mejor fuente de

nitrégeno que el amonio en plantas que crecen en condiciones de estrés salino.

Generalmente, se describe que el estrés salino promueve la acumulacion de
nitrato, amonio y aminoacidos libres en plantas (Saad, 1979). El bajo potencial
osmético en la solucidon nutritiva inducido por el NaCl inhibe el metabolismo del
nitrato y provoca la acumulacion de compuestos nitrogenados solubles
(Pessarakli y Tucker, 1985). También se describe la reducciéon de Ila
proteinosintesis; sin embargo, no se ha establecido si esta reduccion es resultado
de la degradacion proteica (Mothes, 1956) o debida a una alteracion en la
incorporacion de los aminoécidos a las proteinas (Stewart y Lee, 1979). Helal et

al. (1975) observaron que el NaCl mejora la absorcion de nitrégeno 1abil y su
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incorporacion a la fraccion proteica (Langdale et al, 1973). La presencia de
cloruros puede inhibir la absorcioén del nitrato (Smith y Thompson, 1971), no
afectarla intensamente (Rao y Rains, 1976) o depender de la variacion genotipica
de la especie vegetal (Bloom y Finazzo, 1986). Los informes sobre el efecto de
la salinidad en la asimilacion de nitrogeno son controvertidos; es evidente que
las medidas de los procesos de absorcion y de asimilacion del nitrogeno deben

hacerse simultaneamente (Aslam et al., 1984).

Kozlawski (1972) reviso en un estudio las enzimas que se alteraban en las
plantas ante un estrés, enfatizando en la actividad NR. Bottacin et al. (1985) y
Martinez y Cerdé (1989) encontraron que la actividad de esta enzima se inhibia
con el NaCl. Daines y Gould (1985) y Misra y Dwivedi (1990) detectaron que en
estas condiciones la enzima se estimula, mientras que Aslam et al. (1984)
describen que no vari6 la actividad. Los resultados son bastante controvertidos
(Abdul-Kadir y Paulsen, 1982; Bloom-Zandstra y Lampe, 1983). Para
Austenfeld (1974) el efecto de la sal en esta actividad enzimatica depende de la
dosis y para Pessarakli et al. (1989a) depende del organo estudiado. Asi en
Phaseolus vulgaris la parte aérea es mas seriamente afectada que la raiz por la
salinidad, mientras que en Lupinus albus, leguminosa tolerante a la sal, la
reduccién de nitrato en raiz fue totalmente inhibida (Jeschke et al., 1992). Aslam
et al. (1984) observaron que la inhibicién de la actividad NR determinada in
vitro fue mayor cuando la sal fue adicionada al medio de ensayo que cuando esta
actividad enzimatica fue determinada mediante el método in vivo. Esto indica
que in situ la actividad NR esté4 protegida del estrés salino. La susceptibilidad de
danarse el transportador del nitrato, mas que su sistema reductor, puede ser el
factor critico para la supervivencia de la planta durante el periodo de estrés.
Schrader (1978) también informd de una inhibicion similar de la actividad NR
cuando in vitro se adiciond6 amonio y cloruro sodico al medio de ensayo.
Profundizando en el tema, Martinez y Cerdé (1989) concluyeron que la actividad

NR se afectd directamente por la presencia de NaCl en el medio radical,
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interfiriendo en la absorcion de nitrato e inhibiendo su transporte de la vacuola al

citosol.

La actividad NiR también se inhibe con la sal, aunque es menos sensible
que la NR. Sin embargo, se ha comprobado que la NiR es mas sensible al ensayo
in vitro que in vivo (Rao et al., 1988). Al incubar la enzima con NaCl y Na,SO4
se detecta que la salinidad anionica es mas toxica que la catidnica para la

supervivencia de la planta durante el periodo de estrés (Rao y Gnanam, 1990).

El efecto que el estrés salino produce en las enzimas de la asimilacion de
amonio ha sido estudiado por Miranda-Ham y Loyola-Vargas (1987; 1988),
determinando que en estas condiciones se altera el metabolismo, aunque el
comportamiento es diferente segun el organo vegetal que se estudie. Estas
enzimas se afectan ademads por la interaccion descrita entre la sal en el medio y la
fuente de nitrogeno para la planta (Bourgeais-Chaillou et al, 1992). Asi, la
tolerancia a la sal esta relacionada con una constante en las relaciones NR/NiR,
GS/GOGAT, via predominante de la asimilacion de amonio en condiciones de
estrés salino segin Misra y Dwivedi (1990) y GS/GDH y con un elevado
contenido en malato, mientras que la sensibilidad a la sal estd ligada a la
utilizacion del nitrogeno. En el caso de plantas que crecen con amonio, la
salinidad aumenta la relacion GS/GOGAT y las actividades GDH y PEPC y
ademads se produce el sindrome del amonio, caracterizado por una disminucion
del contenido en solutos orgdnicos y minerales en la vacuola (Chaillou et al.,
1991). Sin embargo, con nitrato en el medio de crecimiento, la salinidad
incrementa las relaciones NR/NiR en la hoja y NR/GS en raiz mientras que
disminuye la relacion GS/GOGAT, las actividades GDH y PEPC, la relacion
NR/GS en hoja y el nivel de acidos orgédnicos. En este caso no parece que la
disminucién del crecimiento por la sal esté ligado a la incapacidad de llevarse a

cabo el ajuste osmotico.
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5.4. Respuesta fisioldgica ante el estrés

La selectiva acumulacion intracelular de aminodcidos como, asparragina,
glicina betaina, leucina, prolina, metionina y valina, es una respuesta fisiologica
de muchos organismos al estrés osmotico (Yancey et al., 1982). En plantas
superiores, tal incremento se da como respuesta a la salinidad y a otros tipos de
estrés como sequia y bajas temperaturas (Aspinall y Paleg, 1981; Irigoyen et al.,
1992).

La acumulacion de prolina en respuesta al estrés salino se ha observado en
haléfilas (Ostrem et al., 1987) y no haldfilas (Aspinall y Paleg, 1981). En
general, la cantidad de prolina se correlaciona con el grado de salinidad (Stewart,
1981), ya que el contenido de prolina aumenta a las pocas horas del estrés
(Tewari y Singh, 1991) y puede aumentar 10 veces si se aplica exdgenamente
(Treichel, 1975). Cuando cesa el estrés, la prolina desciende rapidamente

(Stewart, 1972).

En términos de relaciones hidricas, la acumulacion de prolina en los tejidos
se relaciona con un descenso en el potencial hidrico, que se produce tanto en
estrés por sequia como en estrés salino. Sin embargo, bajo estrés salino el
descenso del potencial hidrico se debe, integramente, a una disminucion del
potencial osmotico, mientras que en estrés por sequia se debe a una caida del
potencial de turgor y del potencial osmético puesto que disminuye el volumen de

la célula.

Varias funciones fisiologicas han sido asignadas a la sintesis de prolina

inducida por el estrés, puede actuar en el ajuste osmotico (Hosegawe et al.,
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1986), como sumidero de energia y de nitrogeno (Aspinall y Paleg, 1981).
Ademas, se la ha relacionado con los procesos de senescencia (Wang et al.,
1982) y también puede servir de indice de resistencia al estrés. Aunque, la
relacién entre ambos conceptos es bastante discutida (Levy, 1983); no obstante,
en algunos trabajos con cereales se utiliza este indice por no tener disponible

ningun otro (Singh et al., 1973).

Entre los precursores de la biosintesis de prolina se pueden citar los acidos
organicos originados como consecuencia del estrés (Goring y Plescher, 1986;
Zoglauer et al., 1987). En V. faba, Venekamp y Koot (1988) confirman estos
resultados pero ademas concluyen que la prolina puede ser sintetizada a partir
del nitrato y metabolitos carbonados procedentes de sistemas respiratorios. Sin
embargo, no hay duda de que el glutamato es el principal precursor (Singh et al.,
1973), pudiendo proceder de la asimilacion del amonio via GS/GOGAT (Klaus
et al., 1985). Yamaya et al. (1986) cuestionan que en condiciones de estrés, ésta
sea la via de sintesis de glutamato como precursor de la prolina y proponen a la
GDH como enzima que relaciona los procesos de respiracion oxidativa y de
biosintesis de prolina. En este sentido, Davies (1986) describe un estimulo de las
actividades deshidrogenasas como respuesta a la alteracion de pH producida por

el incremento en acidos organicos bajo condiciones de estrés.

El metabolismo biosintético de la prolina parece ser idéntico en todos los
organismos. La mayor parte de las enzimas catabolicas y biosintéticas han sido
estudiadas en microorganismos. La biosintensis de la prolina se inicia con dos
reducciones y una ciclacion a partir del 4cido glutdmico. Las enzimas que
intervienen en primer lugar forman un complejo enzimatico denominado pirrolin
S-carboxilasa sintasa (P5C-sintasa) en donde colaboran dos enzimas, la
yglutamil-quinasa y la yglutamil-fosfato-reductasa; este complejo produce un
intermediario inestable que rapidamente se transforma en semialdehidoglutdmico

(GSA) que se cicla de forma espontdnea (Vogel y Bonner, 1954; Leisinger,
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1987; Kohl et al., 1988) para formar el metabolito clave de la ruta , el acido 5-
pirrolidin carboxilico (P5C).

La reduccion de P5C a prolina se realiza mediante la P5C-reductasa
(P5CR) dependiente del NAD(P)H, enzima localizada en el citoplasma de
nddulos, raices y hojas, donde el 15% de la actividad se localiza en los plastidios,
lo que sugiere que la prolina puede ser sintetizada en distintos compartimentos
celulares (Szoke et al., 1992). La actividad de esta enzima es bastante elevada en
nddulos de soja (Kohl et al., 1988). Su K,,, para el NADPH es 25 veces inferior a
la que se detectado para el NADH. La actividad se inhibe en presencia de

NADP" y no se inhibe con la prolina; esta inhibicion cesa por el estrés.

Al producirse la biosintesis de prolina se obtiene un incremento en la
disponibilidad de NADP" como consecuencia de la reduccion del P5C, lo que
podria estimular la via oxidativa de las pentosas fosfato (Krebs y Eggleston,
1974). Evidentemente, conllevaria un incremento en la produccion de ribulosa 5
fosfato, que conectaria con intermediarios de la biosintesis de ribonucledtidos
purinicos. Yeh y Phang (1988) demostraron que el P5C incrementa la sintesis de
ribulosa S-fosfato y subsecuentemente del fosforribosilpirofosfato (PRPP).
Asimismo, otras vias metabdlicas se conectan por el complejo PS5C-sintasa

(Matsuzawa e Ishiguro, 1980; Brandiss y Falvey, 1992).

Kohl et al. (1988) consideran que la prolina tiene un papel interesante en la
fijacion de nitrogeno, al considerarla como esqueleto carbonado reducido que
podria ser oxidado y contribuir como fuente de energia en el bacteroide. Sin
embargo, ésto fue cuestionado por Day et al. (1990) cuando detectaron que la
prolina no es absorbida rapidamente por el bacteroide. Se sugirid que la
membrana peribacteroidea carece de transportador de prolina y que la entrada de
la prolina tendria que ser por difusion pasiva. Zhu et al. (1992), en experimentos

con nddulos de soja in vivo, encuentran que el flujo de la prolina a través de la
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membrana peribacteroidea es mas lento que el del malato y el del succinato, pero
lo suficientemente rapido para influir en eventos metabdlicos de interés. Es
interesante sefialar que la prolina exogena estimula la actividad reductora de
acetileno en noédulos intactos de soja de forma similar al succinato y glutamato
(Zhu et al., 1992). Otra linea que evidencia la conexion de la prolina con la
fijacion de nitrogeno esta relacionada con el estudio del operdon ntr (nitrégeno
regulador) que regula la expresion de tres genes, el gln A (gen estructural de la
GY), el nif (fijacion de nitrogeno) y el put (utilizacion de prolina) (Magasanik,
1982).

La prolina sintetizada en el citosol vegetal es catabolizada en el bacteroide
por la prolina deshidrogenasa (ProDH). La actividad de esta enzima se detecta
prioritariamente en los bacteroides de nodulos, pero sélo un 2% en plastidios y
mitocondrias (Stewart, 1981). Esta enzima es la que debe sumistrar parte de la
energia necesaria para la fijacion de nitrégeno y aumenta entre 2 y 4 veces
cuando los bacteroides se someten a un estrés (Kohl et al, 1991). La
compartimentacion de la ProDH en los nddulos proporciona la posibilidad de
que la P5CR y la ProDH jueguen un papel en la transferencia del potencial redox

entre el citosol y el bacteroide.
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6. PERSPECTIVAS

La propuesta que sugieren Epstein y Norlyn (1977) para superar la
salinidad se basa en la "seleccion y manipulacion” para la tolerancia a la sal, una
propuesta eficiente y econdmica. Hay diferentes estrategias que han adoptado
varios investigadores para superar la salinidad (Ashraf y McNeilly, 1987). Una
de ellas consiste en llevar a cabo un screening del germoplasma autoctono del
cultivo con objeto de identificar el cultivar mas tolerante, como el realizado por
Ashraf 'y Waheed (1990) con 133 genotipos de Lens culinaris M. procedentes de
un germoplasma local. Pacovsky y Fuller (1991) proponen que, en un programa
de mejora de la fijacion de nitrégeno para Phaseolus, se debe identificar el
germoplasma que expresa elevados niveles de GS o NADH-GOGAT especifica
de nddulos y este material deberia usarse con cepas efectivas de Rhizobium
leguminosarum que previamente hayan sido seleccionadas para dar lugar a una

asociacion simbiotica Optima.

Se han descrito otros métodos directos de seleccion y manipulacion para
mejoramiento de cultivos tolerantes a la sal sin considerar los mecanismos que
inducen esta tolerancia (Epstein, 1985; Shannon, 1985). Sin embargo, los
mecanismos fisioldgicos son cruciales en una busqueda rapida y para conocer los
distintos parametros objetivos que pueden favorecer un programa de mejora
(Yeo y Flowers, 1984). Entre las estrategias que adoptan las plantas adaptadas a
la salinidad esté la intrusion o extrusion idnica en vacuola/citoplasma (Binzel et
al., 1988) y el incremento del nivel de solutos compatibles (Stewart y Lee, 1979;
Handa et al., 1986).

Sin embargo, al considerar a las leguminosas han de contemplarse como
asociacion simbiotica en la que la sal afecta tanto a la planta como a la bacteria y
por tanto al nodulo fijador de nitrogeno. Conocer cual de los dos componentes de

la simbiosis actia como factor determinante del estrés salino es interesante. Sin
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duda, los esfuerzos actuales estan encaminados a que la tolerancia a la sal debe
centrarse en la planta y no en el Rhizobium; no obstante intentamos abordar
simultaneamente el estudio del efecto de la sal en ambos componentes de la

simbiosis.
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Objetivo

El estrés salino es uno de los mayores factores limitantes en la
productividad de los cultivos de leguminosas, especialmente cuando el nitrégeno
necesario para el crecimiento procede de la fijacion simbiotica. La fotosintesis, el
metabolismo nitrogenado, la sintesis proteica, el transporte de fotoasimilados y
el crecimiento de la planta se ven seriamente afectados por la salinidad. Esto
supone un grave problema, sobre todo si se tiene en cuenta que el 40% de la
superficie terrestre cultivable presenta problemas de salinidad, estando gran parte

de esas areas confinadas en las regiones mediterraneas.

Por otra parte, las leguminosas presentan gran interés por su capacidad
para colonizar ecosistemas naturales, mejorando la fertilidad del suelo y
permitiendo el asentamiento de otras especies vegetales, ya que el nitrégeno
fijado quedarad finalmente incorporado a la materia organica, aspecto que las

hace potencialmente importantes en la lucha contra la desertizacion.

En el desarrollo de la simbiosis Rhizobium-leguminosa en suelos salinos,
resulta evidente que la identificacion de cepas de Rhizobium y genotipos de
plantas huéspedes tolerantes a la sal pueden contribuir positivamente en el
conocimiento de este tipo de estrés. El efecto del estrés salino en la simbiosis
puede ser directo por inhibicion del proceso de infeccién y/o funcionamiento de
los nodulos o indirecto afectando a la fotosintesis y/o al crecimiento vegetal. Se
ha demostrado que las bacterias pueden adaptarse al incremento de sal, siendo
capaces de tolerar niveles superiores de salinidad que las leguminosas que los
hospedan. La tolerancia a la sal esta influenciada por el estado de desarrollo de la
planta, consecuentemente, la respuesta al estrés salino dependerd de los genes
que estén funcionando en esa etapa de desarrollo. Esto implica que la adicion de
NaCl en distintas etapas de crecimiento puede dar lugar a respuestas mas o

menos acentuadas.
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El desarrollo de simbiosis efectivas en los nodulos radicales de
leguminosas depende de una serie de interacciones complejas entre la planta
huésped y el rizobio invasor. Ambos simbiontes responden sintetizando una serie
de moléculas y/o proteinas, en las que se implican genes de la planta y de la
bacteria. EI nédulo morfoldgica y bioquimicamente es un érgano y en medio
salino responde con un acimulo de aminoacidos, nitrato y amonio ante el estrés
osmatico, produciéndose de esta forma una alteracion del metabolismo

nitrogenado del nddulo.

En este trabajo se aborda el estudio de la sensibilidad al NaCl de distintas
cepas de R. leguminosarum biovar. vicieae y de diversos genotipos de V. faba.
Ademas, se profundiza en la evoluciébn de la simbiosis V. faba-R.
leguminosarum, lo que permitira relacionar el efecto del NaCl con el desarrollo
de la planta. También, se compara la sensibilidad al estrés salino de leguminosas
noduladas cuando crecen con distintos niveles de nitrato. Por ultimo, se lleva a
cabo la purificacion y caracterizacion de la NADH-GOGAT de los nddulos,
enzima implicada en la asimilacion del amonio y que junto a la GS constituyen

el ciclo de la glutamato sintasa.
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1 MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Material vegetal

Material y métodos

La especie vegetal elegida para el presente trabajo ha sido Vicia faba L.,

leguminosa grano de elevado interés agricola en la region mediterranea. Se ha

utilizado el cultivar comercial Alborea (Semillas Pacifico SA., Sevilla) y varias

lineas puras (Tab. 1) seleccionadas por cruzamiento y autofecundacion por el

Dr. D. Antonio Martin (Dpto. de Mejora Genética, CSIC, Cdérdoba). En el

estudio comparativo de propiedades inmunolédgicas de la NADH-GOGAT de

nodulos de Vicia faba, se han ensayado otras especies de leguminosas como

Vicia sativa, Phaseolus vulgaris, Medicago sativa, Pisum sativum y Glycine

max (Merr .)

Tabla 1. Denominacion y caracteristicas de los cultivares de V. faba utilizados en el presente

trabajo
Denominacion FIorf';lcién Color Color Color Origen® Varie_dad
(dias) ala semilla hilo botanica®
VF4 36-37 Blanco Hueso Negro Cérdoba 2
VF6 48-49 Negro Marrén Negro Cérdoba 2
VF15 30 Negro Hueso Blanco Cérdoba 2
VF16 29 Negro Negro Negro Cordoba 2
VF17 45 Negro Burdeos Blanco Cordoba 3-4
VE27 42 Negro Negro Negro Cérdoba 3-4
VF38 27 Negro Hueso Negro Coérdoba 2
VF46 39-40 Negro Rojo-marrén Negro SA 1
VF47 55 Negro Marrén-verdoso  Blanco Coérdoba 1
VF60 43-44 Negro Morado Blanco Cérdoba 2
VF61 54 Negro Negro Negro Coérdoba 2
VF64 31 Negro Marrén-verde Blanco Coérdoba 2
VF83 47 Blanco Marrén-hueso Negro Cordoba 2
VF112 27 Blanco Hueso-verdoso Negro Cérdoba 2
ALBOREA 40-41 Negro Hueso Negro Comercial 3

(a) Origen: Cordoba, obtenidas en el Departamento de Mejora Genética, CSIC, Cordoba; S.A.,

América del Sur.

(b) Variedad botanica y tamafio de grano: major (1) > esquina (2) > minor (3) > paucijuga (4).
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1.2. Microorganismos

Se han utilizado diversas cepas de Rhizobium leguminosanlm biovar.
viceae (Tabla 2), aisladas de nddulos radicales de V. faba por Hervas et al
(1991). Como controlo referencia. se ha ensayado la cepa 300 (Brewin et al,

1980).

Otros microorganismos utilizados han sido Rhizobium leguminosarum
biovar. phaseoli GR12, Rhizobium meliloti GR4B, Bradyrhizobium japonicum
USDA 110.

Tabla 2. Denominacién y lugar de procedencia de las cepas de R. leguminosarum biovar.

viceae aisladas de nodulos de V. faba.

Cepa Procedencia Cepa Procedencia Cepa Procedencia
GRAI9 Alhama GR17 Iznalloz GRLS Loja
GRC20 Cubillas GRI124 Iznalloz GRL19 Loja
GRC37 Cubillas GRI32 Iznalloz GRL22 Loja

GRLMA40 La Malaha

1.3. Material animal

Para la obtencioén de suero anti-GOGAT de nodulos de V. faba, se han
utilizado conejos de raza hibrida Nueva Zelanda-Califomia, suministrados por

Panlab (Espafia).

Los conejos se mantuvieron en el animalario de la Universidad de
Malaga. Su alimentacion se realizdé con pienso compuesto de la casa Panlab,

dieta 112.
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2.  MEDIOS DE CULTIVO

2.1. Solucion nutritiva para plantas

Para el cultivo de plantas se ha utilizado la solucion nutritiva de Rigaud y

Puppo (1975), cuya composicion es la que sigue:

e Macronutrientes:

KHoPOy oo 0.200 g
MgSOy4 - THyO e 0.200 g
KCl i 0.200 g
CaSOys - 2H70 .o 0.120 g
Na,FeEDTA (Secuestrene)........ 0,025 g

e Micronutrientes:

Na;MoOy - 7 HyO.oeeee 0.004 g

MnSOy - 2H70 ..o 0.002 g

CuSOy4 - SHyO v, 0.002 g

ZnSOy4 - THO .o, 0.003 g

H3BO3 e, 0.018 g

CoCly - 4H70 ..o 0.12 mg
® AQUAcc e 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0£0.1 con KOH Yy se esteriliza en autoclave a 117°C

durante 30 min.
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2.2. Medios de cultivo utilizados para la conservacion bacteriana y para

la preparacion de inoculos.

Los medios de cultivo bacteriano fueron distribuidos en tubos Roux
inclinados en pico de flauta. En ellos se conservaron las cepas de uso rutinario
manteniéndose a 4°C y resembrandose cada 2 6 3 meses. Para evitar la pérdida
de caracteres genéticos por sucesivas resiembras, los cultivos liquidos
microbianos en fase logaritmica de crecimiento se guardaron a —20°C

adicionados de glicerol al 50% (v/v).

2.2.1.Medio 79 de Allen (Allen, 1957).

Se ha utilizado para el crecimiento de las cepas de Rhizobium. Su

composicion es la siguiente:

KoHPO4 i, 06¢g
MgSOy4 - THyO v 02¢g
CaCO3 et 1.0g
CaCly - 2Hp0. .o, 02¢g
NaCl .., 02¢g
Manitol.......cceeeveerieniieiieieeiene, 76¢g
Glucosa ....ooovveeiieiiecieeeeeee 24¢g
Extracto de levadura...................... 05¢g
PN | G URUSPRRR 150¢g
Agua destilada...........c.cccvenen. 1000 ml

Antes de esterilizar a 117°C durante 20 min, el pH se ajusta a 7.0-7.2.
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2.2.2.Medio YEM.

Se utiliz6 para el crecimiento de Bradyrhizobium y su composicion se

detalla a continuacion:

KoHPOy i, 05¢g
MgSOy4 - THpO e 20¢g
NaCl .., 0,1g
Manitol.......cccoevieviiieieeiieeeee. 100 g
Extracto de levadura...................... 10g
PN | G URSPRRR 150¢g
Agua destilada..........cccounenee. 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0-7.2 y se esteriliza a 117° C durante 20 min.

2.2.3. Medio bacteriano para curvas de crecimiento.

Para seguir el crecimiento bacteriano en el tiempo se utilizé el medio

liquido YMT , siendo su composicién la siguiente:

Triptona.....ccceeeeeeriieeieeiieeee e 50¢g
Extracto de levadura...................... 25¢g
Manitol........ccceeeeieeeiieeiieeees 100 g
CaCly - 2H20 ..o, 06¢g
Agua destilada...........c.cccvennen. 1000 ml

Cuando se utilizo en forma solida se le adicion6 agar al 1.5%.
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3.  CRECIMIENTO BACTERIANO

3.1. Crecimiento de in6culos

El crecimiento se llevo a cabo en medio sélido a 28°C, durante 72 h para

las especies del género Rhizobium y de 5 a7 dias para las de Bradyrhizobium.

3.2. Efecto del NaCl sobre el crecimiento de Rhizobim leguminosarum

biovar. viceae

El cultivo se desarrolld6 a 28°C, en agitacion, en tubos de ensayo
(3tubos/tratamiento) que contenian 10 ml de medio YMT, inoculados al 4% a
partir de preindculos crecidos durante 48 h. El estudio del efecto de la sal en el
crecimiento bacteriano se realizd anadiendo NaCl a determinadas

concentraciones.

3.2.1.Tolerancia al NaCl de diferentes cepas de R. leguminosarum

El crecimiento en condiciones salinas, de las cepas expuestas en la tabla
2, se llevdo a cabo adicionando al medio de cultivo NaCl hasta una
concentracion fmal de 75 mM, manteniéndose un control sin NaCl para cada
una de ellas. Las medidas de crecimiento se realizaron a las 6, 18, 36 y 48 h,
por detenninaci6bn de la D.O. a 620 nm en un espectrofotbmetro Spectronic

(20D).

3.2.2.Crecimiento  de  leguminosarum  GRA19 con diferentes

concentraciones de NaCl en el medio

La cepa GRA19 de R. leguminosarum, por sus caracteristicas de

infectividad y efectividad, se eligi6 para el estudio del crecimiento con distintas
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concentraciones de sal. Se ensayaron cuatro niveles de NaCl: 0, 50, 75 y 100

mM.

La medida del crecimiento se realizé a las 6, 12, 24, 48 y 72 h, por
determinacioén de la D.O. a 620 nm. Simultineamente, se retiraron alicuotas de
cada tubo para determinar el numero de células viables. Esto se hizo por
diluciones decimales, depositando 0.1 ml de cultivo en placas Petri (3
placas/dilucion) sobre las que se vertieron 15 ml de medio YMT solido
mantenido en sobrefusion a 45°C. Tras el recuento de las colonias aparecidas

se calcul6 el valor medio (Vincent, 1970).

Para describir la fase logaritmica de crecimiento, en funcién del nimero
de células viables/ml, se determiné el tiempo de generacion (G), definido como

el tiempo necesario para duplicar la poblacion. La formula utilizada es la que

sigue:
t-log?2
G =
logb—loga
donde,
t= tiempo en horas transcurrido desde el inicio hasta el final de la fase

logaritmica de crecimiento
2 = representa la multiplicacion por escision de las bacterias
b= numero de células viables/ml al final de la fase logaritmica

n= numero de células viables/ml al inicio de la fase logaritmica
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4. CULTIVO DE PLANTAS

4.1. Cultivo hidroponico

Se ha llevado a cabo en jarras Leonard (Leonard, 1943) de 1.5 1 de
capacidad, con vermiculita como sustrato inerte, que permite un adecuado
desarrollo radical gracias a su porosidad. Las jarras Leonard constan de 2
recipientes de vidrio que encajan perfectamente. La parte superior contiene el
sustrato y la inferior la solucion nutritiva. A través de una mecha de papel de
jarabe asciende la solucion por capilaridad, manteniéndose de esta forma el

grado de humedad del sustrato. Se esterilizan en autoclave a 120°C durante 1 h.

4.2. Esterilizacion germinacion de las semillas

Las semillas de las leguminosas se esterilizaron en superficie con etanol
al 96% durante 2 min y medio, lavando después con abundante agua destilada
estéril al objeto de eliminar los restos de etanol. Tras la esterilizacion se
dejaron en imbibicidon durante 3 6 4 h. Transcurrido este tiempo, se colocaron
en semilleros de vermiculita estéril convenientemente humedecida. La
esterilizacion de las semillas y la preparacion de los semilleros se llevo a cabo
en camara de flujo laminar para prevenir contaminaciones. Los semilleros se
cubrieron con bolsas de polietileno para evitar la pérdida de humedad y se

mantuvieron en oscuridad durante 72 h a 26° C en una estufa de germinacion.
4.3. Preparacion del in6culo
El indculo se preparo a partir de cultivos frescos (72 h) en medio s6lido,

adicionando solucidn nutritiva estéril para conseguir, por agitacion mecanica,

una suspension bacteriana de ~109 células - ml™.
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4.4. Siembra e inoculacion

En cada jarra Leonard estéril se sembraron, en condiciones axénicas, dos
semillas pregerminadas (1-3 cm de radicula) que se cubrieron con 2 ml de
indculo. Ya inoculadas se cubren con vermiculita ya continuaciéon con una capa
de perlita estéril que disminuye el riesgo de contaminacion evitando a la vez
las pérdidas de agua por evaporacion. Antes de trasladar las jarras Leonard a la
camara de cultivo se forran con papel para que la luz no llegue al sistema

radical.

4.5 Condiciones de la camara de cultivo

Las plantas crecieron en una camara Koxka (SA8/17-27/R) con las

siguientes condiciones ambientales:

* Fotoperiodo: 16h luz/ 8h oscuridad
* Temperatura: 23 + 1°C dia/ 17 + 1°C noche
* Humedad relativa: 55% dia/ 75% noche

« Intensidad luminosa: 500 pmol - m? - s en la superficie de las
macetas, suministrada por fluorescentes Sylvania Cool-White (F72T12-
CW-VHO) y lamparas incandescentes de 60 watios (30% del total de

watios ).

Las jarras Leonard se distribuyeron sobre la mesa de cultivo al azar,
cambiandose de forma periodica de lugar. El recipiente inferior de la jarra
Leonard se cambid por otro con solucion nutritiva reciente y estéril cada siete

dias y cada tres a partir de la tercera semana.
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5.  EXPERIMENTOS REALIZADOS EN PLANTAS

El estudio del metabolismo del amonio en la simbiosis V. faba -R
leguminosarum, se estructur6 en tres bloques de experimentos sin que ello
determinara una secuencia cronoldgica obligada, sino que ésta seguiria el

desarrollo del propio trabajo:

» (aracterizacion del ciclo de la glutamato sintasa en nodulos de V. faba.

0 Desarrollo ontogenético de la actividad nitrogenasa y de las
actividades del ciclo de la glutamato sintasa en nodulos de V.
faba.

0 Evolucion en el fotoperiodo de la actividad nitrogenasa y de las
actividades del ciclo de la glutamato sintasa en nodulos de V.
faba

» Efecto del estrés salino en la simbiosis de V. faba

0 Efecto del NaCl aplicado en el momento de la inoculacion

0 Efecto del NaCl aplicado a simbiosis establecidas y fijadoras de
nitrégeno

0 Tolerancia al estrés salino en diferentes lineas puras de V. faba

0 Interaccion de la fertilizacion nitrogenada y la salinidad en la
simbiosis V. faba-R. leguminosarum

* Estudio de la NADH-GOGAT de la fraccion vegetal de los noédulos de

V. faba: Caracterizacion y propiedades antigénicas.
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5.1. Desarrollo ontogenético de la actividad nitrogenasa y de las

actividades del ciclo de la glutamato sintasa en nédulos de V. faba

Se utiliz6 el cv. Alborea de V. faba inoculado con la cepa GRA19 de R.
leguminosarum biovar. viceae. Las plantas crecieron en jarras Leonard con
solucion nutritiva adicionada de 2 mM de KNOs;, concentracion descrita como
no inhibidora de la nodulacion (Streeter, 1988). Se realizaron recogidas cada 3
0 4 dias entre los 10 y 50 dias de crecimiento, con un total de 13 muestreos. En
cada recogida se utilizaron 3 jarras (6 plantas). El experimento se realizd dos

veces, llevandose a cabo la determinacion de los pardmetros siguientes:

a) Crecimiento y nodulacion:

* Peso seco y fresco de nodulos, raiz y parte aérea
b) Actividad nitrogenasa de los nodulos:

* Actividad reductora de acetileno

* Produccién de hidroégeno en aire
¢) Enzimas de la asimilacion del amonio en nodulos:

* Actividad GS

* Actividad NADH-GOGAT

* Actividad NADH-GDH

d) Determinaciones analiticas:
* Proteina soluble en no6dulos

* Contenido de nitrogeno reducido en el material vegetal
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5.2. Evolucién en el fotoperiodo de la actividad nitrogenasa y de las

actividades del ciclo de la glutamato sintasa en nédulos de V. faba

Se han estudiado las actividades enzimaticas implicadas en la fijacion de
nitrogeno y asimilacién del amonio durante 48 h, con determinaciones cada 3
h. Se utilizaron plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19
de R leguminosarum que crecieron con 2 mM de NO’; durante 23 dias,
momento en que la actividad nitrogenasa se encuentra estabilizada y la
actividad NADH-GOGAT y GS se encuentran en su punto maximo. En cada
recogida se usaron 3 jarras (6 plantas) y el experimento se realiz6 2 veces. Las

determinaciones fueron las siguientes:

a) Actividad nitrogenasa de los nddulos: Reduccion de acetileno
b) Enzimas de la asimilacion del amonio en nddulos:

* Actividad GS

e Actividad NADH-GOGAT

* Actividad NADH-GDH
¢) Determinaciones analiticas:

¢ Proteina soluble en n6dulos

5.3. Efecto del NaCl aplicado en el momento de la inoculacion

Se utiliz6 el cv. Alborea de V. faba inoculado con la cepa GRA19 de R.
leguminosarum. Se ensayaron cuatro niveles de NaCl (0, 50, 75 y 100 mM)
que se adiciond a la solucién nutritiva suplementada con 2 mM de NO7;. Se
prepararon 9 jarras Leonard por tratamiento, realizandose recogidas a los 28,
35 y 42 dias después de la siembra. El experimento se realizd dos veces,

llevandose a cabo las determinaciones que siguen:
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a) Crecimiento y nodulacién:
* Peso seco y fresco de nddulos, raiz y parte aérea
e Numero de nodulos
b) Actividad nitrogenasa de los nodulos:
* Actividad reductora de acetileno
* Produccion de hidroégeno en aire
¢) Enzimas de la asimilacion del amonio en nodulos:
e Actividad GS
e Actividad NADH-GOGAT
d) Determinaciones analiticas:

¢ Proteina soluble en nddulos

5.4. Efecto del NaCl aplicado a simbiosis establecidas y rljadoras de

nitrégeno

Las plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R.
leguminosarum crecieron con solucion nutritiva adicionada de 2 mM de NO7;.
Tras 28 dias de cultivo, se aplicaron 3 niveles de NaCl, estableciéndose un
disefio experimental de 4 tratamientos salinos (0, 50, 75 y 100 Mm), con 9
jarras Leonard por tratamiento, utilizdndose 3 en cada recogidas, a los 7, 14 y
21 dias después de la aplicaciéon del NaCl. También, se llevé a cabo una
recogida en el dia 0, momento de aplicacion de la sal. Los datos son media de

dos experimentos. Las determinaciones realizadas fueron las que siguen:

a) Crecimiento y nodulacion:
* Peso seco y fresco de nddulos, raiz y parte aérea
b) Actividad nitrogenasa de los nodulos

e Actividad reductora de acetileno
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* Produccion de hidrégeno en aire
¢) Enzimas de la asimilacion del amonio en nodulos:
e Actividad GS
e Actividad NADH-GOGAT
d) Determinaciones analiticas:
* Proteina soluble en nodulos

* Contenido de nitrogeno reducido en el material vegetal

5.5. Tolerancia al estrés salino en V. faba: Utilizacion de lineas puras

Se utilizaron 16 genotipos de V. faba que crecieron con 75 Mm de NaCl
desde el inicio del cultivo, nivel considerado medio-alto segliin experimentos
anteriores. La recogida de plantas se llevo a cabo en floracidon, que tuvo lugar
en diferentes dias segun las lineas (Tabla 1). Los parametros determinados

fueron los siguientes:

a) Crecimiento y nodulacion:
* Peso seco y fresco de nodulos, raiz y parte aérea
b) Actividad nitrogenasa de los noédulos:
* Actividad reductora de acetileno
e Produccion de hidrogeno en aire
¢) Enzimas de la asimilacion de amonio en nodulos:
e Actividad GS
* Actividad NADH-GOGAT
d) Determinaciones analiticas:

¢ Proteina soluble en nddulos
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5.6. Interaccion de la fertilizacion nitrogenada y la salinidad en la

simbiosis V. faba-R. leguminosarum

La interaccion de la fertilizacion nitrogenada y la sal en plantas
inoculadas de V. faba cv. Alborea se ha estudiado combinando dos niveles de

NO7; (2 y 8 Mm) y cuatro concentraciones de NaCl (0, 50, 75 y 100 Mm).

El NO'; se aplicd desde el inicio del cultivo y el NaCl tras 18 dias de
crecimiento, con incrementos sucesivos hasta el dia 24 en el que se alcanzo la
concentracion final (Wignarajah, 1990). A partir de este momento se realizaron
4 recogidas a intervalos de 3 dias. El experimento se realizd dos veces y los

parametros determinados fueron:

a) Crecimiento y nodulacion:
* Peso seco y fresco de nodulos, raiz y parte aérea
b) Actividad nitrogenasa de los nodulos:
* Actividad reductora de acetileno
e Produccion de hidrogeno en aire
¢) Enzimas de la asimilacion del amonio en nodulos:
* Actividad GS
* Actividad NADH-GOGAT
d) Determinaciones analiticas:
e) Proteina soluble en nddulos
* Contenido de nitrégeno reducido en el material vegetal

e Contenido en prolina soluble
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6. METODOLOGIA EMPLEADA

6.1. Analisis del crecimiento

En la recogida se procedi6 a sacar las plantas de las jarras Leonard y a
lavar las raices abundantemente con agua para eliminar los restos de
vermiculita. Posteriormente, se lavaron con agua destilada, secando el exceso
con papel de filtro. Los nodulos de cada planta se aislaron, registrando
inmediatamente el peso fresco y el nimero cuando procedid. A continuacion,
se mezclaron de modo uniforme por tratamiento y se congelaron en nitrégeno

liquido hasta su utilizacion.

Posteriormente, se separd raiz y parte aérea y se colocaron en estufa de
corriente forzada de aire a 70° C durante 24 h. Pasado este tiempo se determin6
el peso seco de cada 6rgano. El peso seco de los nddulos se calculé mediante
un factor PS/PF obtenido de varias muestras pesadas cada dia antes y después

del secado.

Dado que las diferentes lineas puras florecen a distintos tiempos y por
consiguiente su periodo de cultivo difiere de unas a otras, se calculd a efectos
comparativos una tasa de crecimiento absoluto (TCA), dividiendo el peso seco
de la planta por el numero de dias de cultivo, expresada en mg PS (planta)” -
(dia)". Las mismas unidades tiene la tasa de crecimiento relativo (TCR), que
permitid estudiar la velocidad de crecimiento en cortos intervalos de tiempo y

que se calculd segtin la férmula descrita por Hunt (1982):

TCR = (Wz- Wl)/(tz -tl)

donde,
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W, = peso seco de la planta en la Gltima recogida
W; = peso seco de la planta en la pentltima recogida
t, = dia en que se realiz6 la Gltima recogida

t; = dia en que realizo la pentltima recocogida

Para ndédulos se calculd su peso normalizado, resultado de dividir el PS
de nodulos por el de parte aérea, expresandose en mg PS nodulos - (g PSPA)™.
Este se considera un dato mas adecuado para estimar el desarrollo de la
nodulacion asi como para reconocer el efecto que sobre ésta pueden tener

factores como el nitrogeno combinado, genotipo de la planta, etc. (Streeter,

1985).

6.2. Actividades de la nitrogenasa

La produccion de hidrogeno y la reduccion de acetileno por la
nitrogenasa se determind en muestras de raiz (2 g) constituidas por fragmentos
de 2 a 4 cm con nodulos adheridos (0.2-0.4 g de peso fresco) (Herdina y
Silsbury, 1990). Tanto la produccion de hidrogeno como la reduccién de

acetileno se midieron secuencialmente sobre la misma muestra.

6.2.1. Produccion de hidrogeno por la nitrogenasa

La produccion de hidrogeno concomitante con la reduccion de nitrégeno
por la nitrogenasa fue medida utilizando cromatografia gaseosa (Schubert y
Evans, 1976; Bédmar et al., 1983) segin la metodologia descrita por Caba
(1991). Se tomaron muestras de 1 ml de la atmdsfera que rodea a la raiz tras 20
min de incubacion. Se realizaron 6 repeticiones y la produccion de hidrégeno

se expresé en Pmol H; - (g PS)'1 hl
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6.2.2. Actividad reductora de acetileno

El flujo total de electrones a través de la nitrogenasa fue evaluado por el
test de reduccion de acetileno mediante cromatografia gaseosa (Burris, 1972),
segun la metodologia descrita por Hervas (1988). Tras la adicion de acetileno
se tomaron muestras a los 10 y 20 min de la atmosfera que rodea a la raiz para
cuantificar el etileno producido y la actividad se expresé en pumol C;Hy - (g

PS)! n.
6.2.3.Calculo de la eficiencia relativa

La eficiencia relativa (ER) de la fijacién de nitrogeno se calculo a partir
de los datos obtenidos en los apartados 6.2.1 y 6.2.2, segiin la ecuacion

propuesta por Schubert y Evans (1976):

H; desprendido del aire
ER=1-

Acetileno reducido

6.3. Enzimas de la asimilacion del amonio en nédulos

6.3.1. Preparacion de extractos libres de células

Para la extraccion de estas enzimas se utilizé la metodologia propuesta
por Groat y Vance (1981), optimizada por Caba et al (1993). El medio de
extraccion consistié en tampon maleico-KOH 100 mM pH 6.8 adicionado de
sacarosa 100 mM, B-mercaptoetanol 2% (v/v) y etilenglicol 15% (v/v), como
estabilizantes de las enzimas. Los nddulos se homogeneizaron en mortero con

medio de extraccidon en proporcion 1/12 (p/v) y polivinilpolipirrolidona (PVPP)
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insoluble en una cantidad equivalente al 50% del peso fresco de la muestra
vegetal. El homogenado se filtr6 a través de 4 capas de gasa, a continuacion se
clarifico por centrifugacion a 2500 g durante 5 min para eliminar restos de
tejido y células y posteriormente a 30000 g durante 20 min, en una centrifuga
Sorvall Superspeed RC-5B (DuPont Instruments) a 4°C. Se obtiene asi una
solucion nitida con las proteinas solubles del citosol del nédulo, que se empled
como fuente de las enzimas. Todo el proceso de extraccion se llevd a cabo en

bafo de hielo picado a una temperatura entre 0 y 4°C.

Las tres actividades se ensayaron dentro de las 3 h siguientes a la
extraccion, siguiendo las recomendaciones de Farnden y Robertson (1980) y
Groat y Vance (1981). No obstante, la NADH-GOGAT, la mas inestable,
siempre se ensayo inmediatamente después de la extraccion en un periodo no

superior a hora y media.

6.3.2.Valoracion de la actividad GS

La actividad GS de los nddulos se valor6 mediante el ensayo
semibiosintético, en el que uno de sus productos de reaccion, el y-glutamil
hidroxamato (YGH), puede valorarse mediante una reaccion colorimétrica. El
ensayo ha sido adaptado a partir de la metodologia propuesta por Farnden y
Robertson (1980), Kaiser y Lewis (1984) y Lillo (1984). Las mezclas de
reaccion contienen, en 1 ml de volumen total, tampén imidazol- HCI 0.15 M
pH 7.8, Na,-EDTA 4 mM, L-glutamato sodico 0.15 M, MgSO, - 7TH,0 45 mM,

hidroxilamina 30 mM, ATP 10 mM y 0.2 ml de extracto, que inicia la reaccion.
La reaccion se desarrolla a 30° C durante 30 min. Pasado este tiempo, se

detiene por la adicion de 0.5 ml de reactivo de cloruro férrico [mezcla de

volumenes iguales de: 10% (p/v) FeCl; - 6H,0 en HCI 2 N; 24% (p/v) acido
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tricloroacético en agua destilada y 50% (v/v) HCI en agua destilada], agitando
vigorosamente. Las mezclas se centrifugaron a 3500 g durante 5 min y se

registro la absorbancia del sobrenadante a 540 nm.

De cada extracto se prepararon 4 repeticiones, un blanco (omitiendo el
glutdmico y la hidroxilamina) y dos controles a tiempo cero (deteniendo la

reaccion inmediatamente antes de la incubacion).

La cuantificacion del y-GH formado se hace a partir de una recta de
calibrado obtenida con concentraciones conocidas de hidroxamato. La

actividad se expreso en pmol YGH - (gPF)'1 .

6.3.3.Valoracion de la actividad NADH-GOGAT

La actividad NADH-GOGAT de los nodulos se determind
espectrofotométricamente siguiendo la disminucion de absorbancia a 340 nm
debida a la oxidaciéon de NADH (Groat y Vance, 1981; Singh y Srivastava,
1986). La mezcla de reaccion contenia, en un volumen total de 1 ml, tampon
fosfato potasico 50 mM pH 7.5, Na,-EDTA 1 mM,[3-mercaptoetanol 0.1%
(v/v), a-cetoglutarato 2.5 mM, aminooxiacetato 1 mM, NADH 0.15 mM, L-
glutamina 10 mM y 0.05 ml de extracto. La reaccidn se inicia con la adicion de
la L-glutamina. La disminucion de la absorbancia, lineal al menos durante 12
min después de una fase /ag de la misma, fue registrada durante un periodo de
10 min en un espectrofotdémetro Beckman DU-70 termostatizado a 30°C. Se
prepararon 4 repeticiones y un blanco sin O-cetoglutarato para corregir la

posible oxidacion endégena del NADH.
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6.3.4.Valoracion de la actividad NADH-GDH

La  actividlad NADH-GDH en  nddulos se  determind
espectrofotométricamente siguiendo la disminucion de la absorbancia a 340 nm
por oxidacién del NADH. La mezcla de reaccion de 1 ml contenia tampdn
fosfato potasico S0 mM pH 7.5, B-mercaptoetanol 0.1% (v/v), (NH4),SO4 100
mM, NADH 0.1 mM, a-cetoglutarato 2.5 Mm y 0.1 ml de extracto. La
reaccion se inicia con la adiciéon del a-cetoglurato. La disminucion de la
absorbancia, lineal al menos durante 10 min después de una corta fase /ag de la
misma, fue registrada durante 8 min en un espectrofotometro Beckman DU-70
termostatizado a 30° C. Se prepararon 4 repeticiones y un blanco sin O-

cetoglutarato para corregir la posible oxidacion enddgena del NADH.

6.3.5.Calculo de la actividades enziméaticas NADH-GOGAT y NADH-
GDH

El célculo de las actividades enzimaticas acopladas a una reaccion de

oxido- reducciéon NAD(P)H se realiza segun la siguiente ecuacion:

| (AD.O. - min") V -Vp
Actividad (Mmol - min~ =

10%¢ d v

donde,

AD.O. - min” = incremento medio de D.O. por minuto
V = volumen total de la mezcla de reaccion

V= volumen total de extracto
€ = coeficiente de extincion molar del NAD(P)H = 6.22 - 10° cm? - mol™

d = ancho de la cubeta=1 cm
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v = volumen de extracto en la mezcla

10° = para expresar la actividad en micromoles

La actividad de la enzima se expres6 en pmol NADHpx - (gPF)'1 -h'o

en pmol NADHyx - min™ - (mg proteina) .
6.4. Determinaciones analiticas

6.4.1. Determinaciones realizadas en nédulos
6.4.1.1. Determinacion de proteina soluble

Se ha seguido el método descrito por Bradford (1976). basado en la unién

del azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas.

Se utilizaron alicuotas de 0.1 ml, convenientemente diluidas para que
contengan entre 2 y 10 g de proteina, a las que se le afiadié 1 ml de reactivo
Bradford y tras agitar se midié la absorbancia a 595 nm después de 5 min y

antes de 1 h.

El célculo de la concentraciéon de proteinas se realizd, siguiendo el
mismo procedimiento, mediante una curva patrén de seroalbimina bovina
(Merk, fraccion V) en cantidades comprendidas entre 2 y 10 pg.
6.4.1.2. Determinacion de prolina

La extraccion se realizd en mortero con acido sulfosalicilico al 3% (p/v)

como medio de extraccion, con una relacion peso fresco de muestra/volumen

de medio de 1/10. Tras la maceracion se centrifugd a 2500 g durante 10 min y
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el sobrenadante obtenido se utilizd como extracto crudo para la determinacion

de prolina.

Se utilizaron alicuotas de 0.25 a 1 ml de extracto crudo, a las que se les
adicioné 1 ml de ninhidrina, preparada al 2.5% (p/v) en una solucién formada
por acido acético glacial al 60% (v/v) y acido fosforico al 40% (v/v), 1 ml de
acido acético glacial y acido sulfosalicilico hasta un volumen total de 3 ml.
Esta mezcla de reaccion se hierve durante 60 min, se para con hielo durante 1 6
2 min y a continuacion se afiaden 3 ml de tolueno, se agita fuertemente y la
fase superior se utiliza para medir la absorbancia a 520 nm. Se utilizé un
blanco con acido sulfosalicilico. Para el calculo de la concentracién de prolina
se prepard, siguiendo el mismo procedimiento, una curva patron con prolina

(Sigma) en cantidades comprendidas entre 10 y 100 pg.

6.4.2. Determinaciones realizadas en parte aéreay raiz

El material seco y molido (polvo fino y homogéneo) se sometié a un
proceso de mineralizacion por via himeda, siguiendo la técnica propuesta por

Peach y Tracey (1956) y descrita por Lachica et al. (1965, 1973).

6.4.2.1. Determinacion de nitrégeno

El nitrégeno se valoré por el método de Kjeldahl, utilizando el sistema de
Bouat (Bouat y Groucet, 1965), basado en la valoracién del NH;3 formado al
reaccionar el mineralizado con NaOH. El arrastre del vapor de amoniaco se
lleva a cabo por corriente de aire, lo que permite ademas vaciar el contenido
del matraz colector una vez finalizada la valoracion de cada muestra. Las
medidas se realizaron en un espectrofotdometro de absorcion molecular

Beckman-25.
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Los valores se expresaron finalmente en mg N - (planta)” y como en el
caso del crecimiento se calculo la tasa de adquisicion de nitrogeno, expresada

enmg N - (planta)” (dia) .

6.5. Presentacion y estudio estadistico de los resultados

En los distintos tipos de experimentos se utilizd un disefio
completamente al azar , distribuyendo las macetas siempre de forma aleatoria
por la superficie de la mesa de cultivo. Los experimentos fueron repetidos al
menos una vez, considerando los valores més representativos. Los datos

originales obtenidos se sometieron a un analisis estadistico consistente en:

* Analisis de la varianza multifactorial, con dos o tres entradas, segin el
experimento

* Test de minimas diferencias significativas (MDS) entre medias

* Test de Tukey, que compara fuentes de variacion por separado

* Coeficientes de correlacion simple entre variables
Los resultados se presentan en diagramas de barra o histogramas, graficas

y tablas de medias, que en todos los casos son resumenes de datos que no se

incluyen en esta memoria.
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7. CARACTERIZACION DE LA NADH-GOGAT DE NODULOS DE
V. faba

7.1. Purificacion parcial de la enzima

7.1.1.Preparacion del extracto crudo

La extraccion se realizd con un homogenizador Sorvall (USA, modelo
Omnimixer 17106) en bano de hielo picado con un medio compuesto por
fosfato potasico 20 mM pH 7.5, B-mercaptoetanol 0.5% y PMSF 1 mM. Se
utilizaron 50 g de nodulos de V. faba congelados en nitrogeno liquido. La
extraccion se realizo en tandas de 12-13 g, con cinco volumenes del medio de
extraccion, a velocidad maxima durante 6-7 periodos de 30 segundos con
intervalos de 30 segundos entre si. El homogenado se filtro a través de dos
capas de muselina y se centrifugd (Beckman, J2-21M) dos veces a 20000 g y
4°C durante 30 min, utilizando el sobrenadante, fraccion citosolica del nodulo,

para los siguientes pasos de purificacion.

7.1.2. Precipitacion fraccionada con sulfato amdnico

El extracto crudo se someti® a una precipitacion fraccionada con
(NH4),S04 en polvo (Merck) entre el 30 y el 60% de saturacion. Se centrifugd a
20000 g durante 30 min y el precipitado se resuspendié en un tampon fosfato
potasico 50 mM pH 7.5 y B-mercaptoetanol al 0.5% (tampon de desarrollo), en

un volumen total 25 veces inferior al del extracto crudo de partida.
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7.1.3.Didlisis

El concentrado de proteinas obtenido por fraccionamiento con (NHy4),S04
se dializo6 durante 3 h, frente a 100 veces su volumen, con el tampén de

desarrollo anteriormente citado. Se realizaron cambios cada 30 min.

7.1.4.Cromatografia de intercambio ionico

El dializado se aplic6 a una columna (2.5 x 22 cm) de DEAE-sephacel
previamente equilibrada con el tampon de desarrollo. Una vez introducida la
muestra se lavod durante toda la noche con el mismo tampon adicionado de KCl
0.1 M. La elucién se realizdé con gradiente lineal de KCI (0.1-0.4 M) en un
volumen total 5 veces el de la columna. El flujo, que se establecidé con una
bomba peristaltica (LKB), fue de 20 ml/h para la introduccion de la muestra,
aumentandose hasta 40 ml/h para el lavado y la elucion. Con ayuda de un
colector (LKB) se recogieron fracciones de 4.35 ml. Las fracciones con mayor
actividad NADH-GOGAT se reunieron y se concentraron por ultrafiltracion en
célula Amicon (modelo 8200) con membranas de 10 kD (Diaflo) y con filtros
Cx-30 (Millipore) acoplados a una bomba de vacio, hasta un volumen final de

5 ml.

7.1.5.Cromatografia de exclusion molecular

Las fracciones concentradas procedentes del intercambio idnico se
aplicaron a una columna de filtracion en gel con un soporte de Sephacryl S-300
(1.5 x 38 cm). La columna se equilibré con el tampdn de desarrollo. La elucion
se realiz6 con el mismo tampon a flujo de 15 ml/h, recogiéndose fracciones de
3 ml. Las fracciones con actividad se concentraron y se almacenaron a —40°C o

se estabilizaron con glicerol al 20% a 4°C hasta su uso.
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7.1.6.Criterio de Dureza

La preparacion de NADH-GOGAT obtenida tras la exclusion molecular,
se sometid a una electroforesis en geles de poliacrilamida al 7% en presencia
de SDS, segin se describe en el apartado 7.3.1, obteniéndose una banda
mayoritaria de proteina (Rf de 0.22) al tedir.
7.2. Separacion de posibles isoenzimas de la NADH-GOGAT

7.2.1.Preparacion de extractos crudos

Se utilizaron 10 g de nodulos de V. faba congelados. La extraccion se

realizd seglin se detalla en el apartado 7.1.1.
7.2.2.Precipitacion fraccionada con (NH4),S0,4

Se llevd a cabo como se describe en el apartado 7.1.2. El precipitado
entre el 30% y 60% de saturacion se resuspendid en un volumen final de 3.6
ml.

7.2.3.Didlisis

El concentrado de proteinas se dializé durante 3 h, frente a 100 veces su

volumen en tamp6n de desarrollo, con cambios cada 30 min.
7.2.4.Cromatografia en DEAE-sepharosa
Tras la didlisis, el concentrado, se aplico a una columna (2.6x14.5 cm) de

DEAE- sepharosa "Fast-Flow", resina de intercambio anionico débil

previamente equilibrada con 5 volumenes de tampén de desarrollo. Cuando se
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introdujo el dializado se lavo con 5 volimenes del mismo tampdn adicionado
de KCI 0.1 M. La elucion se realiz6 con gradiente lineal de KCI (0.1-0.4 M) en
un volumen total de 400 ml. Se recogieron fracciones de 4.5 ml a flujo de 40

ml/h.

Las fracciones con mayor actividad NADH-GOGAT concentraron con

célula Amicon hasta un volumen final de 1 ml.

7.2.5.Didlisis

El concentrado se dializé en tampdn de desarrollo durante 3 h, frente a

100 veces su volumen, realizandose cambios cada 60 min.

7.2.6.Cromatografia en Q-sepharosa

El dializado se aplic6 a una columna (1.5x16 cm) de intercambio
anidnico fuerte, Q-sepharosa "Fast-Flow", previamente equilibrada con tampéon
de desarrollo. Tras introducir la muestra se lavd con 5 volimenes del mismo
tampon adicionado de 0.1 M de KCI. La elucién se realizo con gradiente lineal
de KCI (0.1-1 M) en un volumen total 5 veces el de la columna utilizada. El

flujo de trabajo fue 40 ml/h.

Las fracciones con actividad NADH-GOGAT se concentraron y se

almacenaron a -40°C.
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7.3. Técnicas electroforéticas

7.3.1.Electroforesis desnaturalizante

Se realizd en placa vertical segun el sistema discontinuo de Laemmli
(1970). El gel separador se prepar6 al 7% de poliacrilamida (acrilamida 30%-
bisacrilamida 0.8%) en Tris-HCI 0.38 M pH 8.8 y SDS 0.1% (p/v) como
agente desnaturalizante. Como catalizadores de la polimerizacion se utilizd
persulfato amoénico 0.075% (p/v) y TEMED 0.1% (v/v). Antes de afadir los
catalizadores, la mezcla del gel separador se desgasifico; posteriormente, se
vertio en la placa y se dejo polimerizar, con el menisco cubierto por una capa
de 3 a 5 mm de etanol al 70%, a temperatura ambiente y expuesta a la luz. Una
vez polimerizado se elimind el etanol, se lavd bien y se adicion6 el gel
concentrador que contenia Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, poliacrilamida 4%, SDS
0.1% (p/v), persulfato amoénico 0.075% (p/v) y TEMED 0.069% (v/v).

Las cubetas de electroforesis utilizadas fueron LKB (2050 Midget) y
Miniprotean (Biorad) y las fuentes de alimentacion LKB (MultiDrive XL) y
Atom (502).

El tampon electrolito fue Tris 25 mM-glicina 190 mM pH 8.3,
adicionado de SDS al 0.1% (p/v). La electroforesis se comenz6é con una
intensidad constante de 15 mA/gel hasta que el frente llegod al gel separador,

momento en que se aumento a 30 mA/gel.
Las proteinas utilizadas como marcadores del peso molecular,

suministradas por Sigma, fueron: miosina (205 kD), 3-galactosidasa (116 kD),
fosforilasa b (97.4 kD), seroalbumina (66 kD) y ovoalbimina (45 kD).
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Las muestras aplicadas se prepararon en una relaciéon 4/1 con una
solucion compuesta de Tris 0.36 M, glicerol 30% (v/v), B-mercaptoetanol al
45% (v/v), SDS 18% (p/v) y azul de bromofenol 0.015% (p/v). Se calentaron a

100°C durante 5 min. La cantidad de proteina de cada muestra oscil6 entre 20 y

50 pg.

7.3.2. Electroforesis nativa en gradiente de poliacrilamida.

La electroforesis en gradiente de poliacrilamida se utilizo para determinar
el peso molecular nativo de la NADH-GOGAT de nddulos de V. faba. Las
placas se llenaron con un gel separador en el que se estableci6 un gradiente
lineal entre 4.5 y 10% y un gel para concentrar las muestras que contenia

poliacrilamida al 4%.

La preparacion de los geles fue similar a la descrita en el apartado 7.3.1,

excepto que éstos no contenian SDS.

Las proteinas marcadoras del peso molecular fueron: tiroglobulina (669
kD), ferritina (440 kD), catalasa (232 kD), lactato deshidrogenasa (140 kD) y
alblimina bovina (68 kD).

La electroforesis se realiz6 en ausencia de agentes desnaturalizantes ya
una intensidad constante de 10 mA/gel al inicio y de 20 mA/gel

posteriormente.

Las muestras se prepararon con sacarosa al 10% (p/v) y azul de
bromofenol al 0.004% (p/v). En cada pocillo se adicion6 un total de 100 pg de
proteina procedente de extractos crudos o 25 Mg de proteina parcialmente

purificada.
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7.3.3.Tincion de proteinas en geles

7.3.3.1. Tincién con azul Coomassie

Las proteinas del gel se tifieron con azul Coomassie R-250 al 0.1% (p/v)
en una solucidon de isopropanol al 25% (v/v) y acético al 10% (v /v), que

permitio a su vez la fijacion del gel, durante 30 min.

Para destefiir los geles se utilizé una mezcla de metanol a140% y acético
al 10%. Este procedimiento se utilizd tanto para geles nativos como

desnaturalizantes.

7.3.3.2. Tincién por actividad

a) Tincion positiva

Los geles se equilibraron con tampon fosfato potdsico 50 mM pH 7.5,
Na,-EDTA 1 mM y B-mercaptoetanol 0.1% (v/v), durante 15 min. A
continuacion se incub6 con el mismo tampon adicionado de a-cetoglutarato 2.5
mM, NADH 1.5 mM y L-glutamina 10 mM durante 60 min a temperatura
ambiente. Posteriormente el gel se lavd 3 veces con Tris-HC1100 mM pH 8.5y
se incubd en una solucion con el mismo tampon adicionado de nitroblue

tetrazolium (Sigma) 25% (p/v) y phenazina metosulfato (Sigma) 3% (p/v).
La banda de NADH-GOGAT se visualiza transparente frente al fondo

morado del resto del gel, debido a que en la zona donde estd la enzima, el

NADH se ha oxidado a NAD".
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b) Tincion negativa

Consiste en detectar la actividad enzimadtica por su capacidad diaforasa.
Para ello se equilibro el gel y se incubd con fosfato potdsico 50 mM pH 7.5,
Na,-EDTA 1 mM y B-mercaptoetanol 0.1% (v/v), O-cetoglutarato 2.5 mM,
aminooxiacetato 1 mM, NADH 0.15 mM, L-glutamina 10 mM y nitroblue
tetrazolium 25% (p/v) hasta que apareci6 una banda morada que correspondia a
la NADH-GOGAT frente al fondo transparente del resto del gel. En este caso

se tifie la actividad enzimatica que capta el NADH.

7.4. Determinacion del peso molecular por infiltracion en gel

Para hacer una segunda aproximacién del peso molecular de la NADH-
GOGAT de nodulos efectivos de V. faba se utilizdo una filtracion en gel,
sephacryl S-300 “Fast-Flow” equilibrado en una columna de 1.5 x 66 cm con el
tampon de desarrollo adicionado de KCl 0,1 M para evitar posibles
interacciones con la matriz de la resina. La elucion se realizd con el mismo

tampon a flujo de 50 ml/h, recogiéndose fracciones de 1 ml.

La columna fue calibrada con los pesos moleculares de las siguientes
proteinas patron: tiroglobulina (669 kD), 8 mg/ml; apoferritina (443 kD), 10
mg/ml; p-amilasa (200 kD), 4 mg/ml; alcohol deshidrogenasa (150 kD), 10
mg/ml; albimina bovina (66 kD), 10 mg/ml y anhidrasa carbonica (29 kD), 3
mg/ml. Para la obtencion del volumen vacio de la columna se utilizé azul

dextrano (2000 kD), 5 mg/ml.
Se utiliz0 una muestra de 1 ml con la actividad NADH-GOGAT

concentrada por precipitacion fraccionada con (NH4),S0; a partir de un

extracto crudo. La muestra contenia 1 mg de proteina/ml.
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Tanto a las preparaciones de las proteinas patron como a la de la muestra
se les adiciond glicerol al 5% para que la entrada de la proteina en el gel fuese

uniforme.

7.5. Técnicas inmunoldgicas

7.5.1.Obtencién de anticuerpos

7.5.1.1. Inmunizacion del conejo

Se utilizaron conejos de raza hibrida Nueva Zelanda-Califomia de 4 kg
de peso. La inmunizacion se realiz6 a partir de bandas de electroforesis en
geles de poliacrilamida (7%), componente que potencia la respuesta

inmunoldgica, por lo que no fue necesario utilizar el adyuvante de Freund.

Una vez cortada la banda correspondiente al peso molecular calculado
para la NADH-GOGAT, se equilibr6é en tampon Tris-HCI 50 mM pH 6.8 y se
almacend a -20°C hasta su uso. Antes de cada inyeccion se macer6d con el
mismo tampodn hasta un volumen final de 4 a 5 ml, quedando una mezcla densa

que se inyectd via subcutanea en el lomo del animal, en 8 6 10 dosis.

El calendario de inyecciones y sangrias fue el que se describe en la tabla

3. Las extracciones se realizaron a partir de la vena marginal de la oreja.
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Tabla 3. Protocolo de inmunizacion del conejo y de obtencion del suero, con un total de 6

dosis y 3 sangrias. En la tltima sangria se sacrifico el conejo.

Dias

Dosis inyectadas (Jg)

N° de dosis

Sangrias (ml)
N° de sangria

7.5.1.2. Obtencion del suero

La sangre extraida en cada una de las extracciones se repartio en tubos de
centrifuga y se dejo en reposo durante 30 min a temperatura ambiente. A
continuacion se centrifugaron a 11000 g durante 15 min, quedando el suero en
la parte superior, separado de la fase celular. El complemento se inactivd

calentando el suero a 56°C durante 10 min.

El suero asi tratado se repartié en tubos Eppendorf a razén de 500 pl y se

almaceno a —80°C.

7.5.2. Métodos inmunologicos

7.5.2.1. Titulacion de los anticuerpos

Se utilizaron extractos crudos como se describe en el apartado 6.3.2.1.
Alicuotas de 100 pl se incubaron con cantidades crecientes (5-60 ul) de
antisuero y PBS (50 mM fosfato potasico-KOH pH 7.2, NaCl 150 mM), hasta

un volumen final de 0.4 ml. Esta mezcla de reaccion se incubd a 4°C durante

96



Material y métodos

12 h. Pasado este tiempo, también a 4°C, se incubo en agitacion con 100 pl de
proteina A-sepharosa al10% (p/v) bloqueada con albumina bovina (Fraccion
V, Sigma) para evitar uniones inespecificas de otras proteinas del suero.
Finalmente, se centrifugaron las muestras a 2500 g con una temperatura de
4°C, utilizdndose el sobrenadante para medir la actividad enzimatica. De esta
forma la titulacion del anticuerpo se realiza midiendo la actividad enzimatica

residual del sobrenadante tras la inmunoprecipitacion del antigeno.

Esta técnica fue idéntica cuando se utilizo suero preinmune.

7.5.2.2. Electroforesis de anticuerpos precipitados por el antigeno y la

proteina A-sepharosa

Tras la titulacion de los anticuerpos el sedimento de proteina A-
sepharosa, que quedd tras eliminar el sobrenadante destinado a medir la
actividad enzimatica, se tratd6 como se describe a continuacion:

» Se lavo tres veces con PBS.

* Se volviod a lavar dos veces con el mismo tampdn adicionado de SDS al
0.1% (p/v).

* Al precipitado final, se le afiadié 25 pl de una mezcla formada por Tris
24 mM pH 6.8, glicerol 50% (v/v), B-mercaptoetanol 15% (v/v), SDS
6% (p/v) y azul de bromofenol 0.005% (p/v) y se hirvi6é durante 5 min a
100°C. El sobrenadante que quedo se utilizé para electroforesis en geles

de poliacrilamida.
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7.5.2.3. Ensayo de especificidad de los anticuerpos. ""Western blot™

a) Transferencia de proteinas

Consiste en transferir las proteinas desde un gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa. Se utilizd una técnica en semiseco empleando el

equipo Multiphor II NovaBlot (LKB).

La electroforesis se realizd6 en condiciones desnaturalizantes como se
detalla en el apartado 7.3.1. Una vez finalizada la electroforesis el gel se incub6
durante 5 min en tampon de transferencia [Tris 25 mM-glicina 190 mM pH 8.3
y metanol 20% (v/v)]. A continuacion se prepard una unidad de transferencia
formada por 6 piezas de papel de filtro empapadas en dicho tampon que se
reparten en dos tandas entre las que se coloca el conjunto formado por el gel de
poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa estableciéndose una estructura
tipo "sandwich" que se coloco con la correspondiente orientacion entre los
polos de grafito. A su vez éstos ultimos van protegidos por 6 capas de papel de
filtro empapado en tampon de transferencia. La transferencia se realizo a una

intensidad constante de 45 mA/gel durante 2 h.

b) Tincion con anticuerpos

Una vez realizada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tratd

segun el protocolo que se menciona a continuacion:
* Bloqueo en una solucién compuesta por TBS [Tris 20 mM pH 8.2,

NaCl 150 mM], leche en polvo al 2% (p/v) y Tween 20 al 0.05% (v/v),

durante toda la noche.
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Lavar tres veces durante 10 min con TBS, leche en polvo al 0.05%

(p/v) y Tween 20 al 0.05% (v/v).

Incubar con una solucién de anti-GOGAT (dilucion 1:100 del suero) en
TBS, albimina bovina al 0.5% (p/v) y Tween 20 al 0.05% (p/v),
durante 2 h 30 min.

Lavar cuatro veces durante 10 min con TBS, leche en polvo al 0.05%

(p/v) y Tween 20 al 0.1% (v/v).

Incubar durante 1 h 30 min con anticuerpos de cabra frente a
inmunoglobulinas de conejo (Sigma) ligados a peroxidasa, dilucion
1:8000, preparados en una solucion de TBS, leche en polvo al 1% (p/v)
y Tween 20 al 0.05% (v/v).

Lavar tres veces durante 15 min con TBS, leche en polvo al 0.05%

(p/v) y Tween 20 al 0.1% (v/v).

Lavar 15 min con una solucién de TBS, leche en polvo al 0.05% (p/v),

SDS al 0.05% (p/v) y Tween 20 al 1% (v /v).

Mantener 15 min en agua destilada.

El revelado de las bandas se realizd con 3,3'-diaminobenzidina (Sigma)
al 30% (p/v) preparada en fosfato sédico 20 mM pH 6 a la que se le
afnadi6 peroxido de hidroégeno (Fluka) 0.1% (v/v) o con 4-cloro-1-naptol
(Sigma) preparado al 0.1% (p/v) en PBS (fosfato potasico 10 mM pH
7.5, NaCl 150 mM) y adicionado de perdxido de hidrogeno al 0.05%
(V/v).

En ambos casos, una vez aparecida la banda, la reaccion se detuvo con

abundante agua destilada.
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¢) Tincion con negro amido

Se utiliz6 para tefiir el patron de proteinas y de esta forma comprobar si
la transferencia fue correcta. La tincion se realizd sumergiendo la membrana
durante 2 min en una solucién de negro amido preparado al 1% (p/v) en acético
al 10% (v/v) y metanol al 5% (v/v). El exceso de colorante se elimina con agua

destilada.
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EFECTO DEL CLORURO DE SODIO SOBRE
EL CRECIMIENTO DE Rhizobium

leguminosarum biovar. viceae

1. TOLERANCIA AL NaCl DE DIFERENTES CEPAS DE Rhizobium

leguminosarum

Se utilizaron 11 cepas silvestres de R. leguminosarum biovar. viceae (Tab.
2; Material y Métodos), entre las que se encuentra la cepa 300, que crecieron con
0y 75 mM de NaCl en el medio. El incremento en D.O. se sigui6 hastalas 72 hy
los resultados se muestran en la figura 1.1. Segun los perfiles de crecimiento de
los cultivos control, se pueden diferenciar dos tipos de cepas, aquellas de
crecimiento mas rapido y que han llegado a fase estacionaria tras 24 h de cultivo,
entre las que se incluyen las cepas GRC37, GRI7, GRI32, GRL8, GRLM40 y 300
y aquellas otras de crecimiento mas lento, que llegan a fase estacionaria después
de 24 h de cultivo, serian las cepas GRC20, GRI24, GRL19 y GRL22. La
GRA19 se incluiria en el primer grupo (Fig. 2.1). Por otra parte, la mayoria de las
cepas ensayadas entran en crecimiento logaritmico en las primeras 12 h de

cultivo, a excepcion de la GRI24 que entra a las 24 h.

El crecimiento en medio salino se inhibid en todas las cepas ensayadas vy,
puesto que los cultivos se encuentran en fase estacionaria tras 48 h, en este punto
se han calculado los porcentajes de D.O. respecto al control (Tab. 1.1).
Atendiendo a los valores absolutos de D.O., hubo cepas cuyo crecimiento

alcanz6 valores inferiores a 0.5, estas paralizaron su crecimiento casi desde el
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inicio del cultivo, con una inhibicién media del 77%; en este grupo se incluyen
siete de las cepas ensayadas, una de ellas es la GRI24 que fue la que presentd
menor crecimiento, con una inhibicion del 89%. Existen tres cepas, GRI32,
GRA19 y GRLS, que presentaron un elevado crecimiento, con valores de D.O.
proximos a 1 e inhibiciones del 26, 32 y 42% respectivamente. Por tltimo se
destaca la GRI7 que se situaria entre ambos grupos con valores en D.O. de 0.5 y
un porcentaje de inhibicion del 66%. La GRI32 llego a fase estacionaria a las 48
h de cultivo tras un retraso de 24 h respecto al control, mientras que las cepas
GRA19 y GRLS lo hicieron a la vez que el control, a las 24 h, el resto presento

un crecimiento estabilizado desde las 12 h de cultivo.
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Figura 1.1.A. Curvas de crecimiento, en D.O. a 620 nm, de distintas cepas de
R. leguminosarum biovar. viceae, en presencia de 0 y 75 mM de NaCl.
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Figura 1.1.B. Curvas de crecimiento, en D.O. a 620 nm, de distintas cepas de
R. leguminosarum biovar. viceae, en presencia de 0 y 75 mM de NaCl.
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Tabla 1.1. D.O. a 620 nm, expresada en % respecto del control, de distintas cepas de R.
leguminosarum biovar. viceae crecidas en presencia de 75 mM de NaCl durante 48 h.

Cepa % Cepa % Cepa %
GRC20 22 GRI7 34 GRLS 58
GRC37 24 GRI24 11 GRL19 28

300 26 GRI32 74 GRL22 27
GRAI19 68 GRLM40 25
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2. CRECIMIENTO DE Rhizobium leguminosarum GRA19 CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NaCl EN EL MEDIO

El crecimiento se evalud por medida de la D.O. a 620 nm y recuento de
células viables/ml; los resultados se muestran en la figura 1.1. En funcion de la
D.O., el perfil de crecimiento obtenido en presencia de 50 mM de NaCl coincide
con el obtenido para el control. Si al medio de crecimiento se adicionan
concentraciones de 75 y 100 mM, se detecta una disminucion en la pendiente de
la fase logaritmica que entra en estacionaria al mismo tiempo de cultivo (24 h)
que el control y por tanto, con valores méximos de crecimiento mucho menores

que este.

El niimero de células viables disminuye respecto al control en todas las
concentraciones de NaCl ensayadas. En la primera medida, realizada a las 6 h de
crecimiento, no se detecta efecto del NaCl, los primeros sintomas de inhibicion
se localizan a partir de las 12 h de cultivo. Con 50 mM de NaCl, esta inhibicion
se hace patente en un descenso de la pendiente de la fase logaritmica y un
aumento de la transicion a fase estacionaria hasta las 48 h. Con 75 y 100 mM se
detecta un periodo, desde las 6 h hasta las 24 h en que apenas hay crecimiento,
para continuar con una etapa de desarrollo logaritmico hasta 24 h después,
momento a partir del cual el cultivo experimenta una muerte celular que se

acentia mas cuanto mayor es la concentracion de NaCl.

Como se observa en la figura 1.1, existen diferencias en el efecto del NaCl
sobre el crecimiento de R. leguminosarum GRA19 segiin se estime la D.O. 6 el
nimero de células viables, lo que se explica porque las células muertas y los

exopolisacaridos interfieren en las lecturas de turbidez.

La tabla 2.1 presenta los valores de D.O. y nimero de células viables/ml,
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expresados en % respecto al control, para las concentraciones de NaCl ensayadas
y en el tiempo de crecimiento considerado, lo que permite visualizar mejor la
tolerancia a la sal de la cepa estudiada. La D.O. desciende en funcion del tiempo
en todos los cultivos tratados. A las 72 h de cultivo se detecta una disminucion,
no significativa para 50 mM, del 35% para 75 mM y del 65% para 100 mM de
NaCl. El nimero de células viables presenta el valor minimo a las 24 h de
crecimiento en todos los tratamientos con NaCl, debido al retraso de 24 h que se

produce en la llegada a fase estacionaria respecto al control.

Tabla 2.1. D.O. a 620 nm y numero de células viables, expresadas en % respecto del
control, de la cepa GRA19 de R. leguminosarum crecida en presencia de distintas
concentraciones de NaCl.

Horas de Concentracion de NaCl (mM)
incubacion
50 75 100
D.O. Céls/ml D.O. Céls/ml D.O. Céls/ml

0 100 100 100 100 100 100

6 103 89 80 86 73 86
12 105 60 82 40 68 33
24 105 32 80 11 54 7
48 99 53 68 43 35 20
72 99 43 65 28 34 9
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Figura 2.1. Curvas de crecimiento en D.O. a 620 nm (A) y niimero de células viables/ml
(B), de la cepa GRA19 de R. leguminosarum, en presencia de distintas concentraciones
de NaCl, 0 (©), 50 ((9)), 75 (&) y 100 (=) mM.
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El tiempo de generacion (Tab. 2.2) aumenta en presencia de NaCl, lo que
indica la dificultad que encuentra la bacteria para crecer. Con 50 mM, se
experimenta una duplicacion del tiempo de generacion y a su vez un descenso,
aproximadamente a la mitad, de la poblacion méaxima; esto es debido a que la
fase logaritmica dura lo mismo que en el cultivo control (12 h). Los resultados
obtenidos para ambos parametros cuando las bacterias crecieron con 75 mM de
NaCl son parecidos a los obtenidos con 50 mM, sin embargo no son comparables
a los obtenidos con 100 mM, donde el nimero de células viables desciende a la
tercera parte y el tiempo de generacion se triplica respecto al control. Se puede
deducir que son necesarios incrementos de 50 mM de NaCl para que se detecten

variaciones entre ambos parametros respecto a concentraciones inferiores.

Tabla 2.2. Caracteristicas culturales, tiempo de generacion en h y niimero maximo de
células viables/ml, de la cepa GRA19 de R. leguminosarum crecida en presencia
distintas concentraciones de NaCl.

Concentracion de NaCl (mM) Tiempo de generacion Poblacion maxima

(h) (cels - mI™" - 10%)
0 5.20 3.17
50 10.10 1.67
75 11.94 1.37
100 16.25 0.64

La cepa GRA19 presenta un alto porcentaje de crecimiento en vida libre a
75 mM de NaCl, esto junto a sus caracteristicas de efectividad, infectividad y
competitividad (Hervas, 1991), condicion6 su eleccion para los estudios

posteriores.
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CARACTERIZACION DEL CICLO DE LA
GLUTAMATO SINTASA EN NODULOS DE
V. faba

3. DESARROLLO ONTOGENETICO DE LA ACTIVIDAD
NITROGENASA Y DE LAS ACTIVIDADES DEL CICLO DE LA
GLUTAMATO SINTASA EN NODULOS DE V. faba

Las plantas de V. faba cv. Alborea, entran en periodo reproductor a los 34
dias de cultivo, momento en que empiezan a ser visibles los botones florales. A
los 40 dias, se inicia floraciéon y a los 44 aparecen vainas, es decir, se inicia

fructificacion.

3.1. Crecimiento y nodulacién

El peso seco de la planta (Fig. 3.1), aumenta linealmente hasta el dia 37 de
cultivo, continia con un fuerte incremento hasta el dia 44 y a partir de este
momento se estabiliza. La evolucion del crecimiento relativo, representado en la
misma figura, muestra que efectivamente entre los dias 37 y 44 es cuando las
plantas crecen mas rapidamente y que existe otra etapa de caracteristicas
similares, menos acentuada, entre los dias 23 y 30. A partir de los 44 dias, la tasa

de crecimiento relativo disminuye de forma drastica.
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Figura 3.1. Evolucion de la acumulacion de materia seca, expresada en g - (planta)'1 y
tasa de crecimiento relativo, expresada en g - (planta)'1 : (dia)'l, de plantas de V. faba cv.

Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, durante 50 dias de
cultivo.

La relacion peso seco de raiz/parte aérea (R/PA) (Fig. 3.2) disminuye a lo
largo del periodo de crecimiento considerado; sin embargo, se pueden distinguir
tres etapas, una disminucién inicial muy rapida hasta el dia 16 de cultivo, una
segunda etapa entre los dias 16 y 34, que se caracteriza por una disminucion

continua menos acusada y por ultimo, desde el dia 34 hasta el final se puede

hablar de una fase estabilizada.
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Figura 3.2. Evolucion de la relacion raiz/parte aérea de plantas de V. faba cv. Alborea
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, durante 50 dias de cultivo.

El contenido en nitrégeno reducido (Fig. 3.3) presenta una evolucion
parecida a la materia seca (Fig. 3.1), con tres etapas igualmente delimitadas; se
detecta un incremento lineal hasta los 37 dias, seguido de un fuerte estimulo hasta
los 44 dias y a partir de ahi, se mantiene constante. La tasa de adquision de
nitrogeno experimenta dos etapas de incremento, una durante los 30 dias
primeros de cultivo y otra entre los 37 y 44 dias, separadas por una etapa de
estabilizacién. A partir de los 44 dias la tasa de adquision de nitrogeno cae

bruscamente a valores cercanos a 0.
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Figura 3.3. Evolucion del contenido en nitrogeno reducido, expresado en
mg N - (planta)'1 y tasa de adquisicién de nitrégeno, expresada en mg N - (planta)'1~
(dia)”, de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
durante 50 dias de cultivo.

Los nodulos empezaron a ser visibles 10 dias después de la inoculacion,
pero no pudieron ser aislados hasta los 13 dias. A partir de este momento, la masa
nodular experimentd un incremento constante llegando a alcanzar valores de 125
mg - (planta)'1 a los 37 dias de cultivo (Fig. 3.4). Entre los dias 37 y 40, el
crecimiento de los nodulos resultd fuertemente estimulado (P<0.05), con niveles
de 217 mg -(planta)'], es decir un incremento del 74% respecto al muestreo
anterior. A partir del dia 40 la masa nodular no experimentd cambios
significativos (P<0.05). Por otra parte, el peso normalizado de nddulos (Fig. 3.5)
que relaciona la masa nodular con el crecimiento de la parte aérea, aumenta

durante los primeros 18 dias, para mantenerse sin cambios significativos

(P<0.05) hasta el final del cultivo.
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Figura 3.4. Evolucion del peso seco de nodulos, expresado en mg - (planta)”, de plantas
de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, durante 50 dias de
cultivo. A los 10 dias de crecimiento no se pueden aislar nodulos.
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Figura 3.5. Evolucion del peso normalizado de nodulos, expresado en mg - g’l, de
plantas de V. faba L. cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
durante 50 dias de cultivo.
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3.2. Actividades de la nitrogenasa: Eficiencia relativa

La evolucion de la actividad nitrogenasa, valorada mediante el test de
reduccion de acetileno (ARA) y expresada en pmol C2Hs - (g PS)'1 b (actividad
especifica), se representa en la figura 3.6. A los 16 dias de cultivo alcanza el valor
maximo, 159 umol CoHs - (g PS)'1 -h™ tras un brusco incremento desde el inicio,
para disminuir después de forma escalonada, distinguiendose tres mesetas o
periodos en que la actividad especifica se estabiliza después de un descenso (con
actividades de 83, 58 y 28 umol CoHs - (g PS)'l - para cada una de las tres
mesetas observadas). Esta disminucion es logica, puesto que, el fotosintato no
seria suficiente para mantener elevada ARA especifica con grandes masas

nodulares.

Cuando la ARA se expresa en umol C>Hjy - (planta)'1 b (Fig. 3.6) se
observan tres fases bien diferenciadas en la curva. Depués de un fuerte
incremento entre los dias 13 y 16 que coincide con el pico de ARA especifica, la
actividad aumenta progresivamente separandose cada vez mas de la curva de
ARA especifica hasta el dia 37 de cultivo, en que se obtiene la méxima actividad.
Finalmente tras un leve descenso que coincide con inicio de floracion (40 dias) la

actividad se estabiliza.
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Figura 3.6. Evolucion de la actividad reductora de acetileno, expresada en umol C>Hj -
(gPS)" - h" (5) y en pmol C;H, - (planta)” - h™' (©), en nédulos de plantas de V. faba
cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, durante 50 dias de
cultivo.

En la figura 3.7 se muestra la produccion de hidrégeno en aire por la
nitrogenasa y la eficiencia relativa. Se puede observar que la produccion de Ha
incrementa fuertemente hasta el dia 18 de cultivo, permaneciendo constante
durante los 16 dias siguientes. Entre los dias 34 y 40 disminuye para estabilizarse
a partir de ahi. Es decir, no existe correlacion entre ARA y produccion de Hz en
plantas de V. faba noduladas por R. leguminosarum GRA19. En cuanto a la
eficiencia relativa (ER) hay que destacar que en general fue bastante alta, con
valores superiores al 80% durante todo el periodo de cultivo, detectandose el

maximo valor en el punto de méaxima actividad ARA especifica.
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Figura 3.7. Evolucion de la produccion de hidrogeno en aire por la nitrogenasa,
expresada en pmol H, - (g PS)' - h” y de la eficiencia relativa de la fijacién de
nitrogeno, en nodulos de V. faba cv. Alborea inoculada con la cepa GRA19 de
R. leguminosarum, durante 50 dias de cultivo.

3.3.  Actividades enzimaticas de la fraccion vegetal de los nédulos

Como se puede observar los perfiles de las actividades GS y NADH-
GOGAT (Fig. 3.8, A y B) incrementan rapidamente con el desarrollo de los
nddulos de igual forma que la nitrogenasa de los mismos (Fig. 3.6), aunque su
evolucion muestra apreciables diferencias entre si. A los 23 dias de crecimiento
las actividades GS/NADH-GOGAT han alcanzado su méaximo valor mientras
que la ARA especifica lo alcanza 7 dias antes, momento en que la GS es el 89%
de su maximo y la NADH-GOGAT el 45.34%, indicando un retraso o un desfase
en el desarrollo de estas actividades. La actividad GS se mantiene con valores
muy altos durante todo el periodo del desarrollo considerado, mientras que la
NADH-GOGAT, tras un periodo de méaxima actividad en torno a 129 umol
NADH - (g PF)'I- h' entre los dias 23 y 34, disminuye considerablemente
(52%) hasta el final del cultivo. Por tanto, el retraso inicial junto con el descenso

final de la actividad NADH-GOGAT respecto a la GS indica que en V. faba la
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NADH-GOGAT seria la actividad limitante del proceso de asimilacion de
amonio. Las actividades GS y NADH-GOGAT de los nddulos de V. faba parecen
estar mas relacionadas con la capacidad de la planta para fijar el nitrogeno (ARA
por planta) que con la actividad especifica de los mismos como se refleja en la

matriz de correlaciones (Tab. 3.1).

La actividad NADH-GDH puede suponer otra ruta de la asimilacion del
amonio. Esta actividad presenta valores maximos 9.5 y 4 veces inferiores que la
GS y NADH-GOGAT respectivamente, con un perfil de evolucion similar (Fig.
3.8, C). No obstante, resulta curioso que el valor inicial de esta actividad, cuando
hay gran cantidad de tejido radical, es significativamente superior que las otras
dos actividades; sin embargo, dicha actividad incrementa solo 2 veces frente a las
54 y 101 veces que incrementaron la GS y la NADH-GOGAT respectivamente
(Fig. 3.8, Ay B).

El estudio del contenido en proteina soluble a lo largo del periodo de
cultivo (Fig. 3.8, C) mostr6 un perfil que coincide con el encontrado para las
actividades enzimaticas, con un incremento progresivo desde el inicio del cultivo
hasta los 23 dias, momento en que se estabiliza con valores maximos [~13 mg -
(g PF)'I] hasta los 34 dias, después de bajar hacia el dia 37 se estabiliza con

valores entorno a 10 mg - (g PF)'l hasta el final del cultivo.
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Figura 3.8. Evolucién de las actividades enzimaticas, GS, expresada en pumol YGH - (g
PF )'1 b’ (A), NADH-GOGAT, expresada en pmol NADH, - (g PF)'1 b’ (B), NADH-
GDH, expresada en pmol NADH., - (g PF)" - h™" (C) y contenido en proteina soluble,
expresado en mg - (g PF)" (D), de nodulos de plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas
con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, durante 50 dias de cultivo. La muestra de
material vegetal del dia 10 estaba constituida por trozos de raiz en que eran visibles los
ndédulos. MDS (0.05): 2.36 (A); 7.75 (B)
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Tabla 3.1. Matriz de correlacion simple entre variables determinadas, en plantas de V.
faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, durante 50
dias de cultivo. Las variables son: PSP, peso seco por planta; RPA, relacion raiz/parte
aérea; PSN, peso seco de nodulos; PNN, peso normalizado de nédulos; ARA,
actividad especifica de la nitrogenasa; ARAP, ARA por planta; GS, glutamina
sintetasa; GG, glutamato sintasa; GDH, glutamato deshidrogenasa; PRT, contenido en
proteina soluble; NIT, contenido en nitrogeno organico.

PSP RPA PSN PNN ARA ARAP GS GG GDH PRT NIT
PSP 1.000
RPA -0.821 1.000 Valor critico
PSN 0.987 -0.843  1.000 P0.05 P0.01 P0.001
PNN 0.484 -0.844 0.544 1.000 0.532 0.661 0.780
ARA -0.444  0.039 -0.429 0.284  1.000
ARAP  0.770 -0.973  0.804 0.844 -0.108 1.000
GS 0.366 -0.816 0.419 0.941 0.370 0.833 1.000
GG -0.054 -0.492 -0.002 0.749  0.422 0.541 0.866  1.000
GDH 0.346 -0.763 0414 0906 0.152 0.770 0.921 0.878 1.000
PRT 0.148 -0.657 0.194 0.893  0.469 0.658 0.936 0934 0912 1.000
NIT 0.997 -0.819 0.985 0.485 -0.443 0.769 0.376 _ -0.500 _ 0.346 0.145 1.000
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4. EVOLUCION EN EL FOTOPERIODO DEL CICLO DE LA
GLUTAMATO SINTASA EN NODULOS FIJADORES DE
NITROGENO DE Vicia faba

4.1. Actividad nitrogenasa

La ARA especifica (Fig. 4.1) mostrd un pico de actividad méaxima [~105
umol C2Hs - (g PS)'1 : h'l] en ambos periodos de luz. Al inicio del fotoperiodo, 0
h, la ARA presento6 valores de 74 umol CoHs - (g PS)'1 “h',4h después alcanza
el maximo, que se mantienen hasta las 7 h. A partir de éste momento decae
rapidamente y al inicio del nictiperiodo (16 h) alcanza niveles minimos que
suponen el 91% de los iniciales y el 64% de los maximos. Estos niveles se
mantienen durante 3 h, para pasar a una fase de incremento, mas suave que el
producido durante el fotoperiodo, en la que se alcanza una actividad de 80 pumol
CHa- (g PS)'l -h' exactamente al inicio del nuevo dia. A partir de este momento
hay un incremento brusco y sélo en 4 h se alcanza el maximo valor, siguiendo de
esta forma unas pautas de comportamiento idénticas a las descritas para las

primeras 24 h.
Dado que a lo largo de 48 h las diferencias en la masa nodular son

minimas, la actividad ARA - (planta) " h, darfa un perfil semejante al de la

figura 4.1.
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Figura 4.1. Evolucion en el foto- y nictiperiodo de la actividad reductora de acetileno,
expresada en umol C,Hs - (g PS)" - h', de nodulos de plantas de V. faba cv. Alborea
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum.

4.2. Actividades enzimaticas de la fraccion vegetal de los ndédulos

Las actividades del ciclo de la glutamato sintasa (Fig. 4.2) mostraron un
comportamiento semejante a lo largo del periodo de ensayo. Al inicio del
fotoperiodo, 0 h, las actividades son de 256 umol YGH - (g PF)'1 b parala GSy
de 140 pmol NADH.y - (g PF)" - h”' para la NADH-GOGAT. A las 4 h, se
produce un incremento del 13% en la actividad GS y del 16% en la
NADH-GOGAT, iniciandose inmediatamente, una etapa de descenso que
culmina 13 h despues, con inhibiciones de actividad respecto a la inicial del 6%
en GS y del 13% en NADH-GOGAT, inhibiciones que se mantienen hasta las
16 h, inicio del nictiperiodo. A partir de ese momento, se produce un incremento
de actividad de igual magnitud que el detectado al inicio del fotoperiodo. Ese
aumento, se produce entre 3 y 6 h despues de entrar en periodo de oscuridad, para
pasar a una etapa de descenso de ambas actividades con valores minimos 4 h

después del inicio del segundo fotoperiodo y con inhibiciones idénticas a las
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mencionadas anteriormente para el primer descenso de actividad (6% y 13%
respectivamente). Después de 6 h se produce, de nuevo, otro pico de actividad
maxima, que empieza a caer hasta valores minimos 9 h después ya en oscuridad,

se mantiene en estos valores durante 3 h y de nuevo empieza a subir.

La aparicion de tres picos de maxima actividad a lo largo de 48 h es un
comportamiento ciclico para las enzimas del ciclo de la glutamato sintasa. El
ciclo se repite cada 16 h. Es importante destacar que la amplitud de las
oscilaciones en actividad a lo largo del ciclo es mucho mas acentuada para la

NADH-GOGAT que para la GS.

La actividad NADH-GDH (Fig. 4.3 A) presentd un comportamiento
ciclico, pero con una evolucion distinta respecto a las enzimas del ciclo de la
glutamato sintasa. Entre picos de actividad méaxima se suceden periodos
alternativos de 12 y 18 h, sin embargo entre puntos de minimo valor se suceden
intervalos iguales de 12 h, debido a que hay un momento del ciclo en que la
actividad se mantiene 6 h con valores minimos. Los picos de actividad maxima
no son siempre iguales, sino que se van alternando valores que se inhiben o

estimulan un 12% respecto al maximo anterior.
La determinacion de proteina (Fig. 4.3 B) no mostrd oscilaciones

significativas a lo largo de 48 h, pero hubo una tendencia a disminuir en el

tiempo, con valores que variande 12.5a 11 mg - (g PF)'l.
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Figura 4.2. Evolucion en el foto- y nictiperiodo de las actividades enzimaticas, GS,
expresada en pmol YGH:- (g PF)'- h' (A) y NADH-GOGAT, expresada en

pmol NADHx - (g PF)'- h' (B), de nodulos de plantas de V. faba cv. Alborea
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum.
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Figura 4.3. Evolucion en el foto- y nictiperiodo de la actividad enzimatica
NADH-GDH, expresada en pmol NADH,x - (g PF)' - h' (A) y contenido en proteina

soluble, expresada en mg (g PF)'l (B), de nodulos de plantas de V. faba cv. Alborea
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum.
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EFECTO DEL ESTRES SALINO EN LA
SIMBIOSIS DE Vicia faba

5. EFECTO DEL NaCl APLICADO EN EL MOMENTO DE LA
INOCULACION

5.1. Crecimientoy nodulacién

En la figura 5.1 se observa que a las 28 dias de cultivo, primera recogida, el
crecimiento de las plantas con 75 y 100 mM de NaCl es significativamente
menor que el control, sin embargo, con 50 mM no se afecta; tampoco se detectan
diferencias significativas entre los tres tratamientos salinos. En la segunda
recogida, siete dias mas tarde, las plantas con 50 mM presentan un crecimiento
menor que los controles, mayor que las tratadas con 100 mM y semejante al
detectado con 75 mM. En la tercera recogida si se detecta inhibicion del

crecimiento entre 50 y 75 mM.

Esto mismo se puede evidenciar en la tabla 5.1, donde se muestran los
datos correspondientes a la tasa de crecimiento relativo para los dos intervalos de
tiempo considerados. Las plantas tratadas con 50 mM mantienen practicamente la
misma tasa de crecimiento y las tratadas con 75 y 100 mM apenas crecieron;
mientras que las plantas control duplicaron su tasa en la Ultima semana del

experimento.
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Tabla 5.1. Tasa de crecimiento relativo, expresada en g PS - (planta)” - (dia)”, de
plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
tratadas con distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

Intervalo (dias) Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
28 -35 0.143 0.083 0.076 0.070
35-42 0.269 0.072 0.021 0.016
5 -

MDS (0.05)

4+
s 3r
c
K
a
e 27

-5~ Primera recogida -<- Segunda recogida —S- Tercera recogida

° 1 1 1 1 -
0 50 75 100
Concentracion de NaCl (mM)

Figura 5.1. Acumulacién de materia seca, expresada en g - (planta)”, de plantas de V.
faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

Otro parametro relacionado con el crecimiento vegetativo es la relacion
R/PA cuyos resultados se muestran en la tabla 5.2. Se puede observar que esta
relacion incrementa en plantas tratadas con NaCl, sin embargo no se aprecian
diferencias entre concentraciones (test de Tuckey, P<0.05). El incremento en la
relacion R/PA indica que la sal afecta mas al crecimiento de la parte aérea que al

del sistema radical.
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Tabla 5.2. Relacion peso seco de raiz/parte aérea de plantas de V. faba cv. Alborea
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintas
concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

Recogida Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
Primera 0.40 0.57 0.50 0.51
Segunda 0.38 0.52 0.43 0.52
Tercera 0.40 0.55 0.53 0.53
MDS (0.05) 0.08

La disminucion del crecimiento de la planta se hace patente visualmente
desde la primera recogida, por un acortamiento de los entrenudos, mucho mas
acentuado cuanto mayor es la concentracion de NaCl y por una disminucion en el

tamafio de las hojas que ademas se tornan cloréticas (Fig. 5.2).

Figura 5.2. Aspecto de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRAI19 de
R. leguminosarum, tratadas con distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del

cultivo.

130



Resultados

El contenido en nitrogeno reducido por planta, que se determind en la
segunda recogida, tabla 5.3, resultd fuertemente afectado por el tratamiento
salino, siendo este efecto mayor que el observado para el crecimiento. La
disminucion del contenido en nitrégeno reducido fue de un 35, 48 y 58% para las

plantas tratadas con 50, 75 y 100 mM de NaCl, respectivamente.

Tabla 5.3. Contenido en nitrogeno reducido, expresado en mg N - (planta)”, de plantas
de V. faba de 35 dias, inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

Tiempo de cultivo (dias) Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
35 238.70 156.67 125.37 99.99
MDS (0.05) 14.64

El niimero de nodulos por planta (Fig. 5.3) estd condicionado por el
tratamiento con NaCl, responsable del 93% (P<0.001) del efecto observado. A
los 28 dias de cultivo, la nodulacion esta practicamente establecida en todos los
tratamientos. El nimero de nodulos disminuye proporcionalmente al nivel de sal
aplicado hasta 75 mM (P<0.05), con 100 mM so6lo se observo un escaso efecto
adicional no significativo. La inhibicion de la nodulacion fue del 20, 36 y 52%
para los tratamientos de 50, 75 y 100 mM de NaCl, respectivamente. Es
interesante indicar que esta disminucion, en plantas con 50 mM de, sélo es

significativa en la ultima recogida.
El peso seco de nddulos se expone en la figura 5.4. Con 50 mM de NaCl se

afect6 solo al final del cultivo, sin embargo, con 75 y 100 mM se produjo una

disminucion significativa desde la primera recogida. Entre 50 y 75 mM
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aparecieron diferencias en la tltima recogida, mientras que entre 75 y 100 mM no

se observaron.
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Figura 5.3. Ntmero de nodulos de plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas con la
cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintas concentraciones de NaCl

desde el inicio del cultivo.
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Figura 5.4. Peso seco de nodulos, expresado en g - (planta)'l, de plantas de V. faba

inoculadas con la cepa GRA19 de R

leguminosarum, tratadas con distintas

concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.
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En el peso normalizado de nodulos, que relaciona el peso seco de los
mismos con la parte aérea (Tab. 5.4), no se detectan diferencias entre las plantas
tratadas con NaCl y las control, debido a que la sal afecta de igual forma al peso

seco de la parte aérea y del nddulo.

Tabla 5.4. Peso normalizado de nédulos de plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas
con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintas concentraciones de
NaCl desde el inicio del cultivo.

Recogida Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
Primera 60.50 64.46 57.72 60.84
Segunda 68.32 63.88 59.00 68.33
Tercera 60.44 65.14 60.50 61.35
MDS (0.05) 14.07

5.2. Actividad nitrogenasa

En la figura 5.5 se exponen los resultados de actividad nitrogenasa
especifica, valorada mediante el test de reduccion de acetileno. La sal inhibio la
actividad desde la primera recogida, sin que se detecten, en ningin momento,
diferencias entre los tratamientos con 50, 75 y 100 mM de NaCl. A los 28 dias de
cultivo, todas las plantas tratadas presentaron una inhibicion del 48%,
obteniendose valores de actividad que se mantienen estables 7 dias después. Sin
embargo, en la tercera recogida (42 dias), la actividad se inhibio, de forma
significativa, un 50% respecto a las determinaciones anteriores (test de Tuckey,

P<0.05).
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Figura 5.5. Actividad reductora de acetileno, expresada en pmol CoHs - (g PS)'1 “h', de
nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
tratadas con distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

Cuando los resultados se expresan en ARA por planta (Fig. 5.6), la
inhibicion en los tratamientos salinos se hace significativa (P<0.05) desde la
primera recogida, con valores que se mantienen hasta los muestreos finales. En
todas las recogidas se aprecian diferencias (P<0.05) entre 50 mM vy las

concentraciones superiores, pero en ninguna entre 75 y 100 mM de NaCl.
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Figura 5.6. Actividad reductora de acetileno, expresada en umol C,Hj - (planta)'1 - h',
en plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

5.3. Actividades enziméticas de la fraccion vegetal de los nédulos

Las enzimas del ciclo de la glutamato sintasa fueron fuertemente inhibidas
por la sal. La actividad GS presentd un 33% de inhibicion en las plantas tratadas
con 50 mM, un 58% con 75 mM y un 57% con 100 mM. La actividad NADH-
GOGAT de los nodulos de V. faba, fue 2.5 veces inferior a la GS en los controles
y presentd inhibiciones semejantes. La inhibicion, altamente significativa, fue
progresiva en todos los tratamientos. El contenido en proteina soluble de los
nddulos también resultd significativamente afectado por la sal, especialmente
con la mayor concentracion ensayada, 100 mM. Sin embargo, no explica el efecto
negativo sobre la actividad enzimética como se pone de manifiesto si se expresa
esta actividad por unidad de proteina (Tab. 5.6), pudiéndose observar que se

mantiene el efecto inhibidor sobre la actividad especifica.
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Tabla 5.5. Actividades GS, expresada en pmol yGH - (g PF)" - " y NADH-GOGAT,
expresada en pmol NADH,x - (g PF)" - h™ y contenido en proteina soluble, expresado en
mg- (g PF)", de nodulos de plantas de V. faba de 35 dias, inoculadas con la cepa
GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintas concentraciones de NaCl desde el
inicio del cultivo.

Parametro Concentracion de NaCl (mM) MDS
(0.05)
0 50 75 100
GS 306.42 250.00 246.14 135.58 5.27
GOGAT 124.35 84.52 64.92 36.13 3.57
Proteina 12.05 11.20 10.66 9.26 0.78

Tabla 5.6. Actividades GS, expresada en pmol yGH - (min)'1 - (mg proteina)'1 y NADH-
GOGAT, expresada en umol NADH, - (min)'1 - (mg proteina)'l, de nodulos de plantas
de V. faba de 35 dias, inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintas concentraciones de NaCl desde el inicio del cultivo.

Parametro Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
GS 0.424 0.372 0.380 0.240
GOGAT 0.172 0.126 0.108 0.065
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6. EFECTO DEL NaCl APLICADO A SIMBIOSIS ESTABLECIDAS Y
FIJADORAS DE NITROGENO

6.1. Crecimiento y nodulacion

Siete dias después de aplicar el NaCl a las plantas, la acumulacion de
materia seca no presentd diferencias significativas (P<0.05) con ninglin
tratamiento salino (Fig. 6.1). A los 14 dias, se detecta inhibicion (P<0.05) con 75
y 100 mM de NaCl. En la tltima recogida, se obtienen disminuciones del 19%
para 50 mM vy del 38% para 75 y 100 mM.

Al comparar las figuras 5.1 y 6.1, se observa que el efecto de la sal sobre el
crecimiento es mas rapido cuando se aplica en pleno crecimiento vegetativo que

cuando se aplica desde la siembra.

6.5
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Figura 6.1. Acumulacion de materia seca, expresada en g (planta)'l, de plantas de V.
faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.
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En la tabla 6.1 se expone la TCR, en la que se aprecia como en la segunda
semana de tratamiento, 42 dias, queda manifiesto una vez mas el efecto del NaCl
sobre el crecimiento de plantas de V. faba, llegando a detenerse practicamente en

la tercera semana.

Tabla 6.1. Tasa de crecimiento relativo, expresada en gPS - (planta)’' - (dia)”, de
plantas de V. faba cv. Alborea inoculadas con al cepa GRA19 de R. leguminosarum,
tratadas con distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.

Intervalos Concentracion de NaCl (mM)
(dias)
0 50 75 100
28-35 0.148 0.123 0.129 0.104
35-42 0.291 0.263 0.147 0.157
42 -50 0.146 0.031 0.014 0.006

La relacion R/PA (Tab. 6.2), incrementa con la aplicacion de sal, lo que
implica un efecto negativo mayor en el desarrollo de la parte aérea que en el de la

raiz.

Tabla 6.2. Relacion peso seco de raiz/parte aérea de plantas de V. faba cv. Alborea
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintos niveles de
NaCl tras 28 dias de cultivo.

Dias Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
0 0.44 - - -
7 0.39 0.48 0.46 0.49
14 0.37 0.49 0.44 0.49
21 0.30 0.39 0.50 0.43
MDS (0.05) 0.08
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El contenido en nitrogeno reducido en planta entera (Tab. 6.3) disminuy6
significativamente desde el primer muestreo realizado, sin que se detecten
diferencias entre las plantas tratadas con 50 y 75 mM hasta 7 dias después. Tras
21 dias de crecimiento en contacto con NaCl, se obtienen reducciones del 24%

con 50 mM, del 40% con 75 mM y del 45% con 100 mM de NaCl.

Tabla 6.3. Contenido en nitrogeno reducido, expresado en mg - (planta)”, de plantas de
V. faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.

Dias Concentracion de NaCl (mM)
0 50 75 100
0 158.20 - - -
7 228.19 216.48 216.09 170.31
14 348.61 279.37 249.65 194.26
21 415.47 315.36 249.80 229.98
MDS (0.05) 10.15

La aplicacion de NaCl afectdé poco el desarrollo nodular (Fig. 6.2), a
diferencia de lo que ocurre con las plantas tratadas desde el inicio con NaCl (Fig.
5.4). Con 50 mM de NaCl se observo un incremento no significativo de la masa
nodular dos semanas después del inicio del tratamiento, de forma que las plantas
con 75 6 100 mM, aunque no mostraban diferencias significativas respecto al

control, si las presentaron respecto a 50 mM.

Para estudiar la posible incidencia del NaCl sobre el crecimiento de los
nddulos se calculd su peso normalizado (Fig. 6.3), detectandose un incremento
significativo la segunda semana con 75 y 100 mM vy solo la ultima semana con 50
mM. No se aprecian diferencias entre tratamientos en ninguna recogida. El

aumento del peso normalizado, teniendo en cuenta que el peso seco de nddulos
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no ha disminuido respecto al control, refleja una mayor incidencia de la sal sobre
el crecimiento de la parte aérea; esta respuesta es diferente en plantas que crecen
desde el inicio con NaCl (Tab. 5.4), las cuales presentan una disminucion

idéntica en masa nodular y parte aérea.
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Figura 6.2. Peso seco de nddulos, expresado en g - (planta)'l, de plantas de V. faba cv.
Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintos
niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.
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Figura 6.3. Peso normalizado de nodulos, expresado en mg - (g PS)'I, de plantas de V.

faba cv. Alborea inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con

distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.
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6.2. Actividad nitrogenasa

La actividad ARA especifica (Fig. 6.4) se inhibi6 un 55% en la primera
semana de contacto con la sal, sin que se aprecien diferencias significativas
(P<0.05) entre tratamientos salinos a lo largo del experimento. Esta inhibicion se
mantuvo en las sucesivas recogidas, aunque con valores absolutos de actividad

significativamente inferiores (P<0.05).

Segtin el estudio estadistico de los datos de ARA por planta (Fig. 6.5), la
principal fuente de variacion fue el nivel de salinidad, con un efecto del 97%
(P<0.001); al igual que en la actividad especifica desde el primer momento se
inhibe significativamente, pero con la diferencia de que los valores alcanzados se
mantienen hasta el final. No se detectan variaciones entre tratamientos salinos
(test de Tuckey, P<0.05), sino que se produce una inhibicién, del 57%, para 50,
75 y 100 mM de NaCl, efecto en el que difiere de las plantas crecidas desde el
inicio con NaCl (Fig. 5.6) en las que se aprecia una clara inhibicion con 75 y 100

mM respecto a 50 mM.
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Figura 6.4. Actividad reductora de acetileno, expresada en pmol CoHy - (g PS)'1 -h", de
nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
tratadas con distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.
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Figura 6.5. Actividad reductora de acetileno, expresada en pmol C,Hs - (planta)'1 b,
de nddulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
tratadas con distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.

142



Resultados

6.3. Actividades enzimaticas de la fraccion vegetal de los nddulos

La actividad GS (Fig. 6.6) se inhibi6 fuertemente respecto al control desde
el primer momento de aplicacion del NaCl. A los 35 dias de crecimiento, con 100
mM de NaCl se detecta una inhibicion significativa respecto a concentraciones
inferiores y a partir de los 42 dias entre 50 y 75 mM. A los 50 dias de cultivo se
obtienen inhibiciones del 34, 38 y 65% para 50, 75 y 100 mM de NaCl
respectivamente, que son superiores a las detectadas en plantas que crecen desde
el inicio con NaCl (Tab. 5.5). También a nivel del metabolismo del amonio el
efecto del estrés salino se aprecia antes cuando se aplica sobre plantas en

avanzada etapa de desarrollo.

La actividad NADH-GOGAT (Fig. 6.7), se inhibi6 con la sal en un 44, 52 y
61% para 50, 75 y 100 mM de NaCl respectivamente, en la primera semana al
igual que la GS, momento a partir de cual se detectan diferencias entre
tratamientos salinos. Esta inhibicion respecto al control disminuye en la segunda
recogida, sin embargo en la tercera, con 50 mM se mantiene en un 15% y
aumenta, hasta un 50% con 75 mM y hasta un 62% con 100 mM, a la vez que la
actividad del tratamiento control decae en su evolucion (Fig. 3.8). Esta inhibicion
final es parecida en plantas crecidas con 75 y 100 mM de NaCl desde el inicio

(Tab. 5.5), pero un 50% inferior con 50 mM de NaCl.
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Figura 6.6. Actividad GS, expresada en pmol yGH - (g PF)"- h”, de plantas de V. faba
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintos niveles de

NacCl tras 28 dias de cultivo.
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Figura 6.7. Actividad NADH-GOGAT, expresada en pmol NADH - (g PF )'1' h', de
plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con
distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.

La cantidad de proteina soluble (Tab. 6.4), disminuye con la sal desde la

primera recogida. Entre 75 y 100 mM no se detectaron diferencias a lo largo del
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periodo de muestreo; en la ultima recogida, ambos niveles de NaCl presentaron

una clara inhibicion respecto a 0 y 50 mM.

Tabla 6.4. Contenido en proteina soluble, expresado en mg - (g PF)”, de plantas de V.
faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintos niveles

de NaCl tras 28 dias de cultivo.

Concentracion de NaCl (mM)

Recogida

0 50 75 100
Primera 12.88 - - -
Segunda 12.70 10.62 10.80 9.66
Tercera 10.85 9.14 10.36 10.14
Cuarta 10.65 9.00 6.20 6.88
MDS (0.05) 1.64

Tabla 6.5. Actividad GS, expresada en yGH - (min)" - (mg proteina)”’, de plantas de V.
faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, tratadas con distintos niveles

de NaCl tras 28 dias de cultivo.

Recogida Concentracion de NaCl (mM)

0 50 75 100
Primera 0.278 - - -
Segunda 0.381 0.340 0.333 0.328
Tercera 0.387 0.307 0.283 0.254
Cuarta 0.354 0.279 0.263 0.194

Segtin los datos de actividad enzimatica, en U - (mg proteina)'] (Tabs 6.5

y 6.6), se detecta una inhibicion mayor que en plantas crecidas desde el inicio con

NaCl (Tab. 5.6), puesto que la disminucion en proteina soluble es mas acentuada.
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Tabla 6.6. Actividad NADH-GOGAT, expresada en pmol NADHo -+ (min)" - (mg
proteina)'l, de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
tratadas con distintos niveles de NaCl tras 28 dias de cultivo.

Recogida Concentracion de NaCl (mM)

0 50 75 100
Primera 0.147 - - -
Segunda 0.144 0.097 0.106 0.328
Tercera 0.103 0.089 0.062 0.254
Cuarta 0.091 0.078 0.054 0.194
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7.  TOLERANCIA AL ESTRES SALINO EN V. faba: UTILIZACION
DE LINEAS PURAS

7.1. Crecimiento y nodulacion

El NaCl inhibe fuertemente el crecimiento de todos los genotipos de V.
faba ensayados, excepto en las lineas VF27, 46, 64 y 112 que presentaron una
inhibicion del 41, 22, 18 y 33% respectivamente; estas lineas se caracterizan por
tener un escaso crecimiento. Como se puede apreciar el efecto del NaCl aparece
estrechamente relacionado con la capacidad de crecimiento de la planta. Destacan
las lineas VF16 y 60 con una inhibicién aproximada del 75%; en el resto de las

lineas la inhibicion vari6 entre 43 y 79%.

La tasa de crecimiento absoluto (Fig. 7.2) se afectd en todas las lineas por
la salinidad, con un efecto del 93.21% (P<0.001). Los resultados son semejantes
a los del peso seco total, destacando VF16 y VF60 por su elevada inhibicion. Las
lineas VF27, 46, 64 y 112 no presentaron diferencias significativas (P<0.05)

respecto al control, con porcentajes de inhibicion idénticos a los de peso seco.

Otro parametro relacionado con el crecimiento es la relacion en peso seco
de raiz y parte aérea, cuyos resultados se muestran en la tabla 7.1. El crecimiento
en medio salino produjo un incremento de la relacion R/PA en algunas lineas
siendo significativo para VF4, 16, 17,27 y 83 y el cv. Alborea, aumentando entre
el 31 y el 69%, lo que implica un desequilibrio por el mayor desarrollo de la parte
derea respecto a la raiz. Sin embargo, en VF46 se detecta menor desarrollo
radical ya que la relacion R/PA disminuye con 75 mM de NaCl. En el resto de las
lineas no varia esta relacion, por tanto, se inhibe en la misma medida la parte

aérea y la raiz.
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Tabla 7.1. Relacion peso seco de raiz/parte aérea de distintos genotipos de V. faba
inoculados con la cepa GRA19 de R. leguminosarum y tratados con 0y 75 mM.

Genotipo NaCl (mM) R/PA Genotipo NaCl (mM) R/PA
VF4 0 0.33 VF46 0 0.50
75 0.43 75 0.42
VF6 0 0.41 VF47 0 0.34
75 0.38 75 0.34
VF15 0 0.31 VF60 0 0.47
75 0.31 75 0.43
VF16 0 0.38 VFol 0 0.40
75 0.50 75 0.44
VF17 0 0.36 VF64 0 0.42
75 0.43 75 0.40
VF27 0 0.30 VF83 0 0.47
75 0.43 75 0.57
VF38 0 0.38 VF112 0 0.42
75 0.40 75 0.41
Alborea 0 0.30
75 0.51

MDS (0.05) 0.07
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' Conilral

Figura 7.3. Aspecto de nodulos de plantas de V. faba VF47 inoculadas con al cepa
GRA19 de R. leguminosarum y tratadas con 0 y 75 mM de NaCl.

En las plantas crecidas con NaCl, los nodulos presentaban un aspecto
blanquecino y aspero, eran redondeados y algunos de ellos adquirian un tamafio

desproporcionado e informe (Fig. 7.3).

Como se aprecia en la figura 7.4, la nodulacion desarrollada por los
diferentes genotipos [n1 de nodulos - (planta)'l] varié considerablemente entre
723 nddulos para VF16 y 147 nodulos para VF38. El efecto del NaCl fue
negativo en VF16, 27, 60 y cv. Alborea. La linea VF16 que desarrolldo una

nodulacién muy abundante fue la que se afectdé mas, con una inhibicion del 75%.
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Figura 7.4. Numero de nodulos por planta de distintos genotipos de V. faba inoculados
con la cepa GRA19 de R. leguminosarum y tratados con 0 y 75 mM de NaCl.

El peso seco de los nodulos (Fig. 7.5) fue muy variable entre lineas y
resultdo mas sensible al NaCl que la propia nodulaciéon, observandose una
inhibicion altamente significativa en gran nimero de lineas, en algunas de las
cuales no se inhibid la nodulacion. Cabe destacar las lineas VF16, 17 y 60 que
inhiben la nodulacion y la masa nodular (75, 56 y 72%, respectivamente), frente a
las lineas VF46, 64 y 112 que no se afectaron en ninguno de estos dos

parametros.

En la figura 7.6 se puede observa que el NaCl incrementa el peso
normalizado de nddulos en todos los genotipos, excepto en VF17 que disminuye
no significativamente; por lo que la mayoria de los genotipos mantienen una

masa nodular desproporcionada para la superficie fotosintética disponible.
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7.2. Actividad nitrogenasa

En la figura 7.7 se representan los datos de actividad nitrogenasa
especifica en los distintos genotipos. Entre las plantas crecidas en ausencia de sal
cabe destacar VF16, 47, 83 y 112 que presentaron valores minimos de actividad
[#15 pmol CoHs - (g PS)'l : h'l], frente a VF17, 64 y 38 y el cv. Alborea con
valores maximos [~30 umol CoHs - (g PS)'1 -h'l]. En plantas tratadas con NaCl
esta actividad resultd fuertemente inhibida en todos los genotipos ensayados, a
excepcion de la linea VF112 que se estimul6 de forma no significativa (P<0.05).
En general, los genotipos con mayor ARA especifica resultaron mas
drasticamente afectados por el NaCl, estos fueron VF17, 38 y 64 que mostraron
una inhibicion media del 95%. Sin embargo, el cv. Alborea con valores de ARA

elevados presentd una inhibicion menor.

La actividad nitrogenasa por planta (Fig. 7.8) mostré un comportamiento
parecido a la nitrogenasa especifica, obteniéndose valores minimos inferiores a 1
umol C>H4 - (plan‘[a)'l -1, como consecuencia de la inhibicion de la nodulacion
y de la ARA especifica. En el crecimiento control destaca la linea VF60 con

valores de 20 umol C2Hy - (plan‘[a)'l b, seguida de las lineas VF17, 16 y 61.
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7.3. Actividades enziméticas de la fraccion vegetal de los ndédulos

Todos los genotipos ensayados mostraron niveles altos de GS en la
fraccion vegetal de los nddulos (Fig. 7.9), que oscilaron entre 140 umol YGH - (g
PF)'] b para VF16 y 38 y 297 umol yGH - (g PF)'l b para VF64. En todos
los casos, el NaCl afecto significativamente la GS, aunque para el cv. Alborea la
inhibicion fue sélo del 7%. En las demas lineas el descenso fue mayor, oscilando
entre el 81% y el 28%. Se observa fuerte variabilidad en el grado de respuesta al
NaCl; VF6, 83 y 112 presentan gran inhibicion, mientras que VF15, 27 y 64 se

afectan en menor medida.

La NADH-GOGAT (Fig. 7.10) de los nodulos de V. faba mostrd una
variabilidad genotipica mayor que la GS y un patron de actividad enzimatica
aparentemente diferente. La méaxima actividad corresponde a VF47 y la minima a
VF4, dos lincas con eclevada GS. La NADH-GOGAT, también resultd
fuertemente inhibida por el NaCl en todos los genotipos estudiados y nuevamente
el patron de respuesta es diferente al observado para la GS, siendo VF15, con una
alta actividad NADH-GOGAT, el menos afectado (9%) y VF6, 47 y 83 los que

mas se afectaron (74%).
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156



Resultados

El contenido en proteina soluble (Tab. 7.2) exhibe poca variabilidad entre
los genotipos estudiados; sin embargo, el NaCl disminuyé este contenido en
todos ellos, excepto en VF15. La inhibicion fue variable, alcanzando un 52%

para VF6, mientras que para VF27 y 64 fue de un 16%.

Tabla 7.2. Contenido en proteina soluble, expresado en mg - (g PF)" de nodulos de
distintos genotipos de V. faba inoculados con la cepa GRA19 de R. leguminosarum y
tratadas con 0 y 75 mM de NaCl.

Genotipo NaCl mg - (g PF)” Genotipo NaCl mg - (g PF)"
(mM) (mM)
VF4 0 12.44 VF46 0 10.52
75 7.60 75 8.94
VF6 0 13.23 VF47 0 12.32
75 6.32 75 8.32
VF15 0 10.15 VF60 0 10.58
75 10.89 75 7.29
VF16 0 10.08 VFo6l 0 10.36
75 8.30 75 6.93
VF17 0 11.33 VF64 0 12.48
75 7.26 75 10.45
VEF27 0 12.22 VE§3 0 11.83
75 10.24 75 7.42
VF38 0 11.82 VF112 0 10.24
75 9.26 75 7.36
Alborea 0 10.89
75 8.90
MDS (0.05) 1.39

Las actividades especificas, por mg de proteina, de las enzimas del ciclo de
la glutamato sintasa (Tabs 7.3 y 7.4), se inhibieron en todos los genotipos
estudiados, destacandose la linea VF112 y el cv. Alborea con una inhibicion
aproximada del 18% para la GS. La NADH-GOGAT presentd mayor inhibicion

en todos los genotipos.
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Tabla 7.3. Actividad GS, expresada en pmol yGH - (min)" - (mg proteina)’, de
distintos genotipos de V. faba inoculados con la cepa GRA19 de R. leguminosarum y
tratados con 0 y 75 mM de NaCl.

Genotipo NaCl U - (mg proteina)’ Genotipo NaCl U - (mg proteina)’’
(mM) (mM)

VF4 0 0.322 VF46 0 0.252
75 0.246 75 0.135
VF6 0 0.308 VF47 0 0.261
75 0.125 75 0.200
VF15 0 0.384 VF60 0 0.250
75 0.256 75 0.197
VF16 0 0.237 VFé6l1 0 0.339
75 0.172 75 0.180
VF17 0 0.318 VF64 0 0.397
75 0.136 75 0.315
VEF27 0 0.310 VF83 0 0.363
75 0.208 75 0.165
VEF38 0 0.197 VF112 0 0.401
75 0.111 75 0.271
Alborea 0 0.409
75 0.391
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Tabla 7.4. Actividad NADH-GOGAT, expresada en pmol NADH. - (min)" - (mg
proteina)”, de distintos genotipos de V.faba inoculados con la cepa GRA19 de
R. leguminosarum y tratadas con 0 y 75 mM de NaCl.

Genotipo NaCl U - (mg proteina)‘1 Genotipo NaCl U - (mg proteina)’1
(mM) (mM)

VF4 0 0.011 VF46 0 0.036
75 0.006 75 0.017
VF6 0 0.082 VF47 0 0.108
75 0.043 75 0.050
VF15 0 0.097 VF60 0 0.074
75 0.082 75 0.044
VF16 0 0.048 VFol 0 0.087
75 0.021 75 0.030
VF17 0 0.039 VF64 0 0.075
75 0.018 75 0.035
VF27 0 0.067 VF83 0 0.080
75 0.028 75 0.029
VF38 0 0.015 VF112 0 0.100
75 0.010 75 0.075
Alborea 0 0.106
75 0.063

En la tabla 7.5 se respresenta la matriz de correlaciones entre los distintos
parametros determinados. Es importante destacar que el crecimiento de la planta
se correlaciond positiva y significativamente (P<0.001) con la ARA por planta,
mientras que mostr6 una correlaciéon negativa muy significativa con el peso
normalizado de nddulos. La ARA especifica se correlaciona positiva y
significativamente con la tasa de crecimiento absoluto, las actividades GS y
NADH-GOGAT Yy el contenido en proteina soluble; sin embargo, la ARA por

planta sélo se correlaciond con la GS.
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Tabla 7.5. Matriz de correlacion simple entre variables determinadas, para distintos
genotipos de V.faba inoculados con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, que
crecieron con 0 y 75 mM de NaCl. Las variables son: PSP, peso seco por planta; TCA,
tasa de crecimiento absoluto; RPA, relacion raiz/parte aérea; NN, nimero de nodulos;
PSN, peso seco de nddulos; PNN, peso normalizado de nddulos; ARA, actividad
especifica de la nitrogenasa;, ARAP, ARA por planta; GS, glutamina sintetasa; GG,
glutamato sintasa; PRT, contenido en proteina soluble.

PSP TCA RPA NN PSN PNN ARA ARAP GS GG PRT
PSP 1.000
TCA -0.191 1.000 Valor critico
RPA 0.985 -0.348 1.000 P<0.05 P<0.01 P<0.001
NN -0.288 0.436 -0.365 1.000 0.355 0.456 0.562
PSN 0.986 -0.341 1.000 -0.360 1.000
PNN -0.595 -0.014  -0.571 0.303 -0.571 1.000
ARA -0.131 0.588 -0.205 0.156 -0.202 -0.176 1.000

ARAP 0.995 -0.265 0.995 -0.320 0.995 -0.575 -0.132 1.000

GS -0.202 0.485 -0.243 0.072 -0.241 -0.135 0.829 -0.197 1.000
GG -0.112 0.545 -0.181 0.048 -0.179 -0.161 0.574 -0.141 0.760 1.000
PRT 0.133 0.520 0.058 -0.009 0.061 -0.408 0.745 0.116 0.706 0.570 1.000
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8. INTERACCION DE LA FERTILIZACION NITROGENADA Y LA
SALINIDAD EN LA SIMBIOSIS V. faba-R. leguminosarum

8.1. Crecimiento y nodulacion

A los 24 dias de cultivo, las plantas crecidas con 8 mM de NO'; presentaron
un crecimiento significativamente (P<0.05) mayor que con 2 mM (Fig. 8.1). Tras
6 dias de tratamiento salino, s6lo se afectaron las plantas con 8§ mM de NO3 y
200 mM de NaCl en medio. Entre los dias 6 y 12, el crecimiento de las plantas
con 2 mM de NO3, se vio significativamente disminuido con todas las
concentraciones de sal aplicadas, si bien, entre ellas no se aprecian diferencias.
Concentraciones de 200 mM presentaron una inhibicion semejante (75%) con los
dos niveles de fertilizacion nitrogenada ensayados. En general, el crecimiento fue
mayor con 8 mM de NO3; (test de Tuckey, P<0.05); se puede asumir que el

aporte de nitrégeno combinado atentia el efecto negativo de la sal.

La reduccion del crecimiento se deja notar mds en el desarrollo de la parte
aérea que en el de la raiz, sobre todo en plantas con 2 mM de NO';. Esto se
manifiesta en un aumento de la relacion R/PA, cuyos datos se exponen en la tabla

8.1.
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Tabla 8.1. Relacion raiz/parte aérea de plantas de V. faba inoculadas con la cepa
GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 y 8 mM de NO7; y tratadas con
diferentes concentraciones de NaClL.

Dias Concentracion de Concentracién de NaCl (mM)
NO7
0 50 100 200
0 2 0.44 - - -
8 0.46 - - -
3 2 0.42 0.46 0.53 0.60
8 0.44 0.50 0.49 0.59
6 2 0.41 0.44 0.53 0.60
8 0.43 0.48 0.45 0.57
9 2 0.32 0.42 0.55 0.59
8 0.40 0.49 0.47 0.54
12 2 0.37 0.40 0.61 0.61
8 0.37 0.47 0.48 0.52
MDS
0.086
(0.05)
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Figura 8.1. Acumulacion de materia seca, expresada en g - (planta)'l, de plantas de V.
faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 mM (A) y

8 mM (B) de NO'; vy tratadas con diferentes concentraciones de NaCl, 0 (f3), 50 ((¥)),
100 (©) y 200 (&) mM.

Respecto al contenido en nitrégeno reducido (Tab. 8.2), al inicio del
tratamiento salino no hay diferencias entre las plantas con 2 y 8 mM de NO3 .
Después de 3 dias, con 2 mM de NO , el contenido en nitrégeno disminuye
proporcionalmente a la concentracion de NaCl; con 8 mM de NO; , no se detecta

reduccion respecto al control, aunque si en las tratadas con 100 y 200 mM de
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NaCl respecto a 50 mM. En las siguientes recogidas, no se aprecian diferencias
entre ambos niveles de NO'3 para las plantas tratadas con 100 6 200 mM de
NaCl; éstas presentan un contenido en nitrdgeno menor que las tratadas con 50
mM. Las plantas con 50 mM de NaCl, alcanzan niveles de nitrogeno inferiores
con 2 mM que con 8 mM de NO3 , alin cuando estas diferencias no se detectan

en las control.

Tabla 8.2. Contenido en nitrégeno reducido, expresado en mg - (planta)”, de plantas de
V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 y 8 mM
de NO'; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion de Concentracién de NaCl (mM)
NO7
0 50 100 200
0 2 106.55 - - -
8 112.65 - - -
3 2 139.17 120.60 92.92 85.09
8 126.14 133.05 117.09 119.40
6 2 166.83 137.89 122.94 126.45
8 163.07 168.42 116.88 121.61
9 2 182.95 160.23 150.39 129.46
8 217.60 206.60 157.23 138.36
12 2 228.16 188.27 166.56 145.06
8 231.60 241.06 171.21 147.67
MDS (0.05) 9.29

El peso seco de nodulos (Fig. 8.2) es menor en las plantas que crecen con
niveles elevados de NO73 en el medio (test de Tuckey, P<0.05). Con 2 mM de
NO7, no se aprecian diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
salinos. Con 8 mM de NO3 , las plantas tratadas con 50 y 100 mM de NaCl no
mostraron diferencias con respecto al control; sin embargo, con 200 mM de NaCl

el efecto negativo de la sal se hizo patente desde los 9 dias de tratamiento.
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Figura 8.2. Peso seco de nodulos , expresado en g - (planta)”, en plantas de V. faba
inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 mM (A) y 8 mM

(B) de NO'; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl, 0 (5), 50 ((9)), 100 (©)
y 200 (A) mM.

El peso normalizado de nodulos (Tab. 8.3) incrementa con la sal y con la
edad de la planta, especialmente en las fertilizadas con 2 mM de NO73, esto

evidencia el efecto amortiguador del nitrogeno combinado ante niveles elevados

de sal en el medio.
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Tabla 8.3. Peso normalizado de nédulos, expresado en mg - (g PS)”, de plantas de V.
faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 y 8 mM de

NO'; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion de NO3 Concentracién de NaCl (mM)
0 50 100 200
0 2 51.54 - - -
8 52.24 - - -
3 2 49.65 52.49 64.52 78.54
8 42.75 58.83 42.79 65.39
6 2 52.16 55.97 69.26 81.96
8 46.41 54.75 45.78 58.56
9 2 59.07 72.37 74.28 82.33
8 4577 48.21 50.10 52.44
12 2 55.54 62.83 78.34 85.36
8 43.39 56.87 49.78 69.47
MDS (0.05) 10.68

8.2. Actividades de la nitrogenasa

En la figura 8.3 se aprecia la actividad nitrogenasa especifica, que fue

significativamente menor con 8§ mM que con 2 mM de NO; (test de Tuckey,

P<0.05), si bien, ante la interaccion con el NaCl, las plantas con 2 mM de NO3

mostraron una inhibiciéon mayor.

Concretamente, 50 mM de NaCl vy

concentraciones superiores, inhibieron significativamente la ARA especifica de

nodulos de V. faba desde los 9 y 3 dias de tratamiento, respectivamente, en

plantas crecidas con 2 mM de NO'3 , mientras que, con 8 mM , fue necesaria la

aplicacion de 200 mM de NaCl para inhibir de forma significativa (P<0.05) la

nitrogenasa. Al final del periodo de tratamiento, la ARA especifica, en plantas

con 2 mM de NO7; se inhibio un 54, 60 y 79% con 50, 100 y 200 mM de NacCl,
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respectivamente, mientras que, con 8 mM sdlo se inhibid con 200 mM de NaCl

un 62%.

100
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60
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>
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80

umol C, H, -

60

20
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Figura 8.3. Actividad reductora de acetileno, expresada en pwmol CoHy - (g PS)'1 b, de
plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con

2 mM (A) y 8 mM (B) de NO; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl, 0
(£, 50 ((9)), 100 (©) y 200 (A) mM.
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Figura 8.4. Actividad reductora de acetileno, expresada en umol C,Hj - (planta)'1 - h',
de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas
con 2 mM (A) y 8 mM (B) de NO; vy tratadas con diferentes concentraciones de NaCl,
0 (5), 50 ((9)), 100 (©) y 200 (A) mM.

En la figura 8.4 se representa la ARA por planta. Segin el estudio
estadistico, la principal fuente de variacion es la fertilizacion nitrogenada, con un
efecto del 74% (P<0.05). La adicion de 50 mM de NaCl, en las plantas con 8 mM

de NO3, no alterd la ARA por planta en todo el tiempo de cultivo, mientras que,
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que, con 2 mM la inhibicién se detectd desde los 6 dias. Sin embargo, con 100 y
200 mM de NaCl desciende significativamente a los 3 dias en plantas con 2 mM
de NO; yalos 6 dias con 8 mM de NO . Al final del experimento se obtienen,
con 2 mM de NO7; inhibiciones del 57% para 50 y 100 mM y 80% para 200 mM
NaCl y, con 8 mM de NO7 inhibiciones del 42 y 76% para 100 y 200 mM de

NaCl, respectivamente.

8.3. Actividades enziméticas de la fraccion vegetal de los ndédulos

Las actividades del ciclo de la glutamato sintasa de nédulos de plantas
control presentaron valores significativamente inferiores con 8 mM que con 2
mM de NO; (Fig. 8.5). Con 50 mM de NaCl, tras 3 dias de tratamiento salino, la
actividad GS experimentd un estimulo del 4 y 6% para 2 y 8 mM de NO3; ,
respectivamente. A los 6 dias, esta actividad empieza a inhibirse y al final del
cultivo se obtienen inhibiciones del 20 y 13% para 2 y 8§ mM de NO3;
respectivamente. Con 100 y 200 mM de NaCl, la GS se inhibid
significativamente a partir de los 6 dias con 2 mM de NO'; y a partir de los 3 dias
con 8§ mM de NO; . En ambos niveles de NO3 , 50 y 100 mM afectan en la
misma medida la actividad; sin embargo, 200 mM inhibe un 25% en los dos

niveles de NO; .

La actividad NADH-GOGAT de nddulos de plantas crecidas con 50 mM
de NaCl (Fig. 8.6), al igual que la GS, experiment6 un estimulo del 19 y 6% para
2y 8 mM de NO73 respectivamente; este estimulo fue mayor con 2 mM que con
8 mM de NO7; ; posteriormente, la actividad empieza a disminuir, inhibiéndose el
6% para ambos niveles de NO en la tltima recogida. Con 100 mM de NaCl,
experimenté un estimulo del 8% con niveles elevados de NO7; al final del
periodo de tratamiento salino se inhibid un 23 y 34% con 2 y 8 mM de NO3

respectivamente. Con 200 mM de NaCl, desde el primer momento se inhibié en
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los dos niveles de NO; , hasta alcanzar inhibiciones del 59% con 2 mM y del 49

% con 8 mM de NO7; .
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Figura 8.5. Actividad GS, expresada en umol yGH - (g PF)'1 -h”, de nodulos de plantas
de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 mM
(A) y 8 mM (B) de NO'; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl, 0 (), 50
((9)), 100 (©) y 200 (A) mM. MDS (0.05) = 6.84
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Figura 8.6. Actividlad NADH-GOGAT, expresada en pmol NADH,, - (g PF)" - h”, de
nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
fertilizadas con 2 mM (A) y 8 mM (B) de NO73 y tratadas con diferentes
concentraciones de NaCl, 0 (££), 50 (), 100 (©) y 200 (Zx) mM. MDS (0.05) =2.47

Los valores de actividad NADH-GDH (Fig. 8.7), fueron menores en el
control con 8 mM de NO3 . Con 2 mM de NO3, el comportamiento de esta
enzima es semejante en plantas con 50 y 100 mM de NaCl, observandose un
aumento significativo de actividad a los 3 dias de tratamiento e inhibiendose, a

continuacion, hasta el final del experimento (4%); sin embargo, con 200 mM de
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NaCl, se detecta inhibicion desde el inicio, llegando a una inhibicion final del
27%. Con 8 mM de NO7 , el efecto de la sal fue semejante; 50 mM de NaCl,
estimul6 esta actividad a los 3 dias de tratamiento y disminuy6 rapidamente hasta
el final del cultivo (8%). Con 100 mM se alcanzé la misma inhibicion final. Con
200 mM de NaCl, la inhibicion se detecta desde el primer momento y llega a ser

del 15% en la Gltima recogida.

La cantidad de proteina soluble no vari6 en el control con ambos niveles de
nitrato ensayados (Tab. 8.4). Con 50 mM de NaCl, se detecta una inhibicién
significativa a los 6 dias en los dos niveles de NO3 . Con 100 y 200 mM, la caida
de actividad se aprecia desde los 3 dias de tratamiento. En la tltima recogida, con
2 mM de NO7; se obtienen inhibiciones del 11, 14y 18% para 50, 100 y 200 mM
de NaCl respectivamente y, con 8 mM de NO3 del 5% con 50 y 100 mM y del
10% con 200 mM de NacCl.

Tabla 8.4. Contenido en proteina soluble de nddulos de plantas de V. faba inoculadas
con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con 2 y 8 mM de NO'3 y tratadas
con diferentes concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion de NO3 Concentracién de NaCl (mM)

0 50 100 200

0 2 13.25

8 13.14
3 2 13.25 13.18 12.39 12.70
8 13.60 13.42 12.41 12.85
6 2 13.15 12.98 12.40 12.08
8 13.34 12.68 12.13 12.27
9 2 13.68 11.84 11.71 11.10
8 13.03 12.76 12.35 12.36
12 2 13.05 11.61 11.26 10.67
8 13.16 12.52 12.53 11.85

MDS (0.05) 0.50
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Figura 8.7. Actividad NADH-GDH, expresado en pmol NADH, - (g PF)" -h”, de
nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
fertilizadas con 2 mM (A) y 8mM (B) de NO3 y tratadas con diferentes
concentraciones de NaCl, 0 (), 50 ((9)), 100 (8) y 200 (A) mM. MDS (0.05) =1.31

En todas las actividades enzimaticas, expresadas por mg proteina (Tabs
8.5, 8.6 y 8.7), se alcanzan valores inferiores en las plantas con 8§ mM de NO%.

Se puede observar que a los 3 dias de tratamiento con 50 y 100 mM de NaCl,
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experimentan un incremento en ambos niveles de NO3. En las sucesivas
determinaciones estas actividades se inhibieron respecto del control; cabe
destacar, que las inhibiciones fueron mas acentuadas en plantas con 8 mM de
NO. Entre las actividades del ciclo de la GOGAT, resultdé mas sensible a la sal

la NADH-GOGAT que practicamente duplico su inhibicion con respecto a la GS.

Tabla 8.5. Actividad GS, expresada en pmol yGH- (min)' - (mg proteina)’, de
nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum,
fertilizadas con 2 y 8 mM de NO'; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion de Concentracién de NaCl (mM)
NO7
0 50 100 200
0 2 0.379 - - -
8 0.359 - - -
3 2 0.373 0.388 0.403 0.393
8 0.348 0.374 0.362 0.343
6 2 0.376 0.378 0.358 0.367
8 0.345 0.345 0.367 0.345
9 2 0.378 0.375 0.352 0.351
8 0.359 0.337 0.354 0.305
12 2 0.395 0.356 0.342 0.341
8 0.351 0.321 0.327 0.276

El contenido en prolina soluble de la fraccion citosdlica de los nddulos
(Tab. 8.8), mostr6 valores superiores en las plantas fertilizadas con 8 mM de
NO3 y en todos los niveles de NaCl ensayados; en los controles, se detectaron
valores 3 veces superiores tras 36 dias de cultivo. Las plantas con 2 mM NO3,
aumentaron sus niveles de prolina cuando crecieron en presencia de NaCl; a los 3

dias de tratamiento, el incremento se hace significativo s6lo con 200 mM de
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NaCl, a los 6 dias para 100 mM y a los 9 dias con 50 mM. En la Gltima recogida,
los niveles son 2 veces superiores al control con 50 mM, 15 veces con 100 mM y
17 veces con 200 mM de NaCl. Las plantas con 8 mM de NO';, mostraron
incrementos significativos desde los 3 dias de tratamiento con NaCl, con el
tiempo incrementaron los valores hasta 7 veces con 50 mM, 11 veces con 100

mM y 13 veces con 200 mM de NaCl.

Tabla 8.6. Actividlad NADH-GOGAT, expresada en pmol NADH,y - (min)" - (mg
proteina)”, de nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de
R. leguminosarum, fertilizadas con 2 y 8 mM de NO; y tratadas con diferentes
concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion Concentracion de NaCl (mM)
de NO73

0 50 100 200

0 2 0.163 - - -

8 0.161 - - -
3 2 0.165 0.198 0.190 0.146
8 0.147 0.155 0.152 0.139
6 2 0.172 0.173 0.145 0.109
8 0.150 0.126 0.129 0.122
9 2 0.159 0.156 0.165 0.100
8 0.144 0.117 0.119 0.119
12 2 0.143 0.151 0.128 0.071
8 0.123 0.121 0.085 0.069
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Tabla 8.7. Actividlad NADH-GDH, expresada en pmol NADH,, - (min)" - (mg
proteina)”, de nodulos de plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de
R. leguminosarum, fertilizadas con 2 y 8 mM de NO; y tratadas con diferentes
concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion de Concentracion de NaCl (mM)
NO7
0 50 100 200
0 2 0.041 - - -
8 0.034 - - -
3 2 0.040 0.041 0.046 0.039
8 0.036 0.044 0.038 0.037
6 2 0.039 0.044 0.040 0.038
8 0.039 0.035 0.036 0.034
9 2 0.037 0.039 0.042 0.036
8 0.035 0.034 0.032 0.031
12 2 0.039 0.042 0.043 0.035
8 0.032 0.031 0.031 0.030
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Tabla 8.8. Contenido en prolina soluble, expresada en pmol - (g PF)”, de nodulos de
plantas de V. faba inoculadas con la cepa GRA19 de R. leguminosarum, fertilizadas con

2y 8 mM de NO; y tratadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Dias Concentracion Concentracion de NaCl (mM)
de NO73
0 50 100 200
3 2 0.162 0.171 0.170 0.311
8 0.399 0.478 0.630 0.835
6 2 0.156 0.187 0.660 1.440
8 0.521 0.956 1.491 2.165
9 2 0.175 0.231 2.325 3.090
8 0.558 1.031 2.305 5.121
12 2 0.183 0.252 2.692 3.091
8 0.554 4310 6.303 8.033
MDS 0.252
(0.05)
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CARACTERIZACION DE LA
NADH-GLUTAMATO SINTASA DE
NODULOS DE Vicia faba

9. PURIFICACION PARCIAL Y CARACTERIZACION DE LA
NADH-GOGAT DE LA FRACCION VEGETAL DE NODULOS DE
V. faba

9.1. Purificacién parcial de la NADH-GOGAT de nddulos de V. faba

Utilizando procesos cromatograficos de intercambio i6nico y filtracion en
gel, se ha conseguido purificar 74 veces la NADH-GOGAT de la fraccion
citosolica de nodulos de V. faba, obteniéndose una actividad especifica final de 3
pmol - (min)'l - (mg de proteina)'] y un rendimiento del 32% (Tab. 9.1). Es
importante destacar, que al final del proceso de purificacion se obtiene baja
cantidad de proteina, 234 veces menor que la inicial, como consecuencia de la

labilidad de la enzima estudiada la purificacion fue s6lo de 74 veces.
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Tabla 9.1. Purificacion parcial de la NADH-GOGAT de la fraccion vegetal de nodulos
de V. faba inoculada con la cepa GRA19 de R. leguminosarum. La tabla es media de 6
experimentos

) ] o Actividad ] ] o
Etapa de purificacion  Actividad total Proteina total Purificacion Rendimiento
especifica

unidades * mg

unidades mg veces %

protel’na']
Extracto crudo 25.01 694.93 0.036 1.0 100
(NH4)2804 2295 249.24 0.092 2.6 92
DEAE-sephacel 15.65 7.87 1.989 55.2 63
Sephacril S-300 7.91 297 2.660 74.0 32

Una vez obtenido el extracto crudo, se procedid a concentrar la proteina
mediante precipitacion con (NH4);SOs. Al tratarse de una precipitacion
fraccionada se elimind una gran cantidad de proteina sin que apenas se afectase la
actividad NADH-GOGAT total, que se recuperd entre el 30 y 60% de saturacion,

consiguiéndose de esta forma una actividad especifica 2.6 veces superior.

La disolucion concentrada de proteinas se eluyd por una columna de
DEAE-sephacel. En el perfil de elucion (Fig. 9.1) se puede observar que el pico
de mayor actividad eluye a 0.24 M de KCl. Entre las fracciones con actividad se
seleccionaron aquellas que tenian menos proteina total, desde la 54 hasta la 65 y

se obtuvo un rendimiento del 63%.
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Figura 9.1. Perfil de elucion de la actividad NADH-GOGAT, en gradiente de KCI (0.1-
0.4 M), a través de una columna de DEAE-sephacel.

El concentrado del DEAE-sephacel se pas6 por una columna de Sephacril
S-300. Segtn el perfil de elucion (Fig. 9.2), el pico de actividad aparece
desplazado respecto al pico de proteina, de esta forma se elimind gran cantidad
de proteinas de elevado peso molecular que podrian interferir en la obtencion de
una banda de NADH-GOGAT separada del resto de la proteina en geles de

poliacrilamida.

En la figura 9.3, se presenta la electroforesis en SDS de las etapas de
purificacion. Se observa claramente como la primera banda corresponde a la
NADH-GOGAT vy se encuentra totalmente separada del resto de las proteinas y

por tanto, utilizada para la obtencion de anticuerpos.
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Figura 9.2. Perfil de elucion de la actividad NADH-GOGAT cuando pasa por una
columna de Sephacril S-300.

Figura 9.3. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida de las distintas
etapas de purificacion; (1) extracto crudo, 23 pg de proteina; (2) (NH4)>SO4, 25 ug de
proteina; (3) DEAE-sephacell, 25 ug de proteina; (4) Sephacril S-300, 9.3 ug de
proteina; (5) marcadores del peso molecular: miosina (205 kD), B-galactosidasa
(116 kD), fosforilasa b (97.4 kD), seroalbtimina (66 kD) y ovoalbimina (45 kD).
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9.2. Determinacion de posibles isoformas de la NADH-GOGAT

La elucion por DEAE-sephacel (Fig. 9.1) cuestiond la posible existencia de
dos isoenzimas de la NADH-GOGAT en nodulos de V. faba. El concentrado de
proteinas obtenido por precipitacion fraccionada con sulfato amoénico, se sometid
a dos cromatografias de intercambio i6nico consecutivas en geles de DEAE-
sepharosa y Q-sepharosa (Figs 9.4 y 9.5). En ambas eluciones se obtuvo un solo
pico de actividad NADH-GOGAT, actividad que eluyé a 0.24 M de KCl en la
DEAE-sepharosa y a 0.36 M de KCl en la Q-sepharosa.

0.4 - 400
- KCI
=&~ NADH-GOGAT 1380
0.3
1300
(=3
© =
%] 13
§ 0.2 1280 =
< g
3 =
<1200
0.1F
1160
0 100
o] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
N* fraccién

Figura 9.4. Perfil de elucion de la actividad NADH-GOGAT, con gradiente de KCl
(0.1-0.4 M), a través de una columna de DEAE-sepharosa.
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Figura 9.5. Perfil de elucion de la actividad NADH-GOGAT, con gradiente de KCl
(0.1-1 M), a través de una columna de Q-sepharosa.

9.3. Determinacion del peso molecular de la NADH-GOGAT

Segin la electroforesis desnaturalizante en SDS-poliacrilamida de la
preparacion parcialmente purificada de NADH-GOGAT, se comprobd que la
enzima migra como una banda mayoritaria de proteina de peso molecular
estimado de aproximadamente 195+2 kD, segun la recta de calibrado construida

con los datos de movilidad electroforética de los marcadores (Fig. 9.6).

El peso molecular nativo de la NADH-GOGAT se determind por
cromatografia de exclusion molecular y por electroforesis nativa en gradiente de
poliacrilamida. Mediante filtracion en Sephacril S-300, el peso molecular resulto
en torno a 222+*5 kD (Fig. 9.7). Al utilizar la electroforesis en gradiente de
poliacrilamida mediante tinciones de actividad, la estimacion del peso molecular

fue algo mayor, 236+3 kD (Fig. 9.8).
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Figura 9.6. Determinacion del peso molecular de la subunidad de la NADH-GOGAT
mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con SDS. Marcadores:
miosina (205 kD), 5-galactosidasa (116 kD), fosforilasa b (97.4 kD), seroalbumina (66
kD) y ovoalbtmina (45 kD).
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Figura 9.7. Determinacion del peso molecular nativo de la NADH-GOGAT mediante
filtracién en Sephacril S-300. Marcadores: tiroglobulina (669 kD), apoferritina (443
kD), p-amilasa (200 kD), alcohol deshidrogenasa (150 kD), seroalbimina bovina (66
kD) y anhidrasa carbénica (29 kD).

184



Resultados
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Figura 9.8. Electroforesis nativa de la NADH-GOGAT de nodulos de V. faba en
gradiente de poliacrilamida (4.5-10%). A. (1) extracto crudo (11,4 ug de proteina),
tincion por Coomassie; (2) preparacion parcialmente purificada (25 ug de proteina),
tincidon positiva por actividad; (3) marcadores del peso molecular: tiroglobulina (669
kD), ferritina (440 kD), catalasa (232 kD), lactato deshidrogenasa (140 kD) y albimina
bovina (67 kD). B. Tincién negativa por actividad de un extracto crudo (100 pg de

proteina/pocillo).
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10. ESTUDIO REALIZADO CON SUERO ANTI-GOGAT

La especificidad de los anticuerpos frente a la NADH-GOGAT de nodulos
de V. faba se comprobd por "western blot" de extractos crudos de nddulos
sometidos a SDS-PAGE, en el que se aprecia una Unica banda (Fig. 10.1)
correspondiente a un peso molecular de 195 kD, siendo coincidente con el
calculado para la preparacion parcialmente purificada de la NADH-GOGAT. Se

utilizo suero inmune en dilucion 1:100 con PBS.

PE——— S W—— gy 195 KD

Figura 10.1. "Western blot" de la preparacion parcialmente purificada de
NADH-GOGAT de nodulos de V. faba: (1) y (2) 5 pg de proteina; (3) 9 pg de proteina.

La curva de inmunotitulacion de la actividad NADH-GOGAT (Fig. 10.2
B), se realizd con extractos crudos, con una actividad de 68 pmol NADHox - (g
PF)'] - h”,alos que se adicion6 suero inmune y Proteina A-sepharosa. Con 20 pl
de suero se produce una pérdida de actividad del 60% y con 40 pl precipita

totalmente. La electroforesis de los inmunoprecipitados y posterior "western blot"
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con suero anti-GOGAT (Fig. 10.2 A) muestra un incremento de la banda
correspondiente a 195 kD conforme aumenta el volumen de suero inmune

adicionado.

- 195 KD

Actividad NADH-GOGAT (%)

Antisuero (ul)

Figura 10.2. Inmunotitulacion de la NADH-GOGAT de nodulos de V. faba.
A. "Western blot" de los inmunocomplejos. B. Curva de la inmunotitulacion de la
actividad NADH-GOGAT.

La presencia de un polipéptido semejante a la NADH-GOGAT de nodulos
de V. faba en otros 6rganos de la planta, como en raiz y hoja y en bacteroides, se
comprobd por "western blot" de extractos crudos de cada uno de ellos sometidos
a SDS-PAGE. El revelado de las membranas no mostrd reconocimiento en hoja y

bacteroide, pero si aparecié una pequena banda en raiz (Fig. 10.3).
Tras la deteccion de la NADH-GOGAT de V. faba principalemente en

nddulos, se ensayaron los anticuerpos frente a extractos crudos de nddulos de

otras leguminosas como Vicia sativa, Medicago sativa, Glycine max y Pisum
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sativum. En todas las especies hubo reconocimiento. En nodulos de Vicia sativa

no se detecto actividad, siendo la banda de reconocimiento muy tenue.

Figura 10.3. "Western blot" de proteinas solubles de V. faba: (1) raiz; (2) nddulos
efectivos; (3) bacteroides y (4) hojas, revelado con suero anti-GOGAT de nodulos de V.
faba. Se utilizaron 25 ng de proteina en cada carril.
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195 KD »

Figura 10.4. "Western blot" de proteinas solubles de nodulos de: (1) Vicia faba; (2)
Vicia sativa; (3) Medicago sativa; (4) Glycine max y (5) Pisum sativum, revelado con
suero anti-GOGAT de nddulos de V. faba. La actividad NADH-GOGAT fue de 50, 0,
78,46y 74 umol - (g PF)'1 - b, respectivamente. En cada carril se cargaron 35 pg de
proteina.

Extractos crudos de nddulos de distintos genotipos de V. faba sometidos a
SDS-PAGE, se ensayaron por "western blot" frente a los anticuerpos anti-
GOGAT (Fig. 10.5); en todos ellos hubo reconocimiento, aunque la intensidad

de tincion no se correspondi6 con la actividad NADH-GOGAT detectada.
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Figura 10.5. "Western blot" de proteinas solubles de nddulos distintos genotipos de V.
faba: (1) cv. Alborea; (2) VF51; (3) VF61; (4) VF52; (5) VF60; (6) VF184 y (7) VF6
(60, 6, 54, 17, 47, 50 y 65 pmol - NADH - (g PF)'1 - b, respectivamente) revelado
con suero anti-GOGAT de noédulos de V. faba.
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Efecto del NaCl sobre el crecimiento de R. leguminosarum

biovar. vicieae

Al estudiar el efecto de la salinidad en la simbiosis V. faba-
R. leguminosarum, es interesante considerar la tolerancia del microsimbionte en
vida libre, puesto que la inhibicion de la nodulacion en leguminosas bajo estrés
salino, puede deberse en gran parte, a la incapacidad de Rhizobium para

sobrevivir en el medio (Singleton y Bohlool, 1984; Zahrah y Sprent, 1986).

La tolerancia a la salinidad se ha descrito en distintas cepas de Rhizobium
(Botsford, 1984; Mohammad et al., 1991) y Bradyrhizobium (Velagaleti y
Marsh, 1989). Las cepas de R. leguminosarum biovar. viceae ensayadas en este
trabajo (Fig. 1.1), mostraron gran variabilidad en su respuesta al estrés salino,
esto seria consecuencia de su variacion genética (Mohammad et al., 1991) que es
consistente con la existencia de una informacion primaria (Filippova, 1959).
Entre las cepas de R. leguminosarum biovar. viceae crecidas con 75 mM de
NaCl, destacan tres cepas de crecimiento rapido (Fig. 1.1), GRI32, GRA19 y
GRLS, con bajos porcentajes de inhibicion en D.O. (Tab. 1.1) y que permiten

considerarlas como tolerantes (Velagaleti et al., 1989; Mohammad et al., 1991).

Niveles de 50 mM de NaCl modifican la viabilidad celular de R.
leguminosarum GRA19, sin que cambie la turbidez del cultivo (Fig. 2.1), al igual
que ocurre con cepas de R. meliloti crecidas con NaCl (Mohammad et al., 1991).
Las concentraciones superiores condicionaron un retraso de la entrada a fase
logaritmica en funcion de la viabilidad celular. Esta respuesta ha sido descrita por
Graig et al. (1991) en cepas de Rhizobium que infectan a acacias. El crecimiento
de la cepa GRA19 a dosis de NaCl elevadas (100 mM) confirma la tolerancia y
resistencia de Rhizobium en vida libre. Lauter et al. (1981) encontraron cepas de

Rhizobium que infectan a garbanzo, capaces de crecer con 250 mM de NaCl, Hua
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et al. (1982) hayaron rhizobios que sobreviven con 500 mM y Kassem et al.

(1985) describen 3 cepas de R. meliloti que crecen con 600 mM de NaCl.

Con 75 y 100 mM (Fig. 2B), no se detecta efecto del NaCl en la primera
generacion, contintia un periodo de inhibicion méaxima seguido de un aumento
del crecimiento, constituyendo de esta forma una inhibicion trifasica dependiente
de la concentracion de NaCl, como se ha descrito para cepas de R. japonicum

cuando crecen con factores inhibidores del crecimiento (Jones et al., 1985).

Caracterizacion del ciclo de la glutamato sintasa en nodulos de
V. faba

Las leguminosas requieren la utilizacion complementaria de N> atmosférico
y nitrégeno combinado del suelo para conseguir el maximo crecimiento (Streeter,
1988), asi la aplicacion de bajos niveles de nitrogeno combinado suplementa la
fijacion de Ny, obteniendose una mejor expresion de la capacidad de crecimiento
y de la productividad de la planta (Eaglesham et al., 1983). En estas condiciones
de nutricion nitrogenada (2 mM de NO73) se ha estudiado la evolucion del
metabolismo simbidtico durante la ontogenia de la planta y a lo largo del

fotoperiodo.

En estudios similares llevados a cabo con otras leguminosas (Buttery y
Gibson, 1990), el contenido en nitrogeno y el peso seco de la planta presentd
coeficientes de correlacion elevados con la masa nodular y la ARA por planta. En
este trabajo se evidencian resultados semejantes con V. faba cv. Alborea (Tab.
3.1). Es interesante resaltar la evolucion paralela que siguen el peso seco total y el
contenido en nitrogeno (Fig. 3.1). El nivel de nitrégeno combinado presente en el

medio de crecimiento es bajo, por lo que la mayor parte del nitrogeno que
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incorpora la planta procede de la fijacion simbidtica como se ha puesto de

manifiesto en otros trabajos (Hervas et al., 1991).

El estudio de la capacidad fijadora de N> en la simbiosis, medida por ARA,
mostrd un pico de actividad 16 dias después de la inoculacion; este pico de
actividad se ha detectado en distintos momentos del desarrollo de la planta en
otras leguminosas como soja (Graham y Rosas, 1977), judia (Franco et al., 1979)
y alfalfa (Ligero et al., 1986). La masa nodular y la ARA por planta, se
estabilizan a inicio de floracion (40 dias), manteniendose estable hasta inicio de
fructificacion. Igual se ha demostrado en otros genotipos de V. faba (Dean y
Clark, 1980). Sin embargo, en trebol (Vessey y Patriquin, 1984), alfalfa (Wery,
1986) y guisante (Bethlenfalvay et al., 1978; LaRue y Kurtz, 1973), la ARA por

planta disminuye después del inicio de la floracion.

La canalizacion de los electrones por la nitrogenasa hacia la reduccion de
N2 6 H' viene determinada por la eficiencia relativa (Evans et al., 1981; Simpson
y Burris, 1984), con valores maximos cercanos a 0.75. En V. faba cv. Alborea,
nodulada con R. leguminosarum GRA19, los valores se mueven en torno a 0.85,
por lo que no se descarta la presencia de una hidrogenasa como se ha descrito
para otras cepas de R. leguminosarum biovar. vicieae (Truestsen y Wyndade,
1984), R. meliloti (Ruiz-Argiieso et al., 1979), Bradyrhizobium japonicum
(Evans et al., 1981; Brewin, 1984; Evans et al., 1987) y Azorhizobium

caulinodans (Stam et al., 1984).

El amonio, primer producto estable de la fijacion de N> en bacteroides
(Bergersen y Turner, 1967), se excreta al citosol del ndédulo donde es asimilado
en compuestos organicos (Givan, 1979; Rawsthorne et al.,1980; Miflin y Lea,
1982). La via principal de asimilacion la constituye el ciclo de la glutamto sintasa

(Lea et al., 1990). Las enzimas GS y NADH-GOGAT, siguen pautas de
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comportamiento muy parecidas que se manifiestan por una correlacion positiva y
significativa entre ellas (0.866) (Tab. 3.1). Alcanzan el maximo inmediatamente
después del pico de ARA especifica y se mantienen estables hasta la aparicion de
los botones florales, coincidiendo con el méximo valor de ARA por planta,
después la GS cae suavemente y la NADH-GOGAT Ilo hace de forma brusca. En
estudios realizados con nodulos de alfalfa (Egli et al., 1989) las enzimas del ciclo
de la glutamato sintasa mostraron un comportamiento similar al mencionado con
V. faba, las actividades maximas se alcanzan tras ¢l disparo de la ARA especifica

y el descenso de la NADH-GOGAT es mas acentuado que el de la GS.

La actividad GS no se correlaciona con el crecimiento y la cantidad de
nitrégeno fijado, se podria pensar que se encuentra en exceso para asimilar todo
el amonio que los nddulos son capaces de producir (Groat et al., 1984). No
obstante, resultados recientes obtenidos con otros genotipos y otras cepas de R.
leguminosarum (Caba et al., 1993) indican que esto puede depender del genotipo
de la planta y la cepa de Rhizobium. Sin embargo, en Phaseolus vulgaris, se ha
sugerido que la GS puede constituir un paso limitante en la fijacion de nitrogeno
(Pacovsky y Fuller, 1991). De hecho, V. faba cv. Alborea muestra un patron de
expresion paralelo al de la fijacion de nitrogeno como describen otros autores
(Lara et al., 1984; Egli et al., 1989). En algunas leguminosas ambas enzimas se

han descrito como nodulinas (Verma et al., 1986; Cullimore y Bennet, 1988).

La actividad NADH-GDH, increment6 ligeramente con el desarrollo del
nodulo, sus valores iniciales solo se duplicaron, mientras que las actividades GS
y NADH-GOGAT aumentaron unas 90 veces. Sobre la base de proteina soluble,
la actividad NADH-GDH disminuye en el desarrollo del nodulo, se puede pensar
que esta enzima no se asocia a la fijacion de nitrogeno. Estos resultados son
similares a los obtenidos con otros genotipos de V. faba (Caba et al. 1992). Groat

y Vance (1981), observaron que en Medicago sativa, la actividlad NADH-GDH
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tampoco se asocia con la fijacion de nitrégeno y estda mas relacionada con

procesos de senescencia del nodulo.

La proteina soluble del nédulo mostré un perfil de evolucion semejante al
de las enzimas de la asimilacién del amonio y similar al descrito para nodulos de

alfalfa (Egli et al., 1989).

En diversas simbiosis de leguminosas de zonas tropicales, se han
observado pronunciadas fluctuaciones diurnas en la actividad nitrogenasa medida
como ARA (Minchin y Pate, 1974; Rainbird et al., 1983). Estas fluctuaciones
también se han descrito por Roskoski y van Kessel (1985). Estos autores indican
que se muestra un pico de ARA a mitad del fotoperiodo. En el estudio de la ARA
en nodulos de V. faba cv. Alborea durante 48 h, se detectd un pico de actividad
entre las 4 y 7 h de luz y rapidamente decae hasta llegar a valores minimos en
oscuridad. Sin embargo, en soja, la ARA se mantiene constante las 24 h del dia
(Patterson y LaRue, 1983). En especies tropicales y subtropicales, tampoco se
detecta pico de ARA, sino que incrementa a lo largo del periodo de luz (Sellstedt

et al. (1989).

La enzimas del ciclo de la glutamato sintasa muestran un comportamiento
ritmico con independencia de la alternancia de los ciclos luz-oscuridad,
observandose maximos y minimos de actividad tanto en el fotoperiodo como en
el nictiperiodo, si bien las oscilaciones entre valores méximos y minimos fueron
mayores para la NADH-GOGAT. Fernandez-Conde et al. (1992) en un estudio
realizado con hojas de girasol describen, un comportamiento ritmico de la Fd-
GOGAT no controlado por las condiciones ambientales luz-oscuridad que
atribuyen a un reloj bioldgico de mecanismo poco conocido y, una evolucion de
la GS totalmente dependiente de las luz, con valores méaximos durante el

fotoperiodo y con valores minimos durante el nictiperiodo. Es interesante
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destacar que se ha descrito una ritmicidad distinta de la misma enzima en parte
aérea y en raiz (Rufty et al. 1992), ademas no se puede olvidar que el nddulo es
un 6rgano que posee enzimas (nodulinas) que no se expresan en la planta; por
tanto la GS puede mostrar un comportamiento distinto a los descritos en otros

Organos.

Efecto del estrés salino en la simbiosis de V. faba

La fase de la ontogenia en que las plantas se someten a estrés salino puede
ser determinante en las consecuencias observadas en la simbiosis de V. faba.
Durante el crecimiento y desarrollo de plantas de V. faba cv. Alborea, se detectan
dos etapas de crecimiento activo (Fig. 3.1), una durante el crecimiento vegetativo

y otra en el reproductor.

Cuando las plantas crecen en presencia de NaCl desde el inicio, la
inhibicion del peso seco se detecta en las etapas de crecimiento activo. Dosis
elevadas de sal (75 y 100 mM de NaCl) manifiestan sus efectos durante el
crecimiento vegetativo mientras que dosis menores (50 mM) afectan durante el
crecimiento reproductor. Sin embargo, cuando el NaCl se aplica al final de la
primera etapa de crecimiento activo, los efectos sobre el crecimiento se observan

en la mitad de tiempo (Fig. 6.1).

Esta inhibicion del crecimiento, es mas acentuada en la parte aérea que en
el sistema radical. En estudios realizados por Wignarajah (1990) con Phaseolus
vulgaris, se obtienen respuestas similares que explica por la hipdtesis del
"equilibrio funcional" (Brouwer, 1963), segiin la cual, la inhibiciéon de la
actividad fisiologica de las hojas en las plantas crecidas bajo estrés salino y el

incremento en los requerimientos de la raiz para buscar el agua y minerales que
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necesita la planta, daria lugar a un desplazamiento de los nutrientes hacia la raiz.
Esta hipoétesis se sustenta en V. faba cv. Alborea, al observar las caracteristicas
morfoldgicas de las plantas crecidas en estrés salino, con hojas pequeiias con

necrosis y tallos con entrenudos cortos (Fig. 5.2).

Sin embargo, el incremento en la relacion R/PA no es extensible a todos
los genotipos (Tab. 7.1) de V. faba. En trabajos llevados a cabo por Seeman y
Critchley (1985) en Phaseolus vulgaris obtienen incrementos del 50% en plantas
crecidas con 75 mM de NaCl. En oposicion a esto, Elsheikh y Wood (1990)
detectaron que la sal afecta mas al crecimiento de la raiz que al de la parte aérea

en Cicer arietinum.

El aumento de la concentracion de sal condiciona la disminucion del
contenido en nitrogeno organico reducido en V. faba, al igual que se ha descrito
para algodon y cacahuete (Leidi et al., 1992). Las plantas crecidas con sal desde
el inicio, presentaron una disminucion mayor que la detectada en el crecimiento.
Sin embargo, en las que se someten al estrés en crecimiento avanzado se observa
que la disminucién del contenido en nitrogeno es menor que la encontrada en el
crecimiento, como ocurre en soja (Wahab y Zahram, 1981). En estudios
realizados por otros autores (Bernstein y Ogata, 1966; Singleton, 1983; Weil y

Khalil, 1986) no detectan reduccion del contenido en nitrogeno.

El nimero de nodulos se encuentra totalmente establecido en plantas de 28
dias, con valores que no varian en sucesivas recogidas. Sin embargo, en
experimentos realizados con Cicer arietinum (Elsheikh y Wood, 1990), el
namero de nodulos incrementd con el tiempo. En las plantas de V. faba cv.
Alborea que crecen desde el inicio en presencia de NaCl, el nimero de nddulos
se inhibi6 con el aumento de sal en el medio llegando a una disminucion del 52%

con 100 mM de NaCl. En estudios realizados por Zahran y Sprent (1986) con
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V. faba, la nodulacion se inhibié un 50% con 100 mM de NaCl. Esta inhibicion
es menor que la encontrada para soja, que se inhibe un 80% con 80 mM de NaCl

(Singleton y Bohlool, 1984).

Generalmente Rhizobium es mas resistente a la salinidad que sus plantas
hospedadoras (Sprent, 1984), hecho que también se pone de manifiesto en este
trabajo. Al comparar el efecto de la sal en ¢l crecimiento de R. leguminosarum
GRA19 y la nodulacion, se comprueba que el nimero de células viables se inhibe
un 30% menos que el nimero de nodulos. A esa mayor inhibicién de la
nodulacion puede contribuir una reduccion en el numero de pelos radicales y/o en
el encurvamiento de estos asi como en la plasmolisis observada en células de la

rizodermis (Zharan y Sprent, 1986).

El efecto negativo que el estrés salino ejerce en la masa nodular s6lo se
manifestd en las plantas tratadas con sal desde el inicio del cultivo (Figs 5.4 y
6.2). La disminucion de la masa nodular es menor que la del nimero de nodulos,
resultados que difieren de los encontrados por otros autores (Elsheikh y Wood,
1990). De hecho, plantas de V. faba con concentraciones elevadas de NaCl desde
el inicio, presentaban nddulos de tamafio desproporcionado y blanquecinos (Fig.
7.3) como consecuencia de la disminucion del contenido en leghemoglobina
(Garrido, 1992). Noédulos de caracteristicas parecidas han sido descritos por

Yousef'y Sprent (1983) en V. faba.

La inhibicion de la actividad nitrogenasa especifica en medios salinos se ha
estudiado en Glycine max (Weil y Khalil, 1986) y Vigna radiata (Hafeez et al.,
1988). La ARA especifica de plantas de V. faba se inhibi6 en todas las
concentraciones de NaCl ensayadas, con efectos inmediatos tras su aplicacion
(Fig. 6.4). La inhibicion puede haber sido causada de forma directa o indirecta a

través de un efecto del NaCl sobre el crecimiento y metabolismo de la planta. En
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Vigna radiata resultd mas afectado el crecimiento de los nddulos que la actividad
nitrogenasa especifica en plantas que se someten al NaCl después de la
nodulacion (Hafeez et al., 1987), al contrario de lo que se ha detectado en este

trabajo con V. faba.

En relacion con las enzimas del ciclo de la glutamato sintasa, la inhibicion
se intensificé con la concentracion de sal. En las plantas que crecen desde el
inicio con NaCl se inhibié mas la NADH-GOGAT que la GS (Tab. 5.3), mientras
que en aquellas que se someten a estrés en periodo avanzado de crecimiento,

ambas enzimas presentan inhibiciones semejantes (Figs 6.6 y 6.7).

La disminucidén en el contenido en proteina soluble es una respuesta tipica
al estrés salino, demostrada en leguminosas (Bourgeais-Choillou et al., 1992) y
en otras especies vegetales (Barnett y Naylor, 1966; Abdul-Kadir y Paulsen,
1982). La reduccion de proteina del nodulo fue mayor en plantas que crecen
desde el inicio con sal que en aquellas que se someten a estrés cuando los

nodulos estan perfectamente formados (Tabs 5.5 y 6.4).

La utilizacion de distintos genotipos de V. faba mostré que, no solamente
diferentes cultivos varian con respecto a su tolerancia a la sal sino que, también
dentro de la misma especie hay gran variedad de respuestas. El crecimiento (Fig.
7.1), nimero de nddulos (Fig. 7.4) y masa nodular (Fig. 7.5) de plantas en
presencia de 75 mM de NaCl, no se inhibi6 en los genotipos VF46, 64 y 112 de
V. faba, que por otra parte son los que presentan un crecimiento menor (Fig. 7.2).
El crecimiento de Phaseolus vulgaris se inhibe un 77% con 50 mM de NaCl y un
91% con 150 mM (Seeman y Critcheley, 1985). Las inhibiciones para el
crecimiento de los genotipos VF46, 64 y 112 fueron del 22, 18 y 33%
respectivamente. El algodon se considera como planta tolerante no halofita

(Greenway y Munns, 1980); con 50 mM de NaCl inhibe el crecimiento un 27% y
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con 250 mM un 58% (Brugnoli y Lauter, 1991). Si se comparan estas
inhibiciones con las observadas para las lineas VF46, VF64 y VF112, se pueden

considerar tolerantes al menos para 75 mM de NaCl.

En la linea VF112 de V. faba, la ARA especifica no se inhibe al igual que
han descrito Hafeez et al. (1988) en Vigna radiata. Con plantas de garbanzo,
Elsheik y Wood (1990) comprueban que la fijacion de nitrogeno en los nddulos
es mas sensible a la salinidad que el crecimiento de las plantas, tal como ocurre

en V. faba segun los resultados presentados en este trabajo (Fig. 7.7).

En la bibliografia se ha descrito la existencia de una correlacion entre la
inhibicién de la fijacion de nitrogeno y el contenido en leghemoglobina durante
situaciones de estrés (Guerin et al., 1990; Becana et al., 1986). De hecho, en
todos los genotipos ensayados, se aprecian con frecuencia variable, nddulos
blanquecinos con formas anormales (Fig. 7.3). En estas situaciones se produce
una reduccion sustancial de los niveles de proteina (Helal et al., 1979; Saad,
1979; Abdul-Kadir y Paulsen, 1982; Pessarakli et al., 1985; ), como se ha
observado en todos los genotipos ensayados. Esta disminucion puede deberse a
proteolisis (Mothes, 1956) o inhibicion de la sintesis (Kahane y Poljakoft-
Mayber, 1968).

También se ha estudiado el efecto de la sal en plantas de V. faba crecidas
con elevada fertilizacion nitrogenada (8 mM de NO'3). La presencia de niveles
elevados de NO;3 provoco que el crecimiento de la planta se estabilizara antes, al
igual que el contenido en nitrogeno reducido. El peso seco total con § mM de
NO7 disminuyd en concentraciones extremas de sal (200 mM de NaCl). Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Yousef'y Sprent (1983), Alston
y Graham (1982) y Lauter et al. (1981) quienes encontraron que el efecto de la

salinidad en el crecimiento de la planta fue mas pronunciado en plantas que
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dependen exclusivamente de la fijacion de nitrogeno que en plantas fertilizadas
con NO7 , sugiriendo que la salinidad afecta mas a la nodulacion y fijacion de

nitrégeno que a la planta huésped.

El efecto del NaCl sobre el crecimiento estara directamente relacionado
con la etapa de desarrollo de la planta y la respuesta de las plantas vy,
consecuentemente su tolerancia estara influenciada por el desarrollo
ontogenético. Esto es debido a que durante el crecimiento, hay un cambio

cualitativo y cuantitativo en la forma y funcion de los 6rganos (Maas, 1985).

La sal aplicada al inicio de la primera etapa de crecimiento activo (24 dias),
inhibe el crecimiento con la misma intensidad en todas las concentraciones
ensayadas; estos efectos son mas inmediatos que cuando el NaCl se adiciona al
final del crecimiento activo (28 dias). En estudios llevados a cabo por Yousef 'y
Sprent (1983) con V. faba fertilizada con nitrogeno combinado (NH4NO3), se
detectd una clara inhibicion cuando los cultivos en crecimiento avanzado, se

someten a concentraciones de 50 mM de NaCl.

Torres y Bingham (1973) sugieren que la deficiencia de NO; inducida por
el CI, a consecuencia del antagonismo entre iones, es responsable del retardo del
crecimiento en las plantas de trigo que se exponen a altos niveles de NaCl. Es
previsible que la adicion de NO; induzca un descenso del nivel de Cl en los
tejidos vegetales (Feigin et al., 1984). Silberbush y Lips (1988) y Martinez y
Cerda (1989) demostraron que el NO'; en solucion disminuye la acumulacion de
CI, pero no afecta el contenido en Na . Esto podria apoyar la escasa inhibicion
del crecimiento para concentraciones de 100 mM de NaCl en plantas de V. faba

crecidas con niveles elevados de nitrato.

En V. faba, ¢l desequilibrio en el crecimiento se detecta de forma inmediata
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con el incremento de la relacion R/PA, principalmente con niveles elevados de
sal. Este desequilibrio se presenta mas tardiamente en Cicer arietinum (Elsheikh
y Wood, 1990). En las plantas con fertilizacion nitrogenada alta, el incremento en
la relacion R/PA es menos acentuado. Esto se puede explicar por el antagonismo

entre 1ones mencionado con anterioridad.

Con dosis de NO3; mayores, la sal produce menor inhibicion en el
contenido en nitrogeno reducido en plantas de V. faba, datos que coinciden con
los estudios llevados a cabo por Yousef y Sprent (1983) con la misma

leguminosa fertilizada con NH4NO:s.

La fijacion de nitrogeno se modifica cuando a un medio salino se le
adiciona nitrégeno combinado (Pate y Dart, 1961). De hecho, la efectividad de la
nodulacion y la nitrogenasa estan negativamente correlacionada con la
concentracion de nitrogeno inorganico del suelo (Alston y Graham, 1982). Sin
embargo, la ausencia del efecto inhibidor del NO'; sobre la nodulacion final en V.
faba, se relaciona con una mayor tolerancia del proceso de fijacion al NO’s
respecto a otras leguminosas (Olson et al., 1989). Afirmacion que es compatible
con los resultados obtenidos en este trabajo para el cv. Alborea (Fig. 8.2). En
experimentos de campo con V. faba se ha descrito que estas plantas pueden

preferir el N, con una aparente tolerancia al nitrato (Hardanson et al., 1991).

La masa nodular y la efectividad de la misma es un método valido para
estimar la capacidad fijadora de N> en la simbiosis (Buttery y Dirks, 1987). El
estrés salino (100 y 200 mM de NaCl), junto con los niveles elevados de NO,
provocan una disminucion en la masa nodular, no detectada en plantas crecidas
con 2 mM de NO3; (Fig. 8.2). La ARA resultdo afectada en el control por
concentraciones elevadas de NO73 (33%) (Fig. 8.3) pero en presencia de NaCl

solo se afecto para concentraciones de 200 mM de NaCl.
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Es interesante destacar que en los 3 primeros dias de tratamiento salino
(solo en determinadas concentraciones de NaCl), se produce un incremento de
actividad de las enzimas implicadas en el metabolismo del amonio,
independientemente del nivel de nitrato en el medio. Este estimulo de actividad
puede deberse al acumulo de NH'4 y amidas inducida por el estrés (Hatata, 1982).
Ahora bien, la GS y NADH-GOGAT del nodulo resultaron afectadas por el NO';
(Figs 8.5, 8.6), como ya se ha puesto de manifiesto en otros trabajos (Caba et al.,

1992).

El efecto de la sal sobre la proteina soluble del nédulo, es menor cuando las
plantas crecen con altas concentraciones de nitrato. La sal altera el metabolismo a
través de la modificacion de diversas actividades enzimaticas (Dubey y Rani,
1987; 1989) y del metabolismo fotosintético del carbono (Hanson y Hitz, 1982;
Sing y Abrol, 1985; Gill, 1987; Singh et al., 1990; Brugnoli y Lauteri, 1991).

Las plantas en condiciones de estrés acumulan amonio, nitrato y
aminoacidos libres y reducen la sintesis de proteinas (Pessarakli et al., 1985).
Udovenko et al. (1970) afirma que en estrés salino disminuye la incorporacion en

aminoacidos en proteinas para V. faba y P. sativum.

En leguminosas el estrés salino de 50 a 200 mM de NaCl provoca un efecto
adverso en el crecimiento de los nodulos, en el desarrollo simbiotico y en la
capacidad fijadora de N> (Bekki et al., 1987; Zahran y Sprent, 1986), como se ha

demostrado en el presente trabajo realizado con V. faba.
La acumulacion de prolina en situaciones de estrés se ha observado en

numerosos organismos, bacterias, algas y plantas superiores (Aspinall y Paleg,

1981; Irigoyen et al., 1992). Se han detectado incrementos de 10 a 100 veces en
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tejidos foliales de plantas (Aspinall y Paleg, 1981). El incremento del contenido
en prolina en el citosol del nodulo (Kohl et al., 1991), bajo estrés salino, puede
deberse a una hidroélisis de proteinas ricas en prolina y/o a la sintesis de "novo".
Hay gran controversia en lo que se refiere a este acumulo, parece ser que la
acumulacion de prolina es mas un sintoma de susceptibilidad al estrés (Hanson y
Hitz, 1982) que una posible respuesta de adaptacion. Las plantas crecidas con 8
mM de NO7; alcanzan niveles de prolina mas elevados que con 2 mM de NO3;
sin embargo, en estas Ultimas los niveles finales de prolina fueron resultado de
incrementos mayores. Por tanto, en V. faba la prolina puede ser usada como
indicador de la tolerancia a la sal hasta concentraciones de 100 mM de NaCl, al
igual que en soja (Moftah y Michel, 1987), sin embargo, Ashraf (1989) no

recomienda la utilizacion como tal en Vigna.

Caracterizacion de la NADH-glutamato sintasa de ndédulos
de V. faba

Como base de posteriores estudios fisiologicos e inmunoldgicos, se ha
llevado a cabo la caracterizacion bioquimica de la NADH-GOGAT de nddulos

de V. faba y la obtencion de anticuerpos especificos.

La NADH-GOGAT de los nodulos se reveld6 como una enzima muy
inestable, lo que dificultd su purificacion como se puede deducir de los resultados
obtenidos (Tab. 9.1). La inclusién de una cromatografia de afinidad sobre Blue
sepharosa, increment6 el factor de purificacion pero se perdié mas del 80% de la
actividad, por tanto, este paso fue eliminado. Similares problemas de
inestabilidad se han descrito para la enzima de nédulos de alfalfa (Anderson et
al., 1989); en cambio, la NADH-GOGAT de noédulos de Lupinus (Benny y
Boland, 1977) es mas estable.
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La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida, de muestras
de la preparacion enzimatica, después de cada paso de purificacion (Fig. 9.3),
revelo la existencia de un polipéptido de 195 kD que se va enriqueciendo con el
proceso de purificacion. Este hecho y su parecido tamafio con el de la proteina de
otras leguminosas llevo a identificarla como la subunidad de la NADH-GOGAT
de nédulos de V. faba. Después de la exclusion molecular, el revelado por
actividad de electroforesis nativas en gradiente de poliacrilamida (Fig. 9.8),
mostrd una tnica banda de 236 kD que se tom6 como la forma nativa del enzima.
Idéntico resultado se obtuvo cuando se carg6 el extracto crudo en el gel. Muy
similar fue el peso molecuar nativo obtenido mediante filtraciéon en columna de
Sephacril S-300 FF (Fig. 9.2). Se puede deducir que la NADH-GOGAT de
nddulos de V. faba es una proteina monomérica con una subunidad de 195+2 kD
de peso molecular y un peso molecular nativo comprendido entre 236+3 kD
(electroforesis) y 222+5 kD (filtracion), indicando que se trata de una proteina
similar a la de nodulos de altramuz (Benny y Boland, 1977) y alfalfa (Anderson
et al., 1989), aunque de mayor peso molecular a la encontrada en noédulos de soja
(Susuki et al., 1986) y judia (Chen y Cullimore, 1988). En este sentido se ha
descrito que la NADH-GOGAT también es mayor que la Fd-GOGAT de tejidos
fotosintéticos (Tamura et al., 1980; Avila et al., 1987; Susuki et al., 1984).

El perfil de elucion obtenido por DEAE-sephacel (Fig. 9.1), propicio que se
cuestiorara la existencia de distintas isoformas de la NADH-GOGAT en nddulos
de V. faba, como se ha descrito para nodulos de Phaseolus vulgaris (Chen y
Cullimore, 1988). Buscando la respuesta, se disefid un protocolo de purificacion
con dos pasos consecutivos de intercambio i6nico sobre DEAE-sepharosa y Q-
sepharosa respectivamente. Los perfiles de elucion (Figs 9.4 y 9.5) mostraron un
unico pico de actividad NADH-GOGAT, por lo que se acepta que en V. faba al
igual que en otras leguminosas, la NADH-GOGAT se manifiesta bajo una unica
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forma. Esto seria consistente con la existencia de diferencias entre leguminosas
de zonas templadas y de origen tropical en cuanto a variabilidad genética en la
expresion de esta enzima en nodulos. Las primeras presentarian una tnica forma
de la enzima mientras que en las de origen tropical se ha detectado Fd-GOGAT

en niveles apreciables e incluso més de una forma de NADH-GOGAT.

Aunque la proteina no fue purificada a homogeneidad la banda
correspondiente a la NADH-GOGAT en geles desnaturalizantes, aparece lo
suficientemente separada, especialmente en geles de 16.5x14.4 cm, para su
posterior uso en la inmunizacion de los conejos. De esta forma se obtuvo un
antisuero frente a la NADH-GOGAT de nodulos de V. faba con un alto titulo de
anticuerpos policlonales y monoespecificos. Como muestra el "western blot"
(Figs 10.1 y 10.3) en un extracto crudo de nodulos o de la proteina parcialmente
purificada sometidos a SDS-PAGE, los anticuerpos sélo reconocieron con una

unica proteina de 195 kD, coincidente con la NADH-GOGAT de estos nodulos.

Igualmente, se detectd un polipéptido de idéntico peso molecular en raiz,
aunque en proporciones menores (Fig. 10.3). En los ensayos realizados con
extractos crudos de hoja y con bacteroides de nodulos de V. faba (Fig. 10.3) no se
detectd ningun polipétido de caracteristicas semejantes. Esto evidencia que la
actividad glutamato sintasa de la fraccion vegetal del nodulo y del bacteroide son
enzimas con propiedades antigénicas distintas, al igual que se ha descrito para la
glutamato sintasa de nddulos (dependiente de NADH) y la de hojas (dependiente
de Fd) (Suzuki et al., 1982; 1986).

La especificidad de los anticuerpos y el titulo del antisuero se estudiaron
también por inmunotitulacion de la actividad NADH-GOGAT en extractos
crudos de nédulos de V. faba usando suero anti-GOGAT. Solo fueron necesarios

40 pl de antisuero para inhibir totalmente la actividad de un extracto crudo de
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nodulos de V. faba (Fig. 10.2). El inmunoblot de los complejos Ag-Ac
precipitados, mostro el consiguiente incremento del polipéptido de 195 kD, como

la tnica banda detectada por los anticuerpos.

Los anticuerpos anti-GOGAT de nédulos de V. faba mostraron reaccion
cruzada con un polipéptido de 195 kD en nddulos de otras leguminosas (Fig.
10.4), entre las que se incluyen especies de zonas templadas que transportan
amidas y especies de zonas tropicales que transportan ureidos (Sprent, 1987). La
actividad NADH-GOGAT de nodulos de V. faba presenta similitud antigénica
con la enzima de otras leguminosas, como se ha publicado para alfalfa (Anderson
et al., 1989). Aunque no se detecto actividad NADH-GOGAT en nddulos de V.
sativa, si aparecid una débil banda de reaccion cruzada con los anticuerpos, lo
que indicaria la presencia del polipéptido tambien en estos nodulos. La
inestabilidad de la actividad y de la proteina durante el proceso de extraccion y
electroforesis, junto con la pequefia cantidad de proteina adicionada al gel
pudieron ser la causa responsable de este resultado, aunque no se descarta la
posibilidad de que se trate de una forma alternativa de glutamato sintasa. Por otra
parte y aunque los resultados no son concluyentes, no se ha observado reaccion
cruzada de los anticuerpos anti-Fd-GOGAT de hoja de tomate con el extracto
crudo de nodulos de V. faba, lo que podria indicar que estos no expresan la
actividad Fd-GOGAT, al contrario de lo que se ha descrito para otras especies
(Chen y Cullimore, 1989; Suzuki et al., 1986). Actualmente este tema continta
en estudio. La reaccion cruzada de los anticuerpos de la NADH-GOGAT de
nodulos de V. faba con un polipéptido de igual peso molecular en nédulos de
otras leguminosas, es consistente con lo observado en otras enzimas nodulares

como la GS (Cullimore y Bennett, 1988) y la PEPC (Millerd et al., 1987).

También se ha visto por "western blot" (Fig. 10.5) que la intensidad de

tincion no refleja directamente la actividad NADH-GOGAT de distintos
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genotipos de V. faba, lo que indica que la regulacions y/o expresion de la enzima

esta sujeta al genotipo de la planta.
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Conclusiones

Primera. Las cepas de Rhizobium leguminosarum biovar. viceae utilizadas en
este estudio, muestran variablidad en la velocidad de crecimiento y en la
tolerancia a la sal. Las cepas seleccionadas como tolerantes a 75 mM de NaCl

son GRI32, GRA19 y GRLS, que alcanzan su maximo crecimiento antes de 24 h.

Segunda. Las enzimas responsables de la asimilacion del amonio, GS y NADH-
GOGAT, presentan mayores incrementos tras el méaximo de actividad
nitrogenasa, sin embargo, a lo largo del foto- y nictiperiodo, estas actividades
mostraron un comportamiento ciclico de 16 h, independiente del detectado para

la nitrogenasa.

Tercera. Los efectos adversos del NaCl sobre la simbiosis V. faba-R.
leguminosarum estan condicionados por el crecimiento de la planta. Asi en la
ontogenia de la planta, son mas inmediatos cuando el estrés salino se aplica en
periodo de crecimiento activo. Esto se manifiesta igualmente, cuando se estudian
distintos genotipos de V. faba, siendo tolerantes de los que presentaron menor
crecimiento, VF46, VF64 y VF119.

Cuarta. La fertilizacion nitrogenada atenua los efectos negativos de la salinidad
en el crecimiento de plantas de V. faba. Una dosis de nitrogeno combinado alta
favorece la tolerancia a concentraciones de 100 mM de NaCl, en plantas que sin
este aporte nitrogenado solo toleran hasta 50 mM de NaCl. Sin embargo, la
nitrogenasa y las enzimas de la asimilacion del amonio en nédulos de V. faba, se
inhibieron por el estrés salino, independientemente de los niveles de fertilizacion

nitrogenada del medio.
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Quinta. La NADH-GOGAT de nddulos de V. faba, se ha identificado como un
mondmero de 195 kD y un peso molecular aproximado de 222 kD por filtracion
en gel y 236 kD por electroforesis en gradiente de poliacrilamida. Al igual que en
otras leguminosas de ambiente templado se ha detectado una Unica forma de la

enzima.

Sexta. Los anticuerpos anti-GOGAT de nddulos de V. faba no reconocieron un
polipéptido semejante en extractos de hoja y de bacteroides, indicando que no
existen determinantes antigénicos comunes entre la NADH-GOGAT, Fd-
GOGAT vy la NADPH-GOGAT. Estos anticuerpos si reconocieron un
polipéptido de igual peso molecular en extractos crudos de raiz, cuya intensidad
de tincion fue proporcional a la actividad de ese tejido, por tanto, en nodulos de
V. faba, la NADH-GOGAT no puede ser considerada nodulina como se ha

descrito para la NADH-GOGAT de otras leguminosas.

Séptima. Los anticuerpos anti-GOGAT de nddulos de V. faba muestran reaccion
cruzada con extractos crudos de nodulos de otras leguminosas de ambiente
tropical y templado, asi pues, la NADH-GOGAT de la fraccion vegetal de

nodulos presentan determinantes antigénicos comunes.
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Estadistica

1. DESARROLLO ONTOGENICO DE LA  ACTIVIDAD
NITROGENASA Y DE LAS ACTIVIDADES DEL CICLO DE LA
GLUTAMATO SINTASA EN NODULOS DE Vicia faba

Acumulacion de materia seca (PSP), relacion peso seco de raiz/parte aérea
(RPA), peso seco de nddulos (PSN), peso normalizado de ndédulos (PNN),
actividad reductora de acetileno (ARA), actividad reductora de acetileno por
planta (ARAP), contenido en nitrégeno reducido (NIT), produccion de hidrogeno
por la nitrogenasa (H), actividad glutamina sintetasa (GS), actividad glutamato
sintasa (GQG), actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) y contenido en proteina

soluble (PRT). La variable de control es la edad de la planta (T).

Tabla 1.1. Resumen de los andlisis de la varianza

Fuente de Grados de Media de cuadrados
variacion libertad PSP RPA® PSN* PNN* ARAP ARAP NIT®
T 11%-12% 27.39" 0.190"  42334.09"  727.02" 996337 28.05"  107219.06"
Error 60*-63%-65° 0.60 0.004 1295.67" 74.89 106.32 1.41 90.27
Fuente de Media de cuadrados
L, Grados de libertad
variacion Hza Gsc GGC GDHb PRTC
T 10%-11°-12° 90.09" 34254377 7393.92" 104.34™ 36.91"
Error 36°-39°-44* 10.18 27.11 2.71 0.98 0.61

* P<0.05, ** P<0.001

a,b,c, grados de libertad para la fuente de variacion y el error de cada variable
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2. EVOLUCION EN EL FOTOPERIODO DEL CICLO DE LA
GLUTAMATO SINTASA EN NODULOS FIJADORES DE
NITROGENO DE Vicia faba

Actividad reductora de acetileno (ARA), actividad glutamina sintetasa
(GS), actividad glutamato sintasa (GG), actividad glutamato deshidrogenasa

(GDH) y contenido en proteina soluble (PRT). La variable de control es el tiempo

(T).

Tabla 1.1. Resumen de los andlisis de la varianza

Media de cuadrados

Fuente de Grados de
variacion libertad ARAP GS® GG GDH® PRT*
T 16 1122.70™ 1912.59" 594.36" 47.90" 1.12
Error 51%.81° 269.35 43.53 19.18 0.56 0.64

a,b,c, grados de libertad para la fuente de variacion y el error de cada variable
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3. EFECTO DEL NaCl APLICADO EN EL MOMENTO DE LA
INOCULACION

Acumulacion de materia seca (PSP), relacion peso seco de raiz/parte aérea
(RPA), nimero de nodulos (NN), peso seco de nddulos (PSN), peso normalizado
de nodulos (PNN), actividad reductora de acetileno (ARA), actividad reductora
de acetileno por planta (ARAP), contenido en nitrégeno reducido (NIT),
actividad glutamina sintetasa (GS), actividad glutamato sintasa (GG) y contenido
en proteina soluble (PRT). Las variables de control son nivel de salinidad (S) y

edad de la planta (T).

Tabla 3.1. Resumen de los analisis de la varianza

Fuente de Grados de Media de cuadrados

variacion libertad PSP RPA NN PSN PNN ARA ARAP
S 3 11.72" 0.071™ 47110.71" 0.025™ 104.77 2366.09"  93.52"
T 2 9.12" 0.012 486.03 0.032" 100.91 3074.26™ 4.02"
SXT 6 1.68" 0.004 564.41 0.003" 4230 74.60 1.02
Error 59 0.18 0.005 2408.27 0.001 148.06 101.55 0.82
Fuente de . Media de cuadrados
variacién Grados de libertad NIT® e a6 PRI
S 3% 21825.12" 2246230 5485.10" 1041
Exrror 1220 147.83 11.75 5.41 0.25

* P<0.05, ** P<0.001

a,b, grados de libertad para las fuentes de variacion, las interacciones y el error de cada variable
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Tabla 3.2. Restimen de los tests de Tuckey (P<0.05)

Estadistica

Nivel de salinidad (mM)

Variable 0 50 75 100
X Grupo X Grupo X Grupo X Grupo
PSP 314 c 2.03 b 1.46 a 1.33 a
RPA 0.39 a 0.49 b 0.52 b 0.54 b
NN 230.07 c 184.78 b 135.44 a 113.83 a
PSN 0.14 c 0.10 b 0.07 a 0.05 a
PNN 63.41 a 64.49 a 59.07 a 63.51 a
ARA 51.65 b 29.76 a 31.05 a 25.22 a
ARAP 6.42 d 2.72 c 1.93 ab 111 a
Edad de la planta (dias)
Variable 28 35 42

X Grupo X Grupo X Grupo

PSP 1.35 a 2.04 b 2.59 c

RPA 0.50 a 0.46 a 0.50 a

NN 163.08 a 163.71 a 171.30 a

PSN 0.05 a 0.09 b 0.13 c

PNN 60.88 a 64.88 a 62.10 a

ARA 4354 b 38.69 b 21.04 a

ARAP 2.62 a 3.45 b 3.07 ab
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Estadistica

4. EFECTO DEL NaCl APLICADO A SIMBIOSIS ESTABLECIDAS Y
FIJADORAS DE NITROGENO

Acumulacion de materia seca (PSP), relacion peso seco de raiz/parte aérea

(RPA), peso seco de nddulos (PSN), peso normalizado de nodulos (PNN),

actividad reductora de acetileno (ARA), actividad reductora de acetileno por

planta (ARAP), contenido en nitrogeno reducido (NIT), actividad glutamina

sintetasa (GS), actividad glutamato sintasa (GG) y contenido en proteina soluble

(PRT). Las variables de control son nivel de salinidad (S) y edad de la planta (T).

Tabla 4.1. Resumen de los andlisis de la varianza

Fuente de Grados de Media de cuadrados
variacion libertad PSP’ RPAP PSN® PNNP ARA? ARAP? NIT
S 3 574" 0.057" 0.004 803.03" 191938 61557 56380.33"
T 2 2217 0.018" 0.069™ 1511.32" 1063.70" 0.25 55328.50"
SxT 6 147 0.008 0.001 327.07 79.35" 0.25 7141.23™
Error 58%-60" 0.48 0.005 0.002 138.60 25.26 1.65 77.26

a,b, grados de libertad para las fuentes de variacion, las interacciones y el error de cada variable

lj;:;fi:z Grados de libertad s oG PRT
S 3 7728.09™ 4086.37" 15.52"
T 2 29565.48" 2214.99" 32.19"
SxT 6 2808.62" 910.90™ 4.78"
Error 36 48.80 1.83 1.32

* P<0.05, ** P<0.001
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Tabla 4.2. Resimen de los tests de Tuckey (P<0.05)

Estadistica

Nivel de salinidad (mM)
Variable 50 75 100
X Grupo X Grupo X Grupo X Grupo
PSP 4.47 c 3.96 be 3.37 ab 3.25 a
RPA 0.35 a 0.45 b 0.46 b 0.47 b
PSN 0.18 a 0.20 a 0.18 a 0.16 a
PNN 64.70 a 72.56 ab 77.14 b 80.01 b
ARA 37.57 b 17.86 a 16.41 a 16.24 a
ARAP 6.49 b 291 a 2.70 a 2.71 a
NIT 330.76 d 270.40 c 238.51 b 198.18 a
GS 210.54 c 169.72 b 157.66 a 156.32 a
GG 78.31 c 50.33 b 49.43 b 33.99 a
PRT 11.40 b 9.59 a 9.12 a 8.89 a
Edad de la planta (dias)
Variable 35 42

X Grupo X Grupo X Grupo

PSP 2.67 4.17 b 4.46 b

RPA 0.46 0.45 ab 0.40 a

PSN 0.12 0.20 b 0.22 b

PNN 64.70 76.15 b 79.95 b

ARA 29.86 19.13 a 17.07 a

ARAP 3.63 3.82 a 3.65 a

NIT 207.76 267.97 b 302.66 c

GS 215.94 174.76 b 129.99 a

GG 62.01 57.34 b 39.70 a

PRT 10.94 10.12 b 8.18 a
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Estadistica

5. TOLERANCIA AL ESTRES SALINO EN V. faba: UTILIZACION
DE LINEAS PURAS

Acumulacion de materia seca (PSP), tasa de crecimiento absoluto (TCA),
relacion peso seco de raiz/parte aérea (RPA), nimero de ndédulos (NN), peso seco
de nodulos (PSN), peso normalizado de nddulos (PNN), actividad reductora de
acetileno (ARA), actividad reductora de acetileno por planta (ARAP), actividad
glutamina sintetasa (GS), actividad glutamato sintasa (GG) y contenido en
proteina soluble (PRT). Las variables de control son nivel de salinidad (S) y

genotipo (G).

Tabla 5.1. Resumen de los andlisis de la varianza

Media de cuadrados

Fuente de Grados de
variacion libertad PSP’ TCAP RPAP NN PSN* PNN®
S 1 292.36" 126037.70" 0.054" 186173.22™ 0.816" 9413.02"
G 14 26.617 5258.53" 0.019™ 84629.96™ 0.124" 4327.19"
SxG 14 12.62" 3477.83" 0.012" 41997.21" 0.058" 626.24"
Error 87°-88°-89° 1.14 442.86 0.002 1853.58 0.003 158.36
Fuente de Grados de Media de cuadrados
variacion libertad ARA® ARAP® GS® GGP PRT®
S 1 8240.92" 1329.39"  323670.35"  22218.78" 267.24™
G 14 118.41% 41.22" 17909.52"  2076.22" 551"
SxG 14 68.55" 431" 4670.22" 519.05™ 6.04"™
Error 87°-88°-90° 5.51 1.40 81.93 1.84 0.98

* P<0.05, ** P<0.001
a,b,c, grados de libertad para las fuentes de variacion, las interacciones y el error de cada variable
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Estadistica

6. INTERACCION DE LA FERTILIZACION NITROGENADA Y LA
SALINIDAD EN LA SIMBIOSIS V. faba-R leguminosarum

Acumulacion de materia seca (PSP), relacion peso seco de raiz/parte aérea
(RPA), contenido en nitrogeno reducido (NIT), peso seco de nodulos (PSN), peso
normalizado de nodulos (PNN), actividad reductora de acetileno (ARA),
actividad reductora de acetileno por planta (ARAP), actividad glutamina sintetasa
(GS), actividad glutamato sintasa (GG), contenido en proteina soluble (PRT) y
contenido en prolina soluble (PRO). Las variables de control son nivel de

salinidad (S), nivel de NO (N) y edad de la planta (T).

Tabla 6.1. Resumen de los analisis de la varianza

Fuente de Grados de Media de cuadrados
variacién libertad PSP RPA NIT PSN PNN ARA ARAP
S 3 297" 026" 30950.37" 0.001" 3973.49™ 4702.85" 46317
N 1 7417 0.014 8231.26" 0.058"  10757.01" 5226377  199.27"
3 12.017 0.016 49698.06™ 0.017" 349.84" 3960.74™ 0.56
SxN 3 0.89" 0.051" 2880.56" 0.001" 842.34" 857.10" 11307
ST 9 0.33" 0.008 1780.37" 0.000 117.49 160.11° 478"
NxT 3 0.38" 0.004 52536 0.001 461.19 616.21" 411"
SXNXT 9 0.06 0.005 1078.02" 0.000 103.67 230.12° 1.82"
Error 160 0.12 0.006 67.54 0.000 89.06 77.94 0.42
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Estadistica

Media de cuadrados

Fue.nte. fie Grados de libertad

variacion GSA GGb GDHb PRTb PROb
S 3 9144.15™ 11102.05" 88.19"  10.04” 54.817
N 1 11935.28" 7953.76™ 261117 6557 4750
3 8303.29™ 10098.08" 21237 628" 4822
SxN 3 42127 1973.54™ 23.58" 164 13.83"
SxT 9 1454.73™ 856.95" 22.56" 1.427 497"
NxT 3 142.08" 212477 10367 219" 9.04™
SXNXT 9 429.14" 213.84™ 8.88" 116" 2,06

Error 94°-96° 35.43 4.61 1.30 0.18 0.03

* P<0.001, ** P<0.001

a,b, grados de libertad para las fuentes de variacion, las interacciones y el error de cada variable

Tabla 6.2. Resimen de los tests de Tuckey (P<0.05)

Nivel de salinidad (mM)
Variable 0 50 100 200
X Grupo X Grupo X Grupo X Grupo

PSP 2.51 c 2.32 b 2.30 b 1.92 a
RPA 0.40 a 0.46 b 0.51 c 0.57 d
NIT 180.25 d 169.41 c 137.88 b 126.64 a
PSN 0.06 a 0.06 b 0.09 c 0.11 d
PNN 49.45 a 57.79 b 59.00 b 71.75 c
ARA 51.52 d 42.05 c 38.52 b 27.56 a
ARAP 4.58 c 3.26 b 297 b 2.23 a
GS 291.27 d 275.15 c 265.84 b 250.89 a
GG 119.86 d 115.36 c 100.70 b 78.51 a
GDH 29.48 d 28.58 c 27.37 b 25.63 a
PRT 13.28 c 12.37 b 12.14 ab 12.06 a
PRO 0.39 a 0.97 b 1.95 c 3.18 d
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Estadistica

Nivel de nitrato (mM)
Variable
X Grupo X Grupo

PSP 2.0767 a 2.46 b

RPA 0.49 a 0.48 a

NIT 147.00 a 160.09 b

PSN 0.10 b 0.07 a

PNN 67.04 b 51.95 a

ARA 45.13 b 34.70 a

ARAP 429 b 2.24 a

GS 280.54 b 261.03 a

GG 111.49 b 95.73 a

GDH 29.20 b 26.33 a

PRT 12.24 a 12.69 b

PRO 0.97 a 2.28 b

Edad de la planta (dias)
Variable 27 30 33 36
X Grupo X Grupo X Grupo X Grupo

PSP 1.67 a 2.05 b 2.54 c 2.79 d
RPA 0.51 b 0.49 ab 0.46 a 0.48 ab
NIT 115.99 a 140.51 b 167.73 c 189.95 d
PSN 0.09 b 0.08 ab 0.08 a 0.08 a
PNN 56.51 a 58.10 ab 60.68 ab 62.70 b
ARA 49.67 d 44.54 c 36.43 b 29.01 a
ARAP 3.17 a 3.38 a 3.33 a 3.17 a
GS 290.25 c 272.98 b 269.38 b 250.55 a
GG 126.34 d 103.80 c 101.30 b 83.00 a
GDH 31.14 c 28.44 b 25.93 a 25.55 a
PRT 12.97 d 12.63 c 12.33 b 11.93 a
PRO 0.34 a 0.95 b 2.10 c 3.10 d
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