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1. Importancia de la fijacion bioldgica del nitrégeno

Después del carbono y el agua, el nitrogeno es el nutriente mas
limitante para el crecimiento de la planta (Vance 1998) y la productividad
agraria (Bohlool 1992). La aplicacion de fertilizantes y la fijacion biologica
del nitrogeno constituyen las principales fuentes de nitrégeno para los
cultivos en general y las leguminosas en particular (Sprent 2001). Este
proceso es fundamental en el ciclo biogeoquimico del nitrogeno, ya que
permite reducir el nitrogeno atmosférico a amonio por un conjunto de
organismos procariotas conocidos como diazotrofos. Debido a la naturaleza
inerte del dinitrégeno gaseoso (N;), su reduccion es energéticamente muy
costosa, por esta razon, la mayoria de bacterias diazotroficas han
desarrollado asociaciones simbidticas con plantas de las que obtienen la
energia necesaria para llevar a cabo la fijacion de nitrégeno (Lum y Hirsh
2003). El proceso opuesto mediante el cual el nitrégeno combinado es
devuelto a la atmosfera es también realizado por bacterias y se denomina
desnitrificacion (Sameshima-Saito 2006)

En la agricultura, la fijacion simbidtica del nitrégeno esta
fundamentalmente confinada a especies de leguminosas que establecen
asociaciones con bacterias que en conjunto se les conoce como rizobios. Se
calcula que anualmente se fijan entre 40 y 48 millones de toneladas de
nitrogeno por las leguminosas cultivadas (Jenkinson 2001), lo que
equivaldria un ahorro de hasta 10 billones de dodlares en fertilizantes
(Graham y Vance 2003). Ademas de la simbiosis Rhizobium-leguminosa,
existen otro tipo de asociaciones entre organismos fijadores de nitrégeno y
plantas como es el caso de cianobacterias del género Anabaena y helechos
del género Azolla, que se emplean como fuente de nitrogeno atmosférico en
cultivos de arroz (Jensen y Hauggaard-Nielsen 2003). También las bacterias
del género Frankia establecen simbiosis poco especificas con plantas
lefiosas no leguminosas, denominadas actinorrizas, que desarrollan nddulos
en las raices quedando el simbionte confinado en el cortex nodular, (Leary
et al., 2006) y los endofitos diazotrofos que se han aislado de gramineas
entre los que se encuentran especies de los géneros Gluconacetobacter,
Azoarcus, Azospirillum, Herbaspirillum y Burkholderia, siendo G.
diazotrophicus utilizada como modelo de bacteria endofita fijadora de N,
debido a su habitat endofito obligado (Tejera et al., 2006).
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1.1. Implicaciones medioambientales

La produccion industrial de amonio a partir del N, atmosférico
mediante el proceso de Haber-Bosch y su utilizacion como fertilizante,
permitio la llamada revolucion verde, que produjo un notable incremento en
la productividad de cereales en diversos paises (Vance 1998), sin embargo,
la aplicacion de fertilizantes de origen industrial tiene elevados costes
ambientales: (a) se requieren 1.5 kg de combustible f6sil por cada Kg de
fertilizante producido con la consiguiente producciéon de CO, y su
contribucion al efecto invernadero (Jensen y Hauggaard-Nielsen 2003); (b)
se correlaciona con el aumento de los niveles de 6xido nitroso (N,O) en la
troposfera (Ledley et al., 1999), sin olvidar que este gas tiene una elevada
potencialidad para contribuir también al efecto invernadero y a la
disminucién de la capa de ozono; (C) otro efecto negativo esta relacionado
con las pérdidas del nitrato por lixiviacién, que son significativas y
conducen a la contaminacion de las aguas subterraneas (Jenkinson 2001).

El proceso natural de fijacion biologica del nitrogeno, tiene un papel
crucial para evitar los problemas derivados del uso de fertilizantes de origen
industrial y permitir el desarrollo de sistemas agricolas sostenibles. Segiin
Vance y Graham (1995) el incremento en el uso de la fijacion biologica del
nitrogeno en la agricultura contribuiria a:

a) Reducir hasta en un 50% la produccion de fertilizantes para cubrir la
demanda de los cultivos, con la consiguiente reduccion de la emision

de CO,.

b) Evitar la contaminacion de las aguas debido a que el nitrogeno fijado
bioldgicamente, es directamente asimilado por la planta.

c) Disminuir la dependencia de los cultivos del uso de fertilizantes con
el consiguiente ahorro en los costes de produccion agricola.

Por tanto, se impone la fijaciéon bioldgica del nitrégeno para el
desarrollo de sistemas agricolas respetuosos con el medio ambiente, capaz
de cubrir la demanda de alimentos de una poblacién en aumento (Becker et
al., 1995).
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2. Simbiosis Rhizobium-leguminosa
2.1. Las leguminosas

Con aproximadamente 20000 especies y 750 géneros, las leguminosas
constituyen la tercera familia de plantas superiores en nimero de especies y
la segunda después de las gramineas en importancia agrondémica (Gepts et
al., 2005), aunque solo una pequena fraccion del numero total de especies
de este grupo botanico es explotado agronémicamente por el hombre. A
pesar de esto, es un hecho ampliamente aceptado la importancia econdémica,
social, ecologica y agricola de las leguminosas, que se basa en aspectos
como: a) la potencialidad en la produccion de proteinas vegetales para el
consumo humano y fabricacion de piensos para animales de leguminosas
grano como soja, judia, haba y guisante, entre otras especies (Graham y
Vance 2003); b) su utilizaciéon como pasto y forraje para el consumo animal
como es el caso de las forrajeras alfalfa, lotus y trébol (Doyle y Luckow
2003); c) el efecto beneficioso para el medio ambiente, al poder utilizar el
nitrégeno atmosférico como alternativa a los fertilizantes quimicos
(Broughton et al., 2003); d) la capacidad para colonizar ecosistemas
naturales mejorando la fertilidad del suelo, participando en la recuperacion
de suelos marginales y permitiendo el asentamiento de otras especies
vegetales al quedar incorporado a la materia orgénica del suelo el nitrogeno
fijado (Vance 1998). Algunos de estos aspectos, conducen a considerar a las
leguminosas como cultivos potencialmente importantes como sustitutivos de
la proteina animal y en la lucha contra la desertizacion (FAO 1995).

El 90% de las especies de leguminosas son capaces de establecer
simbiosis con bacterias fijadoras, que les permiten fijar nitrogeno
atmosférico y ser menos dependientes del nitrogeno del suelo (Sprent 2001).
La simbiosis entre leguminosas y rizobios, ocurre en el interior de unos
organos altamente especializados denominados nodulos, que se localizan en
raices y en algunas ocasiones en tallos (Howieson et al., 2000). La
arquitectura de estos nodulos suministra las condiciones anatomicas y
fisiologicas necesarias para que se lleve a cabo la fijacion de nitrégeno y el
intercambio de nutrientes entre los simbiontes (Lum y Hirsh 2003).

11



Introduccion

2.1.1. Leguminosas modelo: Lotus japonicus y Medicago truncatula

Arabidopsis thaliana es considerada planta modelo de estudios
genéticos y gendomicos, y los esfuerzos empleados para descifrar el genoma
de esta planta, han dado como resultado numerosos trabajos de
investigacion que han puesto al descubierto gran informacioén sobre los
mecanismos implicados en diversos aspectos del metabolismo de plantas.
Esta informacion esta disponible en www.arabidopsis.org. (Steuer et al.,
2007; Rossignol et al., 2006; Gelvin 2006).

A diferencia de Arabidopsis, las leguminosas de interés agricola son
relativamente pobres como sistemas modelo para la investigacion genética y
genomica, debido a que muchas de ellas son tetraploides o tienen genomas
muy grandes. No obstante, Lotus japonicus y Medicago truncatula han sido
internacionalmente adoptadas como modelos para la investigacion en
genomica de leguminosas (Stougaard 2001), debido a que ambas tienen un
genoma diploide, L. japonicus 2n=12 y M. truncatula 2n=16, pequeflo con
aproximadamente 470 Mb/C (Young et al., 2005; Ito et al., 2000), ademas
son autdgamas, tienen un tiempo corto de generacion, gran produccion de
semillas, son faciles de transformar y actualmente incluso se dispone de
mutantes (Riely et al., 2007, Heckmann et al., 2006). L. japonicus y M.
truncatula presentan una diferencia interesante cuando se asocian con sus
rizobios especificos Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti, como es
la formacion de nddulos indeterminados y determinados respectivamente,
una de las razones por la cual, al abordar el estudio del genoma en ambas
especies (VandenBosch y Stacey 2003), se favorece el estudio molecular de
las simbiosis que forman los dos tipos de noddulos (Udvardi 2001). Es
interesante  sefialar que los genomas de los correspondientes
microsimbiontes S. meliloti y M. loti se han secuenciado completamente
(Kaneko et al., 2000; Galibert et al., 2001).

El género Medicago, originario del area mediterranea, tiene interés
agrondémico y ganadero en base a su capacidad para establecer colonias
nativas adaptadas a los cambios climaticos sufridos histéricamente en estas
zonas. La secuenciacion del genoma de M. truncatula esta practicamente
concluida (www.medicago.org, www.noble.org/medicago), lo que ha

permitido desarrollar numerosos estudios moleculares, incluyendo
investigaciones de expresion y regulacion de genes que se expresan durante
el desarrollo de esta especie (Town 2006). Sin embargo, se han descuidado
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los estudios bioquimicos y fisiologicos, que ayudarian a aplicar los avances
gendémicos y protedmicos de M. truncatula para conocer el funcionamiento
y mejora de la planta.

El genero Lotus comprende numerosas especies como L.
corniculatus, L. creticus o L. tenuis con caracteristicas interesantes entre las
que se incluyen su tolerancia y capacidad de adaptacién a condiciones de
sequia o a suelos con una elevada salinidad, lo que las hacen interesantes
ecolégica y agrondémicamente, incluso algunas especies de Lotus,
constituyen una alternativa para la implantacion de pastizales en zonas
marginales (Teakle et al., 2006). La secuenciacion del genoma de L.
japonicus, se inici6 por Sato et al., (2001), actualmente se encuentra
disponible mas del 50% de las regiones eucromaticas del genoma de Lotus
en la base de datos publica de ADN, y en la pagina web de Kazusa DNA
Research Institute (http://www.kazusa.org.jp/lotus/).

2.2. Rhizobium: Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti

Los rizobios son bacterias aerobias gram-negativas que pueden fijar
nitrogeno en vida libre o en simbiosis, y habitualmente viven como
saprofitos en el suelo compitiendo con bacterias quimioheterotrofas (Sprent
1979). Los rizobios integran un grupo taxondmicamente heterogéneo cuya
clasificacion se encuentra en constante revision y evolucion. Esto se puede
comprobar en el Taxonomic Outline of the Prokariotic Genera (Garrity et
al., 2005) del Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2° ed.) en el que
la familia Rhizobiaceae ha variado en algunos géneros y se le han anadido
otros nuevos como muestra Kuykendall et al. (2005) y Willems (2006).

Sinorhizobium meliloti es conocido por su capacidad de inducir la
formacion de nodulos indeterminados en raices de Medicago, Melilotus y
Trigonella sp. Se trata de un rizobio de crecimiento rapido con un genoma
de tamafio moderado (6.6 Mb), lo que favorece la realizacion de estudios
gendmicos que han permitido analizar el perfil completo de expresion
génica de S. meliloti en el proceso de nodulacion y en la adaptacion a
diferentes condiciones de estrés (Djordjevic et al., 2003). ElI genoma de
S. meliloti, esta constituido por tres replicones independientes: un
cromosoma de 3.7 Mb y dos megapldsmidos de 1.4 y 1.7 Mb, cominmente
descritos como pSymA y pSymB respectivamente, que contienen genes
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esenciales para la simbiosis. El cromosoma fue secuenciado por Galibert et
al. (2001). La secuenciacion del megaplasmido pSymA se realizd por
Barnett y colaboradores (2001), mientras que del megaplasmido pSymB la
llevé a cabo Finan et al. (2001). La secuencia completa de S. meliloti se
encuentra disponible en http://sequence.toulouse.inra.fr/meliloti.html.

Mesorhizobium loti es un rizobio capaz de formar nddulos
determinados y llevar a cabo la fijacion de nitrégeno con varias especies de
Lotus. Para comprender el sistema genético requerido en el proceso de
fijacion simbidtica del nitrégeno asi como para la transferencia horizontal
de genes entre microsimbiontes naturales, se inici6 el analisis del genoma de
M. loti, habiéndose determinado su secuencia completa (Kaneko et al.,
2000). El genoma de M. loti esta constituido por un unico cromosoma de
7036 pb y dos plasmidos designados: pMLa de 351.911 pb y pMLDb de
208.315 pb (Hattori et al., 2002; Kaneko et al., 2000).

2.3. Establecimiento de la simbiosis: formacién del nédulo

El proceso de nodulacion comprende una secuencia de etapas que
comienzan por la quimioatraccion del rizobio hacia la raiz, iniciandose el
contacto fisico entre los dos simbiontes (Caetano-Anollés 1997). En esta
fase inicial, denominada preinfeccion, el rizobio debe competir con otros
microorganismos presentes en la rizosfera hasta adherirse a la superficie de
la raiz. La quimioatraccion entre planta y bacteria se debe al intercambio de
sefales entre ambos simbiontes, que conduce al reconocimiento especifico
entre la bacteria y el hospedador (Hirsch 1992). En esta etapa, la bacteria
responde a la sintesis de compuestos que excretan las plantas, flavonoides y
betainas principalmente (Phillips 2000) en los exudados radicales, y en
respuesta a estos exudados, la bacteria sintetiza sefiales simbioticas de
naturaleza lipooligosacaridica llamadas también factores de nodulacion, que
desencadenan el reconocimiento por los pelos radicales de la planta y la
activacion de los genes especificos en el inicio del desarrollo simbiotico en
la planta (Cullimore et al., 2001; Miklashevichs et al., 2001). Esta
interaccion entre los factores NOD vy la raiz se encuentra mediada por
receptores responsables de la percepcion y transduccion de la sefial que
inicia el desarrollo del nddulo radical (Endre et al., 2002; Stracke et al.,
2002; Madsen et al., 2003). Hay estudios que también revelan que las
fitohormonas se encuentran implicadas en el control de las sefiales
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simbidticas, especialmente el etileno, las auxinas y las citoquininas, (Mulder
et al., 2005; Sun et al., 2006).

Cuando los rizobios entran en contacto con los pelos radicales, quedan
adheridos a estos mediante lectinas y son encerrados por una deformacion y
curvatura de los pelos denominada “curling” (Van Rhijn 2001). Esta
curvatura esta precedida por, la despolarazacion de la membrana (Lhuissier
et al., 2001; Shaw y Long 2003a), el cambio en el flujo de iones de calcio
(Lévy et al., 2004), el eflujo de protones, la reorganizacion de los filamentos
de actina y el incremento de las corrientes citoplasmicas (Shaw y Long
2003a).

El proceso de infeccion continua con la formacion y desarrollo del
cordon de infeccion, mediante la invaginacion de la membrana citoplasmica
del pelo radical, que se prolonga atravesando varias capas de células
corticales de la raiz, al mismo tiempo que los rizobios van avanzando y
multiplicandose activamente (Brewin 2004; Monaham-Giovanelli et al.,
2006). Simultdneamente al proceso de infeccion, se produce la induccidn de
la division celular en el cortex de la raiz, formandose el llamado primordio
nodular, en cuyas células se liberan los rizobios mediante endocitosis de la
membrana vegetal, formando una estructura denominada simbiosoma
(Hirsch 1992).

El término simbiosoma, acufiado por Roth et al. (1988), define al
organulo nodular compuesto por una membrana derivada del hospedador,
denominada membrana peribacteroidal (MPB), que rodea al microsimbionte
(bacteroide), el cual mantiene su propia membrana (membrana bacteroidal,
MB). La membrana peribacteroidal se origina por endocitosis del cordon de
infeccion con vesiculas procedentes del reticulo endoplasmatico y del
aparato de Golgi, resultando una encapsulacion de la bacteria en la
membrana vegetal. Los simbiosomas recién formados proliferan en la célula
hospedadora por division celular, diferenciandose los rizobios en
bacteroides fijadores de nitrogeno. Las células maduras infectadas contienen
varios miles de simbiosomas (Day et al., 2000).

En la actualidad, la investigacion en este campo se dirige hacia el
conocimiento de la expresion génica y la funcion de los genes, para lo que la
protedmica se estd convirtiendo en objetivo de estudio tras el periodo pos-
genomico (Jorrin et al., 2006), en este sentido se avanza en el estudio del
proteoma de M. truncatula (Bestel-Corre et al., 2004; Dumas-Gaudot et al.,
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2004; Gallardo et al., 2003), y esfuerzos similares se realizan en el
transcriptoma de nddulos de L. japonicus (Colebatch et al., 2004) para
lograr integrar los cambios en el transcriptoma del noédulo con las
diferencias metabolicas que tienen lugar en ¢l al llevar a cabo el proceso de
fijacion de nitrogeno.

Mediante la realizacion de analisis ““in silico” y con macroarrays,
Tesfaye et al. (2006) dando continuidad al estudio de Fedorova et al. (2002)
en la identificacion de genes especificos del nddulo mediante el analisis del
transcritoma de M. truncatula en diferentes condiciones de aporte de
nitrégeno, y particularmente enfocado en los genes implicados en el
metabolismo carbonado y nitrogenado, han identificado varios cientos de
genes que se activan en diferentes etapas de la simbiosis implicados en
funciones celulares relacionadas con la eficiencia simbidtica, y en facilitar
los procesos de transporte a través de la membrana peribacteroidea (Kiister
et al., 2007). En la interaccion simbiotica entre M. truncatula y S. meliloti,
se han identificado hasta 756 genes implicados en las diferentes etapas del
proceso de nodulacion, mediante el estudio de macro y microarrays que
contenian en torno a 6000 sondas obtenidas a partir de tres librerias de
ADNCc (El Yahyaoui et al., 2004).

En estudios realizados con arrays de 18144 secuencias de ADNc
obtenidos de L. japonicus, se ha observado un incremento en la expresion de
hasta 1076 genes durante todo el proceso de nodulacion en su interaccion
con M. loti (Kouchi et al., 2004). Estos resultados aportan datos para el
avance en la investigacion de los mecanismos moleculares implicados en el
complejo proceso del establecimiento de la simbiosis.

2.4. Tipos de nodulos

Los nédulos radicales pueden mostrar importantes diferencias en
cuanto al desarrollo del cordon de infeccion (Rae et al., 1992), en la
presencia 0 no de meristemo apical, en la forma, en la organizacion
histologica y anatomia, en la via de asimilacion del amonio y por tanto en el
tipo de metabolitos nitrogenados que exportan (Sprent et al., 1989). En base
a estas diferencias, se pueden observar dos tipos de nodulos: indeterminados
y determinados (Fig. 1). Se ha postulado que la evolucion de la nodulacion
va en direcciéon noédulos indeterminados a determinados, pero es dificil
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correlacionar tal evolucién con la filogenia de los simbiontes (Doyle y
Doyle 1997).

Nodulos indeterminados: presentes en leguminosas de clima
templado como Lupinus, Vicia o Medicago, son de forma alargada con un
meristemo nodular persistente y con un cordon de infeccion ancho. A lo
largo del eje longitudinal del nodulo desde el dpice hasta su conexion con la
raiz se distinguen cuatro zonas: @) zona meristematica (zona I), donde se
forman los distintos tejidos del noédulo en desarrollo; b) zona de infeccion
(zona II), denominada también zona de invasion, donde la bacteria sigue
liberandose de los cordones de infeccion y la mitad de las células no estan
infectadas; C) zona simbidtica (zona III), estd ocupada por bacteroides
maduros donde se lleva a cabo la fijacion activa del nitrogeno, aunque
existen también células no infectadas cuyo papel es el soporte metabolico
del proceso de fijacion; y d) zona de senescencia ¢ inactiva en la fijacion
(zona IV), la cual aparece con el envejecimiento del noédulo (Vasse et al.,
1990; Timmers et al., 2000).

Nodulos determinados: se encuentran en leguminosas de origen
tropical como Glycine, Phaseolus, Vigna y Lotus, son nodulos efimeros de
estructura globular, en los que la actividad mitotica cesa durante es
desarrollo siendo la expansion mas que la division celular la responsable del
incremento del tamafo del ndédulo. Este tipo de noédulos carecen de
meristemo indeterminado, quedando la actividad meristematica, que se sitiia
en la zona central, restringida a un periodo corto. El tejido central contiene
células infectadas y no infectadas encontrandose todas ellas en el mismo
estado de desarrollo. Las células no infectadas estdn especializadas en la
asimilacion y transporte de ureidos procedentes del nitrogeno fijado (Sprent
et al., 1989). Otra caracteristica que diferencia los nédulos indeterminados
de los determinados es que éstos acumulan polimeros de reserva de poli-f3-
hidroxibutirato (PHB) (Trainer y Charles 2006).
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NODULO INDETERMINADO : NODULO DETERMINADO

Figura 1 Diferentes zonas de los nddulos radicales de leguminosas. 1 Cortex
externo. 2 Endodermis. 3 Haces vasculares. 4 Parénquima 5 Cortex interno. 6
Epidermis de la raiz. 7 Cortex radical. 8 Endodermis de la raiz. 9 Haces
vasculares de la raiz.

2.5. Funcionamiento del nédulo

2.5.1. Nitrogenasa

La fijacion del nitrégeno es catalizada por el complejo enzimatico
nitrogenasa, que se encuentra exclusivamente en procariotas y cuya
estructura varia poco entre los distintos organismos fijadores de nitrégeno
(Smith 2002). Este complejo consta de dos ferrosulfoproteinas que se
inactivan de forma irreversible en presencia de O,, la Fe-proteina
(dinitrogenasa reductasa, componente II) es un dimero con una masa
molecular de 62 kDa y la FeMo-proteina (dinitrogenasa, componente I) es
un tetramero con una masa molecular de 220 kDa (Dos Santos et al., 2004)

La reduccion de nitrégeno por la nitrogenasa, incluye tres
transferencias de electrones (Smith 2002; Igarashi y Seefeldt 2003):
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1. Lareduccién de la Fe-proteina por flavodoxina o ferredoxina.

2. La transferencia sucesiva de electrones desde la Fe-proteina a la
FeMo-proteina en un proceso dependiente de MgATP, con una
estequimetria minima de 2 MgATP hidrolizados por electrén
transferido.

3. La transferencia de electrones al nitrogeno, que tiene lugar en el
centro activo del enzima, en el cofactor de molibdemo (FeMoco)
de la FeMo-proteina.

N, +8H  + 8¢ + 16MgATP  — 2NH; + 16MgADP + 16P; + H,

El complejo nitrogenasa cataliza simultdneamente la reduccion de
protones a hidrogeno, que se libera al exterior en la simbiosis, al no disponer
las cepas de rizobios de la capacidad de metabolizarlo (fenotipo hup-). Esta
formacion de H, por la nitrogenasa se considera una reaccion poco rentable
que reduce la eficiencia de la enzima alrededor de un 25% (Phillips 1980),
pero que puede ser superado por cepas que reciclan el hidrogeno (hup+t)
(Palacios et al., 2005; Brito et al., 2005).

La ecuacion descrita anteriormente, evidencia que la fijacion biologica
del nirégeno es un proceso que requiere un alto consumo energético, de
manera que se necesitaria entre el 10 y el 20% del carbono procedente de la
fotosintesis para este proceso (Gordon 1999). Los fotoasimilados
procedentes de la parte aérea de la planta, son la principal fuente de energia
y de esqueletos carbonados para el desarrollo y mantenimiento del nddulo,
la respiracion bacteroidal, y la fijacion del nitrégeno (Schubert 1986).

El complejo enzimatico de la nitrogenasa es extremadamente sensible
al dafio irreversible provocado por el oxigeno, por lo que su actividad se
encuentra limitada a condiciones microaerobicas. Sin embargo, el oxigeno
es necesario para la respiracion mitocondrial que garantiza el suministro de
energia en forma de ATP, imprescindible para la fijacién de nitroégeno, y es
por ello que los nédulos de leguminosas adoptan las condiciones necesarias
de microaerobiosis para que se lleve a cabo la fijacion del nitrogeno
(Minchin 1997). El gradiente de protones a través de la membrana
peribacteroidal, ha sido propuesto como un sensor para la regulacion de la
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respiracion mitocondrial y bacteroidal, de modo que controla la
concentracion de oxigeno y el suministro de carbono al bacteroide (Streeter
1995).

La proteccion frente al oxigeno de la nitrogenasa se debe a una barrera
celular a la difusion del oxigeno, en combinacién con una molécula
especifica de la simbiosis denominada leghemoglobina (Janes et al., 2000;
Wei y Layzell 2006). La leghemoglobina es una hemoproteina con hierro
que condiciona el color rosado del nodulo fijador. Esta molécula, facilita la
difusién del oxigeno a través del citosol vegetal hasta el bacteroide en
condiciones que permiten la fosforilacion oxidativa sin inactivar la
nitrogenasa (Appleby 1984). Ademas, la leghemoglobina puede servir como
almacén intracelular de oxigeno, de forma que los nédulos puedan acumular
una elevada concentracion de oxigeno a bajas tensiones (Minchin 1997).

2.5.2. Intercambio de metabolitos

Un aspecto interesante de la simbiosis Rhizobium-leguminosa en el
nddulo es el relacionado con el intercambio de metabolitos entre ambos
simbiontes, en los que se incluyen compuestos carbonados (procedentes de
la planta), compuestos nitrogenados (procedentes del amonio fijado por la
bacteria) (Lodwig 2003) y nutrientes, para lo que existen transportadores
localizados en la membrana peribacteroidea (Benedito et al., 2006):

a) Transpote de amonio:

El amonio es el producto final de la nitrogenasa, por lo que existe un
fuerte eflujo desde el bacteroide al citosol nodular a través de un canal en la
membrana peribacteroidea que ha sido identificado en nodulos de soja y
guisante (Obermeyer y Tyerman 2005; Mouritzen y Rosendahl 1997;
Whitehead et al., 1998). Este canal permite el eflujo de amonio acoplado al
potencial generado a ambos lados de la membrana peribacteroidea por
ATPasas que bombean H' al espacio peribacteroideo (Andreev et al., 1999).
En nédulos de soja se han identificado transcritos de un gen GMSATIL,
considerado como una nodulina, que codifica para un canal de amonio e
iones monovalentes a través de la membrana peribacteroidea (Kaiser et al.,
1998). Posteriormente se han identificado transcritos pertenecientes a dos
familias de transportadores de amonio en plantas: AMTI y AMT 2, en
nddulos de L. japonicus (Ulrike et al., 2003).
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b) ATP-asas:

Se ha detectado una elevada actividad ATP-asa en vesiculas aisladas
de membrana peribacteroidea con un rango de pH de entre 4.5-8.5,
caracterizadas por una baja especificidad de sustrato y ausencia de
selectividad entre el Mg™" y el Ca’" como estimuladores. La ATP-asa
dependiente de Mg®" fue moderadamente sensible a algunos inhibidores
como el vanadato y el nitrato mientras que la dependiente de Ca®" al NaF
(Andreev et al., 1997).

¢) Acuaporinas:

Entre el 10% y el 15% de la proteina total de la membrana del
simbiosoma estd constituido por una proteina intrinseca de membrana
especifica del nédulo conocida como nodulina-26 (Rivers et al., 1997). Esta
proteina se identificd con canales de agua denominados acuaporinas, que
permiten el flujo de agua y otros solutos como el glicerol a través de la
membrana peribacteroidea. En nodulos de L. japonicus se han identificado
dos tipos de nodulinas, de las cuales una es ortdloga de la nodulina-26,
mientras que la otra pertenece a la subfamilia de las proteinas intrinsecas del
tonoplasto (TIP) (Guenther y Roberts 2000).

d) Transporte de aminoacidos:

Se ha propuesto un sistema de transporte de nitrogeno en forma de
aminoacidos en lugar de amonio (revisado por Day et al., 2000). La alanina,
sintetizada a partir de amonio y piruvato en una reaccion catalizada por la
alanina deshidrogenasa en el bacteroide, es el principal aminoacido
transportado segun Waters et al., (1998), ademas, la alanina deshidrogenasa
se expresa fuertemente en bacteroides de B. japonicum en nédulos de soja
(Gottfert et al., 2000). El transporte de alanina a través de la membrana
peribacteroidea, mostrdé una cinética asociada a un canal mds que a un
transportador especifico (Whitehead et al., 1998). Otro aminoacido como
aspartato, también es producido en el bacteroide (Rosendahl et al., 1992) y
transportado mediante un transportador descrito en ~membrana
peribacteroidea de guisante (Rudbeck et al., 1999). Este transportador
cataliza un simporte aspartato-H™ y es impulsado por un gradiente de pH
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entre el interior del simbiosoma y el citosol nodular (Rudbeck et al., 1999).
Lodwing et al. 2003 consideran que el sistema de transporte de aminoacidos
del bacteroide al citosol nodular, actuaria como un mecanismo de
regulacion de la asimilacion del amonio.

e) Transporte de dicarboxilatos:

Los acidos dicarboxilicos son los principales productos carbonados
suministrados a los bacteroides para llevar a cabo la fijacion del nitrogeno y
la respiracion bacteroidal (Rosendahl et al., 1990). La entrada de acidos
dicarboxilicos al interior del bacteroide se puede llevar a cabo por un doble
sistema, uno a favor de gradiente y otro activo mediante una proteina
transportadora localizada en la membrana interna del bacteroide (Streeter
1987). Este sistema es constitutivo e idéntico para el malato, succinato y
fumarato, ya que esta formado por una unica permeasa codificada por el gen
dtcA, el producto de otros dos genes dtcB y dtcC, forman un sistema
regulador de dos componentes que dirigen la disponibilidad de
carbohidratos e interaccionan con el factor NtrA, que regula la transcripcion
de dtcA (Udvardy y Day 1997). En Alder glutinosa, solo se han detectado
transcritos de genes de la familia dtcA en nédulos y no en otros o6rganos de
la planta, determindndose por inmunodeteccion su localizacion en la
membrana peribacteroidea (Jeong et al., 2004). Mutantes de rizobios que
carecen de este transportador de dicarboxilatos, son deficientes en la
fijacion de nitrégeno en asociacion con la planta hospedadora (Finan et al.,
1988).

f) Transportador de hierro:

El hierro es un nutriente esencial para la fijacion de nitrogeno, ya que
forma parte del cofactor FeMoco de la nitrogenasa y de la Fe-proteina, asi
como de proteinas de la cadena de transporte electronico y de la
leghemoglobina. Se han desarrollado dos estrategias para la entrada de
hierro en el bacteroide, la primera involucra el transporte del hierro en
forma de quelato con acidos organicos como el citrato-férrico que ayuda a
la solubilizacion del Fe**, mientras que la segunda estrategia, involucra la
reduccién inicial del Fe*" a Fe*" por una quelato-reductasa plasmatica (Day
et al., 2001). El aporte de hierro al bacteroide, requiere de un transportador
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de iones divalentes con capacidad para transportar hierro, que ha sido
identificado en nodulos de soja como proteina vegetal GmDmtl, que se
expresa en la membrana peribacteroidea de nodulos de soja (Kaiser et al.,
2003).

g) Transportador de potasio:

Se ha observado una relativamente alta permeabilidad al potasio en la
membrana peribacteroidea de nddulos de judia, que aporta evidencia de la
existencia de un canal permeable al potasio sensible al tetraetilamonio
(Andreev et al., 2005). El primer transpotador de potasio de la familia KUP
aislado y caracterizado de una leguminosa fue LjKUP en L. japonicus,
aunque LjKUP se expres6 en toda la planta, los niveles de expresion mas
altas se encontraron en nddulos (Desbrosses et al., 2004).

h) Transportador de zinc:

El zinc es un micronutriente esencial que debe ser aportado por la
planta al bacteroide, para lo que existen transportadores especificos de la
familia ZIP (Day et al., 2001). El primer miembro de esta familia
identificado en la membrana peribacteroidea de nodulos de soja (GmZIP1),
fue descrito por Moreau et al. (2002) y consta de 8 dominios de proteina
transmembrana, altamente selectivo para el zinc localizado en la membrana
del simbiosoma. También ha sido caracterizado en M. truncatula una
familia de seis genes MtZIP que codifican para proteinas ricas en histidina
que transportan metales (Lopez-Millan et al., 2004).

I) Transportador de sulfato:

Estudios protedmicos realizados en nddulos de L. japonicus indicaron
la presencia de un transportador de sulfato SST1 localizado en la membrana
del simbiosoma. Ademas, se han identificado dos genes Sstl y SSt2 que se
expresan especificamente en el nddulo y que codifican una proteina
homologa con transportadores de sulfato en eucariotas (Krusell et al., 2005).

2.6. Asimilaciéon del amonio
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El amonio es incorporado por las enzimas del ciclo de la glutamina
sintasa (Cullimore y Bennett 1988) a una molécula de glutamina y después
es exportada desde el citoplasma al xilema o bien en forma de asparagina o
de derivados de las purinas, conocidos como ureidos dependiendo del tipo
de nodulos: en indeterminados, se transporta principalmente como
asparagina la cual es sintetizada por una asparagina sintetasa dependiente de
glutamina (Kahn et al., 1998), y en determinados, como ureidos (alantoina y
el acido alantoico) (Schubert 1986; Atkins y Smith 2000). El transporte de
ureidos presenta ventajas (Argillier et al., 1989): a) se pueden utilizar para
estimar la actividad fijadora del nitrogeno; b) el coste metabolico en ATP de
la sintesis de ureidos se estima en menos del 50% de lo que necesita la
asparagina por atomo de nitrogeno; C) las plantas exportadoras de ureidos
utilizan mas eficientemente el carbono de los nodulos debido a la baja
relacion C/N que presentan los ureidos; d) las leguminosas transportadoras
de ureidos toleran mejor la presencia de nitrato o amonio en el medio
radical.

2.7. Metabolismo carbonado

La sacarosa, es un disacarido formado por una molécula de glucosa y
otra de fructosa, constituye la fuente de carbono que prioritariamente
requiere el nddulo para llevar a cabo la fijacion de nitrégeno, y procede de
la fotosintesis via floema (Gordon et al., 1987; Streeter 1987). A partir de
librerias de ADNc de nddulos de L. japonicus, se ha identificado un gen
LjSUT4 que codifica para un transportador de sacarosa con un elevado
grado de identidad con transportadores de sacarosa de otras plantas
(Flemetakis et al., 2003).

Una vez en el cortex nodular, la sacarosa difunde hasta el interior de
las células de la zona infectada del nddulo. Debido a que la sacarosa no
puede ser directamente utilizada por los bacteroides, esta debe ser
hidrolizada en el citoplasma de la célula vegetal. Las rutas que se conocen
para la hidrélisis de sacarosa en nddulos, estdn catalizadas por la invertasa
alcalina y/o la sacarosa sintasa, ambas en el citosol nodular (Kahn et al.,
1998) siendo la actividad de esta ultima la prioritaria (Day y Copeland,
1991). Estas enzimas contribuyen de forma distinta en el metabolismo de la
sacarosa segun el estadio de crecimiento en el que se encuentre la planta
(Koch 2004), de hecho, en un estudio de la actividad sacarosa sintasa e
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invertasa alcalina a lo largo de la ontogenia del nddulo de Vicia faba, Ocana
et al. (1998), encontraron que durante el crecimiento vegetativo, la sacarosa
sintasa era la principal enzima implicada en la degradacion de sacarosa,
mientras que en el periodo reproductor, la invertasa alcalina incrementaba
su actividad compensando el descenso de la actividad sintasa.

La sacarosa sintasa es un homotetramero mediante el cual, el
disacérido es hidrolizado en UDP-glucosa y fructosa de forma reversible en
una gran variedad de sumideros no fotosintéticos incluyendo al noédulo. Esta
proteina representa en el nodulo una proporcion significativa, del orden del
0.5 al 1%, siendo esta actividad en nddulo 70 y 20 veces mayor que en hojas
y raiz respectivamente (Gordon et al., 1999). La proteina esta codificada por
uno de los genes especificos del nédulo que se expresan durante el proceso
de nodulacion, se trata de la nodulina-100 (N-100), que se expresa en etapas
avanzadas de la implantacion y el establecimiento de la simbiosis
(Thummler y Verna 1987).

Los productos resultantes de la reaccion que cataliza, son utilizados
para sustentar la fijaciéon de nitrogeno, hecho que quedé demostrado en
trabajos como: 1) el de Anthon y Emerich (1990), que observaron que la
actividad sacarosa sintasa aumentaba coincidiendo con el establecimiento de
la fijacion del nitrégeno y la aparicion de la leghemoglobina; 2) el de
Gordon et al., (1999) que utilizando mutantes de guisante deficientes en un
90% de la actividad sacarosa sintasa, fueron incapaces de realizar fijacion de
nitrogeno de forma efectiva; 3) los realizados con noédulos de soja incapaces
de fijar nitrogeno, en los cuales no se observo induccion de esta enzima (Xie
etal., 2003); 4) y los estudios de hibridacion in situ e inmunolocalizacion de
la enzima, que demostraron que el ARNm de la misma, asi como la
proteina, se encuentran en células efectivas y no efectivas de la zona
simbidtica de nddulos determinados e indeterminados (Gordon et al., 1995;
Van Ghelue et al., 1996). Estas observaciones sugieren que la expresion de
esta enzima en nddulos estd estrechamente acoplada a la actividad
nitrogenasa (Arrese-Igor et al., 1999)

En los ndédulos radicales, esta enzima puede relacionarse con cuatro
funciones (Kahn et al., 1998):

a) Actha en el paso inicial del metabolismo carbonado produciendo
hexosas, que por distintas vias oxidativas producen la energia y el
poder reductor utilizado por la nitrogenasa.
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b) Los productos de la hidrélisis que cataliza, proporcionan sustratos
carbonados que participan en la sintesis de aminoacidos a expensas
del amonio producido por los bacteroides.

c) La UDP-glucosa puede integrarse en la sintesis de polisacaridos de
la pared celular, necesaria en los momentos iniciales de la simbiosis
y de otros azicares y nucleotidos.

d) Este mismo producto de la hidrélisis puede ser convertido en ADP-
glucosa, necesaria para la sintesis de almidon que se almacena en los
amiloplastos de células infectadas y no infectadas.

La invertasa es una hidrolasa que degrada irreversiblemente la
sacarosa en glucosa y fructosa (Copeland et al., 1990). Varios estudios
indican que las invertasas estdn implicadas en una gran variedad de procesos
que incluyen: a) la formacion de metabolitos secundarios (Baumert et al.,
2001; Arnold y Schultz 2002), b) la respuesta a estrés salino (Fukushida et
al., 2001; Balibrea et al., 2003), c) la interaccion planta-patégeno (Roitsch
et al., 2003), d) y las interacciones simbioticas, tales como planta-rhizobium
(Chopra et al., 2003) y planta-micorriza (Blee y Anderson 2002).

En funcion de su solubilidad, pH optimo y punto isoeléctrico se
pueden distinguir tres tipos diferentes de isoenzimas de invertasas: la
invertasa vacuolar, la asociada a pared celular, llamada también apopléstica,
extracelular o peripldsmica, y la citosélica. La invertasa vacuolar y la
asociada a la pared celular tienen propiedades enzimaticas y bioquimicas
similares, ambos tipos tienen un pH Optimo acido y son glicoproteinas
(Pagny et al., 2003). La invertasa citosélica es también conocida como
neutra o alcalina por su pH 6ptimo de 6.0-8.0, siendo esta clave en nddulos
de leguminosas (Flemetakis et al., 2006).

En la simbiosis Rhizobium-leguminosa, el conocimiento sobre el papel
fisiolégico de la invertasa citopldsmica alcalina es ain limitado, aunque ha
sido purificada y caracterizada en nddulos de garbanzo, donde mostré una
temperatura optima de 37°C y un pH de 7.0, la K, para la sacarosa fue 14.2
mM y la enzima se inhibi6 por varios iones metalicos (Asthir y Singh 1997).
Esta invertasa, parece ser la principal enzima involucrada en la hidrdlisis de
sacarosa en nddulos inmaduros de soja, y su actividad especifica se
mantiene elevada durante el desarrollo del nodulo, en contraste con la
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actividad sacarosa sintasa que es inapreciable en nodulos inmaduros y se
incrementa con la actividad nitrogenasa (Anthon y Emerich 1990).

Sdcdarosa |

I [

FRU + UDPG GLU + FRU

£ Kl lUDPGP HKl lFK

F6P<e—» G1P <+—» GB6P-w» FG6P

Figura 2 Vias de degradacion de sacarosa en el nodulo.

La via glucolitica se inicia con la glucosa y la fructosa producidas por
la hidrolisis de la sacarosa que deben ser fosforiladas para formar las
correspondientes hexosas-6P por kinasas especificas (Copeland y Turner
1987), hexoquinasa y fructoquinasa respectivamente. La glucosa-P y la
fructosa-P, entran en esta via o en la via oxidativa de las pentosas fosfato.
El producto final de la via glucolitica, oxalacetato o pirtivico, viene
determinado por la actividad relativa de la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC) o piruvato quinasa (Kahn et al., 1998).

En nddulos de leguminosas la produccion de oxalacetato estd
favorecida, debido a que la fosfoenolpiruvato carboxilasa es una enzima
citosolica muy abundante en los nddulos (>1-2% de la proteina soluble), que
cataliza la incorporacion del CO, respiratorio, en forma de HCOj;, en el
fosfoenolpiruvato proveniente de la glucolisis (Gordon 1991). Una gran
interdependencia entre la actividad PEPC y la nitrogenasa en el nodulo ha
sido descrita por Schulze et al. (1998) y Nomura et al. (20006).

Se considera que esta enzima estd involucrada en diferentes aspectos
de la fijacion de nitrégeno en nodulos de leguminosas, entre los que se
incluyen:

a) Sintesis de los acidos organicos, malico y succinico, utilizados como
sustratos respiratorios por los bacteroides (Rosendahl et al., 1990)
para el funcionamiento de la actividad nitrogenasa.
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b) Suministro de esqueletos carbonados para la asimilacion del amonio.
El oxalacetato es basico para formar aspartato y glutamina en
nddulos productores de ureidos (Christeller et al., 1977).

c) Los acidos organicos producidos pueden mantener el balance
intracelular de pH y equilibrar el transporte de iones (Israel y
Jackson 1982).

d) Recicla el CO, procedente de la respiracion, contribuyendo a la
economia del carbono en los noédulos (Derroche y Carrayol 1988).
Se estima que el 32% del carbono respirado es reasimilado en los
nodulos por esta enzima (Rainbird et al., 1984).

La PEPC nodular es de origen vegetal, debido a que no se detecta en
bacteroides (Miller et al., 1987), sin embargo su localizacion en el nodulo
ha sido objeto de controversia; estudios inmunocitoquimicos han
demostrado que la PEPC se encuentra tanto en células infectadas como no
infectadas (Robinson et al., 1996), aunque se ha descrito que las células no
infectadas de nodulos de soja contienen una mayor actividad que las
infectadas (Kouchi et al., 1988).

La PEPC ha sido parcialmente purificada y caracterizada en nodulos
de Vicia faba, comprobandose que la enzima es un homotetramero con un
peso molecular de 443 kDa, que mostr6 un pH 6ptimo de 8.25, ademas se
demostr6 que su inhibicidon por malato o su activacion por glucosa-6 fosfato
dependian del pH en el que se desarrollara la reaccion (Ocaiia et al., 1996).
La enzima se encuentra sujeta a regulacion postraduccional mediante una
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Xu et al., 2007), y alostericamente por
metabolitos como la glucosa-6 fosfato y triosas fosfato que la activan, y
malato y aspartato que la inhiben (Vance et al., 1994), sin embargo, los
mecanismos de regulacion metabdlica que determinan la interdependencia
entre PEPC y nitrogenasa son poco conocidos.

El oxalacetato es rapidamente transformado en malato a través de
actividad malato deshidrogenasa (MDH). Se ha confirmado en los nédulos
la presencia de tres formas de MDH: citosoélica, bacteroidal y mitocondrial
(Garnczaska y Ratajczak 1999) cuyos genes se expresan entre S y 15 veces
mas que en el resto de los tejidos de la planta (Miller et al., 1998). Estas
isoformas tienen un papel crucial en el suministro de malato requerido por
los bacteroides para llevar a cabo la fijacion de N, (Vance 1997). Una
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isoforma particular de MDH ha sido purificada en nédulos de alfalfa con
unas caracteristicas cinéticas que conducen la reaccion hacia la produccion
de grandes cantidades de malato en nodulos (Miller et al., 1998). El malato
es el sustrato preferente para la fijacion de nitrogeno (Delgado et al., 1993),
debido a que representa un potencial de adaptacion a las condiciones de
microaerobiosis existentes en el simbiosoma, que afectan a los ciclos
oxidativos mitocondriales y citoplasmicos, aunque otros dacidos
dicarboxilicos como el succinato y fumarato, son compuestos carbonados
utilizados por el bacteroide (Ferri et al., 2000; Soussi et al., 2001).

El 4cido oxalacético también puede ser metabolizado a través del ciclo
de los 4acidos tricarboxilicos. La primera reaccion que ocurre es la
condensacion del acido oxalacético con acetil-CoA, formando el 4cido
isocitrico. La isocitrato  deshidrogenasa (ICDH) cataliza la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato, reaccion
acoplada a la reduccién de un piridin nucledtido. Hasta ahora se han descrito
cuatro isoformas de ICDH dependientes de NADP" en plantas con diferente
localizaciéon en la célula: mitocondrial, cloropléstica, peroxisomal y
citosodlica (Galvez et al., 1999).

Se ha propuesto a la ICDH como fuente de a-cetoglutarato que regula
el flujo de carbono hacia las vias de asimilacion del nitrogeno (Gallardo et
al., 1995), considerandose de especial importancia en nddulos de
leguminosas para la sintesis de aminoéacidos (Hanning y Heldt 1993; Galvez
et al., 1999). La produccion de NADPH es esencial en situaciones de estrés
oxidativo, ya que el NADPH es necesario para el ciclo ascorbato-glutation,
que reduce el perdxido de hidrogeno a agua (Hodges et al., 2003).
Recientemente se ha detectado la induccion de la expresion génica de la
ICDH y el incremento en su actividad en ndédulos de guisante en
condiciones de estrés oxidativo, confirmando su papel clave en el reciclado
de NADPH para alimentar ¢l ciclo ascorbato-glutation (Marino et al., 2007).

El intenso metabolismo de la sacarosa a dacidos dicarboxilicos
acoplada a su uso por el bacteroide (fig. 3), refleja la adaptacion simbidtica
del metabolismo carbonado para la produccion de energia en un ambiente
bajo en oxigeno. Esta adaptacion de la planta, implica el control y la
expresion coordinada de tres enzimas criticas, la sacarosa sintasa, la
fosfoenolpiruvato carboxilasa y la malato deshidrogenasa (Kahn et al.,
1998).
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Algunos de los procesos que conlleva el metabolismo carbonado
nodular estdn bien caracterizados, sin embargo, el metabolismo de la
trehalosa en nodulos, su sintesis, degradacion asi como su funcidén estan
poco estudiadas. Debe incidirse en que la trehalosa es un azucar no
estructural abundante en nodulos de algunas leguminosas, pudiendo llegar a
constituir cerca del 1% del peso seco total del nodulo, ademads, a diferencia
del resto de tejidos vegetales, los nodulos de las leguminosas presentan una
alta actividad trehalasa, enzima responsable de la hidrélisis de trehalosa
(Miiller et al., 1995b). Tanto la trehalosa como la trehalasa, podrian tener un
papel regulador del metabolismo carbonado en plantas, interviniendo en el
transporte de sustratos carbonados al ndédulo (Miiller et al., 1999), lo cual
resulta de interés primordial en el funcionamiento del bacteroide.

3. Trehalosa
3.1. Distribucién y localizacion

La trehalosa es un disacarido no reductor formado por dos moléculas
de glucosa unidas por un enlace a,a (a-D-glucopiranosil-1, 1-a-D-
glucopirandsido) con una amplia distribucion en la naturaleza. La trehalosa
fue aislada por primera vez en 1832 por Wiggers como un azlcar
desconocido procedente de un hongo que infecta al centeno (Panek 1991).
Un cuarto de siglo después, el quimico Berthelot descubrid el mismo azucar
en la cuticula del escarabajo Larinus, parasito de plantas, conocido como
“trahalamana”, lo que inspir6 a Berthelot para denominarlo “trehalosa”
(Elbein 1974).

En general, la trehalosa se encuentra en diferentes organismos como
levaduras, hongos, bacterias, insectos y otros invertebrados, asi como en
plantas vasculares como Selaginella lepidophylla (Rosa de Jerico) (Phillips
et al., 2002) o en plantas resistentes a la desecacion como Myrothamnus
flabellifolius (Bianchi et al., 1993; Atar-Zwillenberg 1998). También se ha
detectado trehalosa, aunque a bajas concentraciones en tabaco, patata y
Arabidopsis indicando una mayor presencia en angiospermas (Goddijn y
Van Dun 1999; Vogel et al., 2001; Miiller et al., 2001b). Ademas, la
trehalosa se acumula en ocasiones en plantas infectadas por patdgenos
(Brodmann et al., 2002), en 6rganos simbidticos como raices micorrizadas
(Schubert et al., 1992) o nodulos fijadores de nitrogeno (Streeter 1980).
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Aunque algunos de los procesos que conlleva el metabolismo
carbonado nodular estan bien caracterizados, muchas rutas, su funciéon y su
regulacion permanecen todavia desconocidas. Un ejemplo de ello se refiere
al metabolismo de la trehalosa en nddulos, su sintesis, degradacion asi como
sus funciones son poco conocidas. Debe incidirse en que la trehalosa es uno
de los azucares no estructurales abundante en nddulos de algunas
leguminosas pudiendo llegar a constituir cerca del 1% del peso seco total
del nodulo (Miiller et al., 1995). Ademas a diferencia del resto de tejidos
vegetales, los nodulos de las leguminosas presentan una alta actividad
trehalasa, enzima responsable de la hidrolisis de trehalosa. Tanto la
trehalosa como trehalasa, podrian tener un papel regulador del metabolismo
carbonado en plantas, interviniendo en este sentido en el transporte de
sustratos carbonados al nodulo (Miiller et al., 1999), lo cual resulta de
interés primordial para el funcionamiento del bacteroide.

3.2. Metabolismo
3.2.1. Biosintesis

Se han propuesto tres rutas metabolicas independientes para la sintesis
de trehalosa. La ruta mas comun es la de la trehalosa 6-fosfato sintasa
(TPS), que forma trehalosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-
fosfato con su posterior desfosforilacion para formar trehalosa. Otras dos
rutas adicionales para la sintesis de trehalosa fueron descritas durante la
pasada década (De Smet et al., 2000), en la primera de ellas intervienen una
maltooligosiltrehalosa sintasa (MOTS) y una maltooligosiltrehalosa
tetrahidrolasa, la segunda ruta comprende una reaccion de
transglucosilacion sencilla, produciendo trehalosa a partir de maltosa por
accion de una trehalosa sintasa (TS).

3.2.1.1. Via trehalosa 6 fosfato sintasa: TPS

Cabib y Leloir (1958) describieron que la trehalosa en levaduras era
sintetizada mediante una ruta analoga a la sintesis de la sacarosa a partir de
UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato en dos pasos, en el primero de ellos, la
trehalosa-6-fosfato  sintasa ~ (TPS;  UDP-glucosa:  D-glucosa-6-P
glucosiltransferasa) transfiere el residuo glucosil desde la UDP-glucosa a la
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glucosa-6-fosfato para formar trehalosa-6-fosfato, en el segundo, la
trehalosa-6-fosfato es transformada en trehalosa y fosforo inorgédnico por
una trehalosa-6-fosfato  fosfatasa  especifica (TPP: trehalosa-6-
fosfohidrolasa).

TPS
UDP-glucosa + glucosa-6-P  ———» UDP + trehalosa-6-P
TPP
UDP + trehalosa-6-P ——» UDP + Pi + trehalosa

En Saccharomyces cerevisae, ambas enzimas (TPS y TPP), forman
un complejo multimérico denominado trehalosa sintasa junto con
subunidades adicionales que regulan su actividad. La trehalosa-6-fosfato
sintasa esta codificada por el gen tpsl, la trehalosa-6-fosfato fosfatasa por
tps2 y los componentes reguladores del complejo trehalosa-6-fosfato
sintasa/fosfatasa por tps3 y tsl1 (Bell et al., 1998).

En Escherichia coli, el segundo modelo mejor estudiado de esta ruta,
trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa estan codificados
por los genes OtSA y otSB (osmotic trehalose Synthesis). La proteina OtsA
tiene homologia con la longitud total de TPSI, el extremo C-terminal de
TPS2 y una region interna de TPS3, mientras que la OtsB tiene homologia
con el extremo C-terminal de TPS2, pero no con el resto de subunidades
(Kaasen et al., 1994). Genes homoélogos de 0tSA/B o tps/tpp se han descrito
en algunas enterobacterias y en Mycobacterium spp. (De Smet et al., 2000).

La comparacion de las secuencias de los genes tps y tpp de E. coli con
bases de datos de secuencias de genes de plantas, reveld la presencia de
genes homologos en A. thaliana y S. lepidophylla (Van Dijck et al., 2002)
asi como en arroz, tabaco patata y girasol (Goddijn y Van Dun 1999), de los
que se demostr6 su funcionalidad mediante complementacion de mutantes
de levaduras incapaces de sintetizar trehalosa (Blazquez et al., 1998; Vogel
et al., 1998). Los genes AtTPS1, AtTPPA y AtTPPB fueron clonados en A.
thaliana (Vogel et al., 1998; Eastmond et al., 2002) y mas recientemente en
Nicotiana tabacum el de la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (NtTPPL) (Wang et
al., 2005).

Salminem y Streeter (1986) publicaron la sintesis de trehalosa a partir
de UDP-glucosa y glucosa-6-P en nddulos de soja por la via de OtsA/B. Sin
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embargo, el mismo grupo indicé la imposibilidad de obtener mutantes
mediante insercion de transposones, incapaces de sintetizar trehalosa
(Streeter y Bhagwat 1999), lo que indicaba la existencia de otras vias
alternativas para la sintesis de trehalosa.

La sintesis de trehalosa por esta via es muy variable entre las especies
de Rhizobium: algunas producen cantidades insignificantes, mientras que
otras acumulan cantidades que pueden oscilar entre el 90% y el 100% de los
disacaridos (Streeter 1995). En B. japonicum la trehalosa es el principal
carbohidrato entre los disacaridos acumulados, regularmente lo acumulan en
la fase estacionaria, aunque las concentraciones pueden variar ampliamente
(Streeter 1985). Sin embargo, Miiller et al. (1994a) informaron de que
existen cepas de B. lupini y Rhizobium sp. NGR234 que no acumulan
trehalosa.

3.2.1.2. Via maltooligosiltrehalosa sintasa: MOTS

Una ruta alternativa para la sintesis de trehalosa a partir de polimeros
de glucosa fue identificada en Arthrobacter sp. cepa Q36 aislada del suclo
(Maruta et al., 1996a). La trehalosa es sintetizada por una transglucosilacion
intramolecular: el enlace o 1-4 terminal de una variedad de
maltooligosacéaridos con una longitud de cadena de 4 o mas residuos, es
transformado en un enlace a 1-1 por la maltooligosiltrehalosa sintasa
(MOTS, codificada por el gen treY). El disaciarido terminal es
posteriormente separado por accion de wuna maltooligosiltrehalosa
tetrahidrolasa (MOTT, codificada por el gen treZ), generdndose una
molécula de trehalosa (Maruta et al., 1996a; Maruta et al., 1996b):

MOTS
glu-a(1-4) [glu-o(1-4)], glu-a(1-4)glu —» glu-o(1-4) [glu-a(1-4)], glu-a(1-1)glu

MOTT
glu-o(1-4) [glu-a(1-4)], glu-a(1-1)glu —> glu-a(1-4) [glu-a(1-4)], + glu-a(1-1)glu

En experimentos realizados in vitro en Rhizobium sp, se ha
comprobado que ambas enzimas (MOT sintasa y MOT tetrahidrolasa) son
capaces de transformar la amilosa en trehalosa (Maruta el al., 1996b).
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Streeter y Bhagwat (1999) analizaron la capacidad de sintetizar trehalosa
por esta via en una gran variedad de especies de rizobios, describiendo la
presencia de esta actividad en B. japonicum, B. elkanii, Rhizobium sp.
NGR234, S. meliloti, R. tropici, R. leguminosarum bv viciae, R.
leguminosarum bv trifolii y Azorhizobium caulinodans, no obstante, la
sintesis de trehalosa a partir de maltooligosacéaridos no pudo ser detectada
en R. tropici o R. etli. Esta ruta ha sido descrita en otros organismos en los
que se incluyen Sulfolobus acidocaldarius (Nakada et al., 1995a, 1995b),
Brevibacterium hevolum (Kim et al., 2000) y Mycobacterium spp. (De Smet
etal., 2000).

3.2.1.3. Via trehalosa sintasa: TS

La via trehalosa sintasa ha sido identificada en Pimelobacter sp. R48,
Thermus spp. (Nishimoto et al., 1995) y en Mycobacterium spp. (De Smet
et al., 2000). Como en la ruta MOTS, la trehalosa se forma por
transglucosilacion intramolecular. Tanto la proteina TreY (MOTS) como
TreS (TS) catalizan una aa-1,1-transglucosilacion, aunque difieren en el
nimero adicional de residuos de glucosa unidos al centro activo (De Smet et
al., 2000). En la via TS, el enlace a(1-4) de la maltosa es transformado en
a(1-1) de la trehalosa por accion de la actividad trehalosa sintasa codificada
por treS:

TS
glucosa-a(1-4) glucosa (maltosa) — glucosa-a(1-1)glucosa (trehalosa)

3.2.2. Catabolismo

La trehalasa (o-glucosido-1-glucohidrolasa) degrada la trehalosa en
dos unidades de glucosa en plantas, habiéndose detectado en numerosos
organismos tanto procariotas como eucariotas (Elbein 1974). El gen que
codifica para la trehalasa en diferentes oOrganos de la planta ha sido
identificado en A. thaliana (Miiller et al., 2001b).

TRE
glucosa-a(1-1)glucosa (trehalosa) —  glucosa + glucosa
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La actividad trehalasa se detecta en diferentes grupos taxonémicos en
plantas superiores (Miller et al., 1995b) manteniendo los niveles de
trehalosa celular en concentraciones bajas para evitar la interaccion de la
acumulacion de trehalosa en el metabolismo carbonado (Miiller et al.,
1999).

Se ha postulado que la trehalasa podria desempefiar un papel en los
mecanismos de defensa frente a patdgenos, esta hipotesis se apoya en
experimentos realizados con A. thaliana, en los que la expresion del gen de
la trehalasa (AtTRE1) se indujo fuertemente cuando las plantas se infectan
con un patdogeno productor de trehalosa como Plasmodiophora brassicae
(Brodmann et al., 2002), también intervendria en la degradacion de la
trehalosa producida por microorganismos asociados a plantas, como
rizobios en nodulos de leguminosas (Miiller et al., 1995b) o hongos
micorricicos asociados a raices (Schubert et al., 1992).

3.3. Funciones de la trehalosa en plantas

Dependiendo del sistema bioldgico, se han propuesto diversas
funciones para la trehalosa. Entre estas se incluyen: fuente de carbono y
energia en bacterias, reserva y transporte de carbohidratos en hongos, soluto
compatible frente a estreses en bacterias y levaduras, componente de la
pared celular en micobacterias y posible molécula sefial en el flujo de
carbono en plantas.

En plantas a la trehalosa se la relaciona con los siguientes procesos:
a) Estabilizacion de moléculas y estructuras celulares:

Su particular estructura determina que es un azucar no reductor y con
propiedades fisicas muy interesantes como alta hidrofilidad, estabilidad
quimica y la ausencia de uniones internas de hidrégeno, estas caracteristicas
favorecen que al asociarse con las proteinas, no interfiera con la estructura
de éstas, con lo cual, mantiene su forma y concentra el agua disponible
cerca de ellas y por tanto protege, estabiliza y evita la alteracion de
moléculas proteicas y estructuras en las células, ademas puede ser
rapidamente hidrolizada o metabolizada (Schiraldi et al., 2002). Cuando la
proteina estd sujeta a condiciones desnaturalizantes, la trehalosa inhibe los
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movimientos que conducen a este proceso y facilita su estabilizacion
(Sampedro y Uribe 2004).

b) Reserva energética:

La trehalosa puede formar parte de la reserva de carbohidratos de la

planta, puesto que se acumula en células y/o en organos reproductores
(Elbein 1974; Thevelein 1984).

¢) Regula el crecimiento de la planta:

Vogel et al. (1998) sugirieron que la trehalosa o los intermediarios
relacionados con su metabolismo, podrian actuar como reguladores del
crecimiento y desarrollo en plantas. Esta sugerencia se basa en el
comportamiento de plantas de tabaco que cuando sobreexpresan genes tps
heter6logos de la sintesis de trehalosa procedentes de levaduras o de E. coli,
muestran retraso en el crecimiento, se forman hojas aciculadas, crecimiento
achaparrado ademas de efectos pleiotropicos (Romero et al., 1997). Incluso
se ha descrito que la ausencia de trehalosa-6 fosfato sintasa en plantas de A.
thaliana, impide el desarrollo embrionario (Gémez et al., 2006), el inicio de
la floracion y retrasa la senescencia de la planta (Anja et al., 2004).

d) Regula el metabolismo de carbohidratos:

Se ha comprobado que la trehalosa estimula tanto la sintesis de
fructosa como la de sacarosa (Wagner et al., 1986), lo que sugiere que
puede influir en la sintesis de carbohidratos de reserva y en su distribucion
en la planta. Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado el papel
del precursor de la trehalosa (trehalosa-6 fosfato) como molécula reguladora
del metabolismo carbonado (Eastmond y Gram. 2003). Lunn et al. (2006)
descubrieron que el aumento de los niveles de trehalosa-6 fosfato producian
un aumento de la sintesis de almidon mediado por la ADP-glucosa
pirofosforilasa, estos resultados apoyan el hecho de que la trehalosa-6
fosfato, actie como molécula reguladora del contenido de azucares en
plantas, descrito previamente por Avonce et al. (2004), asi como su papel en
la mediacion de los cambios en la tasa de sintesis de almidon (Kolbe et al.,
2005).
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e) Regula la glucolisis:

La trehalosa-6 fosfato, precursor de la trehalosa, controla el flujo de la
glucolisis, debido a que inhibe la hexoquinasa, jugando un importante papel
en la regulacion de las primeras etapas de este proceso oxidativo en plantas
(Wingler 2002). Incluso, en mutantes de A. thaliana en ausencia del gen tps
de la trehalosa-6 fosfato sintasa, se demuestra que mejora la acumulacion de
glucosa durante la maduracion del embrion (Eastmond et al., 2002).

f) Regula el metabolismo fotosintético:

Plantas transgénicas que expresan genes tps de E. coli, que codifican
para la trehalosa-6 fosfato sintasa, exhiben un aumento del proceso
fotosintético; sin embargo, se reduce cuando expresan genes tpp, que
codifican para la trehalosa-6 fosfato fosfatasa (Paul et al., 2001). Ademas, la
trehalosa afecta a la actividad de enzimas involucradas en la acumulacion de
asimilados procedentes de la fotosintesis como el almidon (Fritzius et al.,
2001) y la sacarosa (Miiller et al., 1998).

g) Protector frente al estrés:

Dentro de la versatilidad de la trehalosa, se la sitia como protector en
respuesta a diferentes condiciones de estrés, tales como calor, frio, estrés
hidrico y salino en diversos organismos (Elbein et al., 2003). Este efecto se
ha observado en condiciones de estrés hidrico en plantas de judia (Farias-
Rodriguez et al., 1998) y de soja (Miiller et al., 1996) que acumularon
trehalosa. Recientemente Bae et al., (2005), han descrito un nuevo papel de
la trehalosa en la proteccion frente al estrés mediante la induccion de
proteinas de respuesta al estrés en A. thaliana. En los tultimos afios, han
proliferado las plantas transgénicas con niveles de solutos compatibles
incrementados (Rontein et al., 2002), incluyendo la trehalosa, con el fin de
obtener plantas mas resistentes a condiciones de estrés (Penna 2003). La
modificacion de los niveles de trehalosa en los tejidos vegetales mediante la
sobreproduccién de la misma, ha sido llevada a cabo con éxito en arroz
(Jang et al., 2003) y en tabaco (Romero et al., 1997; Pilon-Smits et al.,
1998; Romero et al., 2002).
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h) Otras funciones:

Es usada comercialmente como aditivo para la conservacion de
enzimas, durante la liofilizacion y la criopreservacion celular, de hecho, la
trehalosa ha sido legalizada como aditivo alimentario por el sistema de
regulacion europeo, siguiendo la aprobacion de la US Food and Drug
Administration (Schiraldi et al., 2002).

3.4. Trehalosa en la simbiosis Rhizobium-leguminosa
3.4.1. Localizacion

En 1980 Streeter describid6 la presencia de trehalosa como
carbohidrato mayoritario en nodulos de soja cuando es activo el proceso de
fijacion de nitrogeno, aunque fueron detectadas cantidades traza en otras
partes de la planta. Se asumia que la trehalosa no era un disacarido frecuente
en planta, por lo que se especuld que la trehalosa detectada en los diversos
organos del vegetal podria derivar del nddulo. Estudios posteriores,
demostraron que la trehalosa estaba presente en otros noddulos de
leguminosas estudiados. Asi, Phillips et al. (1984) detectaron trehalosa en
nédulos de soja (Glycine max), de trébol blanco (Trifolium repens), e
incluso en los nodulos de no leguminosas como Agnus glutinosa y
Elaeagnus angustifolia. Streeter (1985) también encontré acumulacion de
trehalosa en nodulos de cacahuete (Arachis hypogenus), alfalfa (Medicago
sativa), judia (Phaseolus vulgaris), guisante (Pisum sativum), soja (G. max),
trébol (T. repens) y Lotus corniculatus.

Se ha propuesto que la trehalosa en ndédulos de leguminosas podria ser
sintetizada por el bacteroide (Streeter 1987), en base a la observacion de que
entre los mono y disacéaridos del nddulo, solo la trehalosa esta presente en
una concentracion mayor en el bacteroide que en el citosol nodular. Este
mismo autor también describié que en bacteroides aislados de nodulos de
soja se sintetizaba trehalosa (Streeter 1985).

La distribucion de la trehalosa en el noédulo varia segin su etapa de
desarrollo: en nodulos jovenes el mayor contenido se localiza en el citosol
vegetal, y solo una pequeiia porcion en bacteroides, en nddulos senescentes
esta distribucion es la opuesta, localizandose hasta un 90% de la trehalosa
en los bacteroides (Streeter 1985), este incremento en la retencion de
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trehalosa por los bacteroides con la edad, podria ser indicativo de que su
funcion varia durante el desarrollo del nodulo.

3.4.2. Metabolismo

La ruta de biosintesis mas estudiada en nodulos es la TPS cuya
enzima clave es la trehalosa-6 fosfato sintasa, que es activa en bacteroides
de nodulos de soja, no obstante, esta actividad varia segun la cepa de rizobio
utilizada para formar el nédulo, de hecho, los bacteroides formados por B
japonicum 61A76, tienen 1.8 veces mas actividad TPS que la detectada en
bacteroides procedentes de la cepa de B.japonicum USDA 110 (Salminen y
Strecter 1986). Esto se correlaciona con la relativamente alta acumulacion
de trehalosa encontrada en nddulos formados por la cepa 61A76 de esta
misma bacteria (Streeter 1985).

La actividad trehalosa-6-fosfato fosfatasa, segunda enzima de la via
TPS, a diferencia de la trehalosa-6-fosfato sintasa, no es especifica de
bacteroides, encontrandose tanto en bacteroide como en el citosol de la

célula hospedadora en proporciones similares (Salminem y Streeter 1986).

P H,O
PP Trehalosa
Trehalasa
Trehalosa-6-P Glucosa + Glucosa
UDP
TPS UDP-Glucosa+ " i

Glucosa-6-P

Figura 4. Metabolismo de la trehalosa en nodulos de leguminosas.

La enzima degradadora de trehalosa en los nodulos de soja es la
trehalasa, segun describieron Salminen y Streeter 1986, detectandose en
bacteroides y citosol nodular, donde la actividad era mayor. Mellor (1988),
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con nddulos de soja también, detectd mayor actividad trehalasa en el citosol,
alguna en el espacio peribacteroideo y ninguna en bacteroide, en contraste,
Kinnback y Werner (1991), trabajando con la misma especie de leguminosa,
encontraron actividad trehalasa 8 veces superior en el espacio
peribacteroideo que en el citosol nodular, por lo que la compartimentacion
de la trehalasa es bastante discutida. Sin embargo, se asume que la actividad
trehalasa estd asociada y potenciada en el ndédulo y que se trata de una
proteina de origen vegetal, que se encuentra en otros 6rganos de la planta
con menor actividad, (Miiller et al., 1994a).

El peso molecular de la trehalasa purificada de nodulos de soja,
determinado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida SDS fue de
54 kDa, identificandose como un monomero, la caracterizacion de esta
actividad enzimatica, revel6d que tiene dos pH Optimos que se sitian en pH
3.8 y 6.6 (Miiller et al., 1992). Previamente se habia sugerido que el pH
acido, carecia de relevancia fisioldgica, excepto si la enzima estuviera
asociada con la vacuola como se demostro en levaduras (Keller et al., 1982),
sin embargo, se ha detectado una acidificacion del espacio peribacteroideo,
debido a las ATPasas localizadas en la membrana peribacteroidea (Andreev
et al,, 1999), y a la cadena de transporte electronico respiratoria del
bacteroide que bombean protones al espacio peribacteroideo, por lo cual el
pH écido podria tener una relevancia fisioldgica en nodulos.

Entre los inhibidores especificos de la trehalasa nodular se encuentra
la validamicina A, que previamente fue utilizada como un inhibidor
altamente especifico de trehalasas en hongos (Asano et al., 1987), insectos
(Asano et al., 1990) y plantas (Kendall et al., 1990; Goddijn et al. 1999).
Este compuesto ha supuesto una herramienta 1util para el estudio de las
posibles funciones de la trehalasa en el metabolismo nodular, como
demuestra el trabajo publicado por Miiller et al. (1995a). El trehazolin
también ha sido descrito como inhibidor especifico de la trehalasa en
experimentos realizados con la enzima purificada de gusanos de seda, no
ejerciendo ningun efecto sobre otras glucosidasas (Ando et al., 1995).

La trehalasa ha sido descrita en nodulos de Lablab purpureus,
Psophocarpus tetragonolobus, P. vulgaris, G. max, Lupinus albus, P.
sativum, Vicia faba, Leucaena leucocefala, Vigna unguiculata, C. arietinun,
T. repens y M. sativa, no observandose correlacion entre el contenido de
trehalosa y la actividad trehalasa en noddulos de estas leguminosas, no
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obstante, se ha evidenciado: @) la actividad trehalasa es mayor en nodulos
efectivos que en nodulos inefectivos, b) la activacion de esta enzima esta
mas correlacionada con la fijacion de nitrogeno que con la disponibilidad de
sustrato, C) la regulacion de la trehalasa en nodulos es mas compleja que la
mera induccidn por el sustrato (Miiller et al., 1994a). Esta regulacion no
parece que ocurra a nivel transcripcional, debido a que el gen GmTRE1, que
codifica para la trehalasa de nddulos de soja, se expresa a niveles bajos pero
constantes en muchos tejidos (Aeschbacher et al., 1999). En raices de soja
se ha demostrado que un tratamiento con la auxina incrementa la actividad
trehalasa (Miiller et al., 1995a), por lo que la auxina producida por el
microsimbionte, podria ser la inductora de la trehalasa en el nddulo.

Ademas de la trechalasa, se han detectado otras dos enzimas
responsables de la degradacion de trehalosa: fosfotrehalasa, que acttia
sobre trehalosa-6-fosfato y forma glucosa y glucosa-6-fosfato, y la
trehalosa fosforilasa que origina glucosa y -glucosa-1-fosfato (Salminen y
Streeter 1986). Es interesante sefialar que cuando la trehalasa se encuentra
en exceso y funciona la trehalosa-6-fosfato sintasa, se debe requerir una
estrecha regulacion y compartimentacion de todas las enzimas catabolicas
para que se produzca la acumulacion de trehalosa en el nédulo.

3.4.3. Funciones
3.4.3.1. En rizobio en vida libre
a) Fuente de carbono:

La capacidad de crecer en un medio con trehalosa como tnica fuente
de carbono es habitual en algunos rizobios, a excepcion de ciertas especies
de Bradyrhizobium (Glenn y Dilworth 1981; Streeter 1985). Incluso se han
descrito dos transportadores de alta afinidad para la trehalosa en S. meliloti
dependientes de uniones ATP-proteina, localizados en el periplasma (Willis
y Walker 1999; Jensen et al., 2002). Se ha demostrado que la trehalosa se
encuentra presente en los exudados radicales de M. sativa (Phillips y Streit
1997) y por tanto la capacidad de utilizar trehalosa como fuente de carbono
puede ser ttil al rizobio, para competir por la colonizacion de la raiz (Jensen
etal., 2002).
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b) Osmoprotector:

La acumulacién de trehalosa se asocia con el incremento de la
tolerancia de los rizobios frente a varios tipos de estrés (Argiielles et al.,
2000). Se ha identificado a la trehalosa como soluto compatible que se
acumula durante la fase estacionaria en algunos rizobios en condiciones
hiperosmoticas (Ghittoni y Bueno 1996; Dardanelli et al., 2000). También
se ha comprobado como la adiciébn exogena de trehalosa estimuld el
crecimiento de S. meliloti cultivado en situacion de estrés salino (Gouffi et
al., 1999).

c¢) Adaptacién a condiciones microaerobicas:

Hoelzle y Streeter (1990), realizaron experimentos en base a la
hipdtesis de que la produccion de trehalosa por rizobios en vida libre podria
ser inducida en condiciones microaerdbicas, después de observar que R.
leguminosarum bv. phaseoli, R. leguminosarum bv. viciae, R. fredii y S.
meliloti no acumularon trehalosa, o solo niveles de 4.8 pg por mg de
proteina, cuando crecieron con un 21% de oxigeno, mientras que cuando se
cultivaron estas bacterias con 1% de oxigeno, se form6 significativamente
mas trehalosa, hasta 85.6 pg por mg de proteina, no obstante, cuando la
tension de oxigeno fue de nuevo cambiada de 1% a 21%, la trehalosa
acumulada fue metabolizada. Los mecanismos bioquimicos de acumulacion
de trehalosa en condiciones de tension de oxigeno baja, podrian deberse a
un incremento de la sintesis, a una disminucién de la degradacion o a ambos
procesos.

3.4.3.2. En nédulo

La funcion de la trehalosa en el metabolismo nodular ha sido
examinada a través de dos estrategias, que provocan la alteracion de su nivel
en el nddulo, bien por la adiciéon del inhibidor de la trehalasa, o por la
adicion exdgena de trehalosa (Miiller et al., 1995a; Miiller et al., 1998). En
estas condiciones se ha podido deducir que la trehalosa puede actuar como
analogo de la sacarosa, producto carbonado mayoritario en el nddulo, lo que
podria inducir a alteraciones en el metabolismo carbonado afectando
directamente al proceso de fijacion de nitrogeno (Gordon et al., 1997). En
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estas observaciones, también se especula que la trehalosa pueda ser
secretada por los bacteroides con el fin de influenciar el transporte de
sacarosa al nodulo, favoreciendo la fijacion de nitrogeno (Miiller et al.,
1999), esta hipodtesis se refuerza con el hecho de que los nddulos
colonizados por cepas productoras de trehalosa, tienen menor cantidad de
sacarosa y un aumento en las actividades sacarosa sintasa e invertasa
alcalina (Miiller et al., 1998).

La acumulacion de trehalosa en los nodulos, puede relacionarse con la
proteccion frente a diversos factores abidticos como estrés salino, sequia o
nitratos, (Miiller et al., 1996; Farias-Rodriguez et al., 1998) En plantas de
M. sativa infectadas con R. meliloti, las concentraciones de maltosa y
trehalosa se incrementaron significativamente con 0.15M de NaCl,
especialmente en raices (4.6 y 3.5 veces respectivamente) y bacteroides (3.0
y 4.4 veces), sin embargo, estos azucares permanecieron como compuestos
minoritarios: menos del 2.5% del total de carbohidratos, por lo que la
concentracion era demasiado baja como para contribuir eficientemente a la
osmorregulacion (Fougére et al., 1991).

En nédulos de soja, se ha descrito un incremento de trehalosa en
condiciones de estrés hidrico, aunque esta acumulacion era dependiente de
la cepa de Bradyrhizobium utilizada en la inoculacion (Miiller et al., 1996).
En judia, el incremento de trehalosa durante el estrés hidrico, vari6 segln la
cepa de rizobio y el cultivar entre 2 y 48 veces; aquellos cultivares con mas
trehalosa en el nédulo, mostraron un elevado contenido relativo de agua en
hoja y fueron mas resistentes a la sequia (Farias-Rodriguez et al., 1998).

En plantas noduladas de soja a las que se les aplicé nitrato, se produjo
un descenso paralelo de la actividad nitrogenasa y del contenido de
trehalosa en el nodulo (Miiller et al., 1994b), este hecho es analogo a la
disminucién de trehalosa observada en nodulos de soja cuando proceden de
cepas mutantes fix- (Xie et al., 2003), lo que demuestra la relacion entre
contenido de trehalosa en nédulo y proceso de fijacion de nitrégeno.

4. Salinidad

Cualquier condicion desfavorable o sustancia que afecte o bloquee el
metabolismo, desarrollo o crecimiento de la planta puede considerarse como
un estrés, que puede estar inducido por factores naturales o antropogénicos.
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Se puede diferenciar el efecto que produce el estrés a corto plazo (short
term) y a largo plazo (long term), considerandose el primero como un nivel
de estrés bajo, que puede ser parcialmente compensado por aclimatacion y
adaptacion; y el segundo como un nivel de estrés intenso o cronico, que
causaria dafnos considerables, afectando a las células y que eventualmente
conllevaria la muerte de la planta (Lichtenthaler 1996).

4.1. Implicaciones agroambientales

La salinidad del suelo es uno de los factores ambientales que limita en
mayor medida la distribucion y productividad de los principales cultivos. Se
calcula que aproximadamente la salinidad afecta al 20% de la tierra
cultivable en el mundo y al 40% de la irrigada (Sahi et al., 2006). Este es un
problema caracteristico de regiones clasificadas como aridas y semidridas,
que comprenden el 25% de la tierra total del planeta (Yamaguchi y
Blumwald 2005), y que se considera endémico en el area mediterranea.
Consecuentemente, el desarrollo de investigaciones que potencien el
rendimiento de los cultivos en suelos salinos, representa una prioridad en la
investigacion actual.

En las tultimas décadas se han realizado experimentos y estudios
encaminados a lograr la tolerancia o adaptacion de los cultivos a la salinidad
a través de estrategias como: a) Técnicas convencionales de mejora y
seleccion de genotipos tolerantes (Ashraf 2002); b) Identificacion de
marcadores o caracteristicas agrondmicas que confieran tolerancia como
pueden ser la supervivencia y altura de la planta (Noble y Rogers 1992), el
desarrollo del area foliar (Franco et al., 1993), el control de dafios en hojas
(Munns 1993) y el mantenimiento de la tasa de crecimiento relativo (Cramer
et al., 1990); c) Mapeo de las regiones del genoma asociadas con la
variacion de rasgos cuantitativos, e identificacion de marcadores
moleculares que permitan la selecciéon de especies o genotipos tolerantes
(Yamaguchi y Blumwald 2005); d) Obtencion de plantas transgénicas por
introduccion de genes o alteracion de la expresion de otros ya existentes que
afecten al grado de tolerancia a la salinidad (Yamaguchi y Blumwald 2005).
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4.2. Salinidad en Rhizobium en vida libre

El incremento de la salinidad externa, conlleva efectos adversos sobre
las poblaciones de rizobios debido al aumento de la concentracion de iones
en el citosol (Sleator y Hill 2001), a la salida de agua de la célula y por tanto
la reduccion del turgor celular. Un examen por microscopia optica revela
modificaciones en las células de Rhizobium, que presentan formas dilatadas,
curvadas, espiraladas, alargadas o formando estructuras filamentosas.
Zahran et al., (1992) explican que estos cambios morfologicos de
Rhizobium, vienen determinados por la inhibicion de la division celular por
el estrés salino. Ademds se han descrito otros cambios morfologicos y
ultraestructurales en la célula bacteriana, observandose en el contenido
celular una separacion en zonas claras y oscuras (Zahran et al., 1997), asi
como cambios en el patron de polisacaridos extracelulares (Soussi et al.,
2001; Zahran 1999).

La respuesta a la salinidad es un fenémeno que implica numerosos
procesos fisiologicos y bioquimicos, que se reflejan en cambios en la
expresion y en la actividad de enzimas, proteinas y transportadores
(Djordjevic et al., 2003; Wei et al.,, 2004). Riiberg et al. (2003)
determinaron que una exposicion prolongada de S. meliloti a 380 mM NacCl,
provocaba una inhibicion de la biosintesis de aminoacidos, de la absorcion
de hierro, de la motilidad, la quimiotasis y una activaciéon de genes
relacionados con biosintesis de polisacaridos y el transporte de pequefias
moléculas como aminodcidos, aminas, péptidos, aniones y alcoholes.
Dominguez-Ferreras et al. (2006) encontraron que en células de S. meliloti
en condiciones de salinidad e hiperosmoticas, se producia la induccion de
un gran numero de genes cuya funcion era desconocida, siendo el 64% de
estos de localizacién plasmidica, mientras que se reprimieron otros genes
que en un 85% se localizaban en el cromosoma. Ademas se ha demostrado
que cepas mutantes de Rhizobium con capacidad de adaptacion limitada a
condiciones de elevada salinidad, tienen deficiencias en su capacidad
simbidtica (Nogales et al., 2002).

4.2.1. Mecanismos de osmorregulacion en Rhizobium

Una estrategia comin de casi todos los organismos incluyendo los
rizobios expuestos a ambientes hiperosmoticos, es el reestablecimiento de la
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presion de turgor como consecuencia de la pérdida de agua, mediante la
acumulacion de elevadas cantidades de solutos orgénicos denominados
solutos compatibles (Miller et al., 1996; Zahran 1999), que contrarrestan la
deshidratacion celular sin interferir con el metabolismo de la célula (Yancey
et al., 1982). Los solutos compatibles que se acumulan en Rhizobium, tanto
por sintesis de novo como por absorciéon del medio, son entre otros
glutamato, prolina, ectoina, glucosilglicerol, glicina betaina o 3-
dimetilsulfonio-propionato (Boncompagni et al., 1999).

En rizobios, la trehalosa, ha sido descrita como osmolito compatible
en respuesta al estrés salino (Galinski 1995; Leslie et al., 1995). De hecho,
en S. meliloti y R. leguminosarum bwv. trifolii, la trehalosa se acumula como
osmolito en respuesta a 0.4 M NaCl y 0.23 M NaCl respectivamente
(Breedveltel el al., 1993). También en la cepa de Bradyrhizobium sp. USDA
3187 tolerante a la salinidad, se ha observado un aumento en la sintesis y
acumulacion de trehalosa en condiciones hiperosméticas (Dardanelli et al.,
2000). En S. meliloti, se ha descrito una fase de crecimiento dependiente de
la acumulacion secuencial de diferentes solutos compatibles en respuesta a
la salinidad, apareciendo la trehalosa durante la fase estacionaria como el
tercer mayor osmolito acumulado (Talibart et al., 1997).

Gouffi et al. (1999), estudiando el efecto de la adicion de bajas
concentraciones de trehalosa exdgena junto con otros disacaridos en el
medio de cultivo de S. meliloti, observaron que en condiciones de salinidad:
a) la trehalosa junto con la sacarosa y la maltosa fueron capaces de restaurar
la tasa de crecimiento de los cultivos estresados a niveles de crecimiento en
condiciones normales, b) estos disacarido fueron absorbidos desde el medio
y metabolizados estimulando la sintesis de otros osmolitos como el
glutamato, ¢) el nivel de trehalosa enddgena acumulada permanece
inalterado por la adicion de trehalosa exdgena.

4.3. Efecto de la salinidad en la planta

El efecto adverso de la salinidad en el crecimiento y desarrollo de la
planta se debe a la combinacion de dos componentes: el estrés osmatico
provocado por la disminucion de la disponibilidad de agua para la planta, y
la toxicidad idnica relacionada con una excesiva absorcion de iones como
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Na" y/o CI' (Munns 2002). Ambos componentes conllevan un rango de
efectos entre los que se observan:

a) Inhibicion del crecimiento de la planta:

La limitacion del crecimiento se ha relacionado con un descenso en la
tasa de expansion de las hojas asociada con una disminucion de la division y
elongacion celular (Hasegawa et al., 2000), también con la menor capacidad
de la raiz para extraer agua del suelo (Alarcon et al., 1994). Estos autores
han evidenciado que en condiciones de salinidad, el crecimiento estaria
regulado por el estado hidrico radical, que depende del potencial hidrico del
suelo.

b) Alteracidn de las relaciones hidricas:

El cierre de los estomas es la respuesta mas rapida de la planta a
condiciones de salinidad, debido a la reduccion de la presion de turgor en
las células de guardia (Bartels y Sunkar 2005). Ademas se produce una
disminucién de la transpiracion de la planta, con la consiguiente inhibicion
del transporte de nutrientes por el xilema desde la raiz (Hasegawa et al.,
2000).

c¢) Disminucidn de la fotosintesis:

El proceso fotosintético es uno de los més afectados por la salinidad
pudiendo deberse a factores relacionados con la disminucion del transporte
electronico y de la fotofosforilacion (Ortiz-Lopez et al., 1991), o bien
asociados con la inhibicioén de las actividades enzimadticas estromaticas del
cloroplasto (Kaise y Heber 1981), como la rubisco, enzima clave en la
asimilacion del carbono en la fotosintesis, que presenta una gran
sensibilidad a la elevada concentracion de sales (Flowers et al., 1977).

La cinética de emision de fluorescencia por la clorofila refleja la
funcionalidad del aparato fotosintético, habiendo demostrado ser un sistema
rapido, preciso y no destructivo utilizado para conocer el dafio causado en el
aparato fotosintético por varios tipos de estreses entre los que se incluye la
salinidad (Ranjbarfordoei et al., 2006; Sixto et al., 2006). Los parametros de
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emision de fluorescencia por la clorofila a (Fo, Fy/Fy y Fn) aportan
informacion sobre el proceso fotoquimico en la fotosintesis (Papageorgiou y
Govindjee 2005), siendo la relacion F,/Fy, el indice mas utilizado ya que se
encuentra directamente relacionado con la eficiencia fotoquimica del
fotosistema II. La respuesta de emision de fluorescencia de la clorofila al
incremento de la salinidad en Prunus dulcis, cambio significativamente
mediante un incremento en Fy, Fo/F, y un descenso de F,, F./Fp
(Ranjbarfordoei et al., 2006). Estas alteraciones en los parametros de
fluorescencia han sido descritos tanto en plantas anuales como perennes en
condiciones de salinidad (Netondo et al., 2004), donde se ha observado que
la sal inhibe el transporte de electrones en el fotosistema II, y disminuye la
relacion F,/Fn,, con la consiguiente reduccion del rendimiento cuantico
maximo. La disminucién de la clorofila es considerada como un marcador
de estrés salino (Singh y Dubey 1995), por este motivo, la determinacién del
nivel de clorofila mediante un sistema no destructivo como el medidor
SPAD, basado en la luz absorbida por la clorofila a 650 nm A, permite
conocer ¢l dafio causado por la salinidad al proceso fotoquimico (Torres-
Netto et al., 2002).

d) Desequilibrio nutricional:

En condiciones de elevada salinidad se observa una disminucion de la
relacion K'/Na” en las células, debido a la inhibicion de transportadores de
membrana en raiz dependientes del gradiente electroquimico generado por
las ATPasas (Andreev et al., 1997), y las interferencias causadas por el Na"
con nutrientes como el K' y el Ca’" (Zhu 1998). El exceso de CI también
produce un desequilibrio en el potencial de membrana asi como en la
regulacion de los gradientes de pH intracelular (Phillip y Broadley 2001).

e) Estrés oxidativo:

Un efecto indirecto de la salinidad que provoca un adelantamiento de
la senescencia de la planta, es el incremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno como el radical superoxido (O;), el peroxido de
hidrégeno (H,0,), radicales hidroxilo (OH"), entre otras especies reactivas
de oxigeno y/o nitrogeno (Apel y Hirt 2004). Para evitar la acumulacion de
estas moléculas, las plantas han desarrollado sistemas de eliminacion que
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incluyen moléculas antioxidantes como carotenoides, ascorbato, glutation y
tocoferol, y enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa,
ascorbato peroxidasa y glutation reductasa (Bandeoglu et al., 2004).

f) Alteracion del metabolismo del nitrdgeno:

La salinidad afecta tanto a la absorcién del nitrato como a su
asimilacion debido a la alteracion de las actividades enzimaticas implicadas
en su reduccion a amonio como la nitrato reductasa (Parida y Das 2004), asi
como las encargadas de la asimilacién del amonio glutamato sintasa y
glutamina sintetasa, cuya respuesta ante la salinidad vari6 entre diferentes
especies y tejidos de la planta (Zhou et al., 2004). También se observa una
inhibicion de la sintesis de proteinas y 4acidos nucleicos (Ullrich 2002).

g) Cambios hormonales:

En general, un incremento de la salinidad se asocia con un descenso
en los niveles de auxinas, citoquininas y giberelinas en los tejidos de la
planta, mientras que el nivel de acido abcisico se incrementa (La Rosa et al.,
1987) lo que indica que estos cambios podrian estar implicados en procesos
relacionados con la adaptacion de la planta al estrés salino (Zhu 2002). Se
ha sugerido que el ABA puede actuar como mediador en las respuestas de la
planta a condiciones hiperomoticas, como en la estimulacién de la sintesis
de prolina (Abraham et al., 2003), o la reduccion del crecimiento (Mékels et
al., 2003). El tratamiento con ABA exdgeno inhibe la abscision de hojas e
incrementa la tolerancia a la salinidad en citricos (Goémez-Cardenas et al.,
2003).

4.3.1. Mecanismos de osmorregulacion en plantas

La adaptacion a la salinidad es un proceso complejo que provoca una
serie de respuestas en la planta como: el incremento en la expresion de
determinados genes, acumulacion de solutos compatibles, control de la
homeostasis i6nica, produccion de antioxidantes y alteracion transitoria del
nivel de hormonas (Bartels y Sunkar 2005), entre otros posibles
mecanismos:
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a) Cambios en la expresion génica:

La respuesta al estrés salino induce cambios a nivel transcripcional y
postranscripcional, implicando la activacion de diversos genes especificos,
incluyendo a algunos con efectos pleiotropicos (Yang y Yen 2002). Estos
genes se encuentran relacionados con diferentes procesos, como la
percepcion y sefializacion del estrés que lleva a cambios celulares,
bioquimicos y morfologicos en la planta (Bartels y Sunkcar 2005;
Chinnusamy et al., 2004; Vinocur y Altman 2005). El estudio de los perfiles
de transcripcidon basados en el estudio de micro y macroaray, ha aportado
cuantiosa informacion a cerca de los niveles de expresion de un gran
numero de genes que codifican para proteinas enzimaticas, relacionadas con
la biosintesis de osmolitos, factores de transcripcion, helicasas, proteinas de
union al ARN, chaperonas, etc. (Mukhopdhyay et al., 2004; Sottosanto et al
2004; Taji et al., 2004).

b) Acumulacion de osmolitos

Como se ha comentado, también las plantas sintetizan solutos
compatibles en respuesta al estrés salino (Burg et al., 1996), se trata de
moléculas no toxicas como aminodcidos, glicina betaina, azlicares o
polialcoholes que no interfieren con el metabolismo de la célula aunque se
encuentren en elevadas concentraciones (revisado por Chen y Murata 2002).
Estas moléculas intervienen en el mantenimiento de la presion de turgor
(Yancey et al., 1982) aunque se discuten otras funciones de estos solutos
compatibles (Rhodes et al., 2002).

Varios estudios fisioldgicos han sugerido que en condiciones de estrés
salino, carbohidratos no estructurales como la sacarosa, hexosas o polioles,
se acumulan en diferente grado segiin las especies vegetales (Ashraf y
Harris 2004). Ademas se ha observado una correlacion entre la acumulacion
de pinitol y la tolerancia al estrés osmotico en plantas de soja (Streeter et al.,
2001), asi como el papel de determinados azucares en la tolerancia al estrés
osmotico en experimentos con plantas de A. thaliana transformadas (Taji et
al., 2002). El incremento de la concentracion de azicares en muchos casos
se relaciona con el aumento de la hidrolisis de almidén lo que requiere
actividades enzimadticas hidroliticas (Bartels y Sunkar 2005). La hipotesis
actual es que los azlcares pueden actuar en la proteccion frente al estrés
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osmotico al mismo tiempo que contribuyen a la estabilizacion de
membranas y otras estructuras, no se sabe si por si mimos o en conjuncion
con otras moléculas como las proteinas LEA (Bartels y Sunkar 2005).

Se han encontrado cantidades sustanciales de trehalosa en las
llamadas plantas de resurreccion M. flavelifolia y Sporobulus stapfianus
(Phillips et al., 2002), habiendo sido descrita como osmolito compatible y
como osmoprotector (Hounsa et al., 1998), también se le ha atribuido un
efecto supresor de la muerte celular programada (Yamada et al., 2003). Se
han obtenido plantas de arroz transgénicas que sobreexpresan los genes OtSA
y otsB de E. coli para la sintesis de trehalosa, que acumularon de 3 a 10
veces mas trehalosa que las no transformadas y con una mayor adaptacion a
la salinidad (Garg et al., 2002). También se han obtenido plantas de tabaco
transgénicas que sobreexpresaron el gen TPS1 (trehalosa-6-fosfato sintasa)
de levaduras, que mostraron un menor dafo oxidativo y una mejor
homeostasis i6nica en condiciones de estrés salino (Romero et al., 2002).

La prolina es acumulada por un gran nimero de plantas en respuesta
al estrés hidrico y salino (Ashraf y Fooland 2007). Ademas del ajuste
osmotico, se le han atribuido otras funciones como proteccion de la
integridad de la membrana plasmatica (Mansour 1998), sumidero de energia
y poder reductor (Verbruggen et al., 1996), fuente de carbono y nitrégeno
(Peng y Verna 1996) o antioxidante (Hong et al., 2000). Maggaio et al.
(2002) defienden que la prolina puede actuar como molécula sefial capaz de
activar multiples respuestas en el proceso de adaptacion al estrés salino.
Evidencias directas de la funcion de la prolina en el estrés osmotico se han
obtenido mediante el uso de plantas transgénicas de Nicotiana tabacum,
Oriza sativa y A. thaliana (Hong et al., 2000; Roosens et al., 2002), en
todos los casos las plantas presentaron elevadas cantidades de prolina que
mejoraron su tolerancia al estrés. Sin embargo, la funcién de la prolina
como osmorregulador ha sido cuestionada por Lutts et al. (1996), que
encontraron que la prolina no intervenia en el ajuste osmoético en plantas
estresadas de arroz, y que su acumulacion parecia ser un sintoma del dafo
provocado por el estrés mas que un indicador de la tolerancia a la salinidad.
A pesar de estas observaciones, la concentracion de prolina en muchas
plantas tolerantes a la salinidad es mayor que en las plantas sensibles
(Petrusa y Winicov 1997).
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Otros compuestos nitrogenados que actuarian como osmolitos
compatibles en plantas en condiciones de estrés salino son: glicinabetaina,
B-alaninabetaina, prolinabetaina, etc, conocidos como compuestos
cuaternarios de amonio. En varias especies vegetales se ha encontrado una
correlacion entre el potencial osmoético de la hoja y estos compuestos, que
ademas son conocidos por tener efectos osmoprotectores en la célula
(Rhodes et al., 1993). La glicina betaina es el mas abundante en la plantas
en condiciones de estrés salino (Mansour 2000; Ashraf y Fooland 2007),
acumuldandose en una gran variedad de cultivos incluyendo el arroz
(Mohanty et al., 2002). Las poliaminas, son también compuestos
nitrogenados con dos 0 mas grupos amino, las mas comunes en plantas son
la putrescina, espermidina y espermina (Mansour 2000). La contribucion de
las poliaminas al ajuste osmdtico es pequefia en comparaciéon con otros
compuestos nitrogenados (Kakkar y Rai 1997), sin embargo en semillas de
guisante, las tres moléculas de poliaminas disminuyeron el efecto negativo
de la salinidad (Ivanova et al., 1991).

¢) Homeostasis idnica

El mantenimiento del equilibrio i6nico en el citoplasma de las células
es uno de los procesos clave en los mecanismos de tolerancia a la salinidad,
debido a que en estas condiciones, los suelos contienen una elevada relacion
de Na*/Ca®", Na"/K", Ca*"/Mg*" y CI/NO’ (Bartels y Sunkar 2005). Se ha
prestado una especial atencion en la hipétesis de que el Na' y el ClI” puedan
ser toxicos para las plantas y causantes de un desequilibrio i6nico, debido a
la existencia de una correlacidon positiva entre tolerancia a la salinidad y la
exclusion del Na” (Cramer 1992). En un ambiente hipersalino, mediado por
una elevada concentracion de NaCl, no solo se observa una perturbacion de
los niveles de Na" y CI” de la planta, sino que también se ven alterados los
niveles de otros iones como el K™ y el Ca*" (Niu et al, 1995). El
desequilibrio i6nico conllevaria ademas una disminuciéon en la
disponibilidad de nutrientes (Grattan y Grieve 1999), como se observa en
los tejidos de la hoja donde la disminucion de los niveles de K™y Ca®"
(Cramer 2002) podria deberse a diferentes causas: 1) el antagonismo entre el
Na®, y K" 0 Ca® por la entrada de la raiz (Hoire y Schroeder 2004), 2) el
efecto del Na” sobre el transporte de K™ y Ca®" en el xilema (Lynch y
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Lauchli 1985) o 3) la inhibicién indirecta del proceso de absorcion por la
disminucién de la actividad H'-ATPasa (Suhayda et al., 1990).

Los transportadores de iones se considera que juegan un papel
importante en los mecanismos de tolerancia a la salinidad regulando la
homeostasis ionica (Apse y Blumwald 2002; Zhu 2003; Rus et al., 2001).
La ruptura de la homeostasis del K', se deberia a la capacidad del Na" por
competir en la unién al transportador de K’ (Hasegawa et al., 2000),
atenuando la adquisicion de este nutriente esencial para las células, un
ejemplo de ello seria el transportador AtHKT de A. thaliana, el cual es
selectivo al Na" y en menor medida al K™ (Uozomi et al., 2000).

El mantenimiento de una elevada relacion K'/Na" en el citosol es un
requerimiento clave para el crecimiento de las plantas en suelos con una
elevada concentracion de sal (Glenn et al., 1999), para ello las plantas han
desarrollado diferentes estrategias implicadas en prevenir el exceso de Na"
en la célula:

C.1 Restriccion del transporte del Na* en la planta, proponiéndose un
modelo en el que el transportador selectivo para el Na® AtHKTI,
mediaria la carga y descarga de éste en el floema a nivel de hojas y
raices (Berthomieu et al., 2003), desempenando asi un papel importante
en el mecanismo de restriccion al Na™ en el transporte a larga distancia,
en condiciones de salinidad (Hoire y Schroeder 2004).

C.2 Compartimentacion del Na* en la vacuola mediante un antiporte
Na'/H" en el tonoplasto (Apse et al., 1999). Este antiporte estd
impulsado por un gradiente electroquimico de H™ generado por una H'-
ATPasa y una PPj-asa del tonoplasto (Blumwald 1987). La
sobreexpresion de AtNHX1, un antiporte vacuolar Na'/H" en A. thaliana,
favoreced que las plantas fueran capaces de crecer en una elevada
concentracion de sal (Apse et al., 1999), también en arroz la
sobreexpresion de un gen homoélogo OSNHX1 le confirié un incremento
de tolerancia a la salinidad (Fukuda et al., 2004).

C.3 Exclusion del Na* al medio externo via membrana plasmética por
un antiporte Na'/H', que a semejanza del antiporte vacuolar Na'/H',
estda impulsado por una H'-ATPasa de membrana que genera un
gradiente electroquimico de protones permitiéndole funcionar (Pardo et
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al., 2006). La sobreexpresion de AtSOS1 que codifica para un
transportador Na'/H" de membrana plasmatica en A. thaliana, mejoro la
tolerancia a la salinidad restringiendo la permeabilidad del Na' y

disminuyendo su acumulacion en las células de la planta (Shi et al.,
2003)

Experimentalmente, se ha evidenciado la implicacion del Ca** en los
mecanismos de adaptacion a la salinidad. Un aporte exégeno de Ca®",
reduce el efecto toxico del NaCl, presumiblemente facilitando una mayor
relacion K'/Na™ (Liu y Zhu 1997) y potenciando la sefial de transduccion
del estrés, lo que conduce a una adaptacion a la salinidad (Sanders et al.,
1999). Condiciones de elevada salinidad también conducen a un incremento
en el Ca™ citosolico, que es transportado desde el apoplasto a
compartimentos intracelulares (Knight et al., 1997).

4.4. Efecto en la simbiosis

Se ha observado que las leguminosas de origen templado, que
presentan nddulos indeterminados, son mas tolerantes a la sal que las
leguminosas tropicales, dada su capacidad para regenerar las zonas
afectadas por el estrés (Bordeleau y Prévost 1994). Sin embargo, se ha
demostrado también la recuperacion de nodulos determinados sometidos a
este tipo de estrés (James et al., 1993). La salinidad limita la productividad
en la simbiosis Rhizobium-leguminosa, debido a su efecto adverso tanto en
la planta como en el nodulo.

4.4.1. En la leguminosa

Los efectos negativos de la salinidad en leguminosas afectan a
procesos como:

a) Nutricion mineral de la planta:

En este sentido, se ha comprobado que un suplemento de B y Ca
recupera el balance nutricional en plantas de guisante, con el consiguiente
incremento de la tolerancia a la salinidad y el desarrollo y funcion del
nédulo (El-Hamdaoui et al., 2003). Concretamente, se ha observado una
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relacion entre el descenso en el contenido de Fe, provocado por la salinidad,
que puede ser revertido por el B y Ca (Bolafios et al., 2006). Tejera et al.
(2006) indicaron que una mayor tolerancia a la salinidad en diferentes
cultivares de garbanzo en condiciones simbidticas, estaba relacionada con el
mantenimiento de una elevada relacion K/Na, y una reduccion de la
acumulacién de Na en las hojas. Resultados similares se obtuvieron en
cultivares de P. vulgaris que lograron mantener una elevada relacion K/Na
mediante la exclusion del Na en la parte aérea (Khadri et al., 2007).
Cordovilla et al. (1995a) observaron en la simbiosis R. leguminosarum-V.
faba en condiciones de salinidad y nitratos un efecto antagonico entre la
entrada de Na y K, que condujo a un descenso de los niveles de K, también
observaron que la adquisicion de Ca y K fue similar en raiz y parte aérea,
mientras que la absorcion de Mg, mostr6 diferencias notables entre ambos
organos. En un estudio realizado con V. faba, P. sativum, G. max y P.
vulgaris, la salinidad indujo cambios en la distribucion de los
macronutrientes, que varid6 en funcion de su sensibilidad, las dos
leguminosas mas sensibles, V. faba y P. sativum, acumularon Ca 'y Mg en la
parte aérea y Na en toda la planta, por el contrario, G. max y P. vulgaris
acumularon Mg en raices y Ca en parte aérea y raiz simultdneamente
(Cordovilla et al., 1995b).

b) Eficiencia fotosintética:

Se ha confirmado que la fijacion de nitrogeno en nodulos de soja,
conlleva un incremento del proceso fotoquimico, para cubrir los
requerimientos energéticos del nodulo, habiéndose detectado un mayor
“quenching” fotoquimico (Maury et al., 1993), sin embargo, en condiciones
de estrés salino se ha detectado un descenso significativo de la eficiencia
fotoquimica del fotosistema II en plantas de M. sativa, junto con una
disminucion del contenido de clorofila, tasa de asimilacion de didxido de
carbono y conductancia estomatica (Smethurst y Zavala 2003). También en
P. vulgaris se ha detectado un efecto negativo por la salinidad en la
eficiencia del fotosistema II junto con una disminucién del contenido de
clorofila (Olivera 2003).
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4.4.2. En el nodulo
El efecto negativo de la salinidad afecta a diferentes procesos como:
a) Infeccién y desarrollo del nédulo:

Se ha observado que la salinidad provoca una alteracion en la
estructura del pelo radical y una inhibicion de los puntos de unién de
rizobios a los pelos radicales (Zahran y Sprent 1986), asi como una
disminucion en el nimero (Craig et al., 1991) y tamafio de los nodulos
(Hafeez et al., 1988).

b) Respiracion nodular:

Se ha podido constatar que en nddulos de plantas de soja y alfalfa
expuestas a NaCl, la respiracion nodular se altera, disminuyendo
drasticamente su actividad (Serraj et al., 1994; Serraj y Devron 1998).
También en bacteroides de judia (Ferri et al., 2000) y guisante (Delgado et
al., 1994) la respiracion bacteroidal se reduce por la salinidad, detectandose
ademds cambios en los 4cidos dicarboxilicos utilizados como sustratos
respiratorios en estas condiciones.

c) Efectividad de la nitrogenasa:

Se especula que la salinidad pueda causar una serie de alteraciones en
el funcionamiento del nddulo que afectaria a la nitrogenasa como: cambios
en la permeabilidad a la difusion de oxigeno, habiéndose propuesto por
varios autores un modelo osmotico de regulacion de la permeabilidad del
cortex nodular al oxigeno (Purcell y Sinclair 1994; Serraj 2002), o el
descenso del suministro de fotoasimilados por el floema debido a la
reduccion de la actividad fotosintética (Serraj 2002), aunque no parece ser el
mayor factor implicado en la inhibicién de la nitrogenasa (Soussi et al.,
1998).

d) Asimilacion del amonio:

Las enzimas implicadas en este proceso como la glutamina sintetasa y
la NADH-glutamato sintasa disminuyeron su actividad en nodulos de
V. faba, detectandose en la primera de ellas una mayor sensibilidad a la
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salinidad (Cordovilla et al., 1994). El mismo efecto también se observé en
nddulos de C. arietinum con una dosis 100 mM NaCl (Soussi et al., 1998), y
en los de P. vulgaris, donde ademas se observd una disminucion de la
actividad xantina deshidrogenasa y uricasa, implicadas en el metabolismo
de purinas, con la consiguiente reduccién del contenido de ureidos e
incremento del contenido de aminoacidos en ndédulos (Khadri et al., 2001).

e) Metabolismo carbonado:

Concretamente se ha detectado un descenso en la actividad sacarosa
sintasa en nddulos de guisante en condiciones de estrés salino (Fernandez-
Pascual et al., 1996), asi como la implicacion de esta enzima en la respuesta
a un amplio rango de estreses abidticos en los nodulos de soja (Arrese-Igor
et al., 1999), que afectaron negativamente a la fijacion de nitrogeno
(Gordon et al., 1997). También se ha observado una inhibicion de la
actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa en
distintas variedades de judia a las que se les aplico el tratamiento salino al
inicio del cultivo (Pliego et al., 2001), mientras que en nddulos de guisante
(Delgado et al., 1993) y garbanzo (Soussi et al., 1998) estas actividades se
indujeron con la sal, lo que se relacioné con una mayor tolerancia de estas
especies a la salinidad.

f) Produccion de especies reactivas de oxigeno:

Los nédulos de leguminosas tienen un elevado potencial para producir
especies reactivas de oxigeno, debido al ambiente reductor en el que se
encuentran (Gorgocena et al., 1995). Los tiol-tripéptidos, el glutation y el
homoglutation entre otros, tienen multiples funciones, incluyendo la
proteccion contra la toxicidad de los radicales libres, habiendo sido los tres
genes implicados en la sintesis de glutation y homoglutation caracterizados
en nodulos de L. japonicus presentandose como genes de copia unica en el
genoma (Matamoros et al., 2003a). Ademas de las especies reactivas de
oxigeno, Matamoros et al. (2003b), recoge el término de especies reactivas
de nitrogeno para referirse a moléculas como el 6xido nitrico o el
peroxynitrito, de gran importancia en la simbiosis Rhizobium-leguminosa.
El hierro es potencialmente toxico ya que puede catalizar la formacion de
radicales hidroxilo, por lo que debe estar perfectamente equilibrado para
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evitar su toxicidad, por este motivo en el nodulo se encuentra
abundantemente una proteina llamada ferritina, capaz de actuar como un
reservorio de hierro para la sintesis de nitrogenasa y leghemoglobina,
evitando de esta forma su efecto toxico (Matamoros et al., 2003b). La
acumulacion de especies reactivas de oxigeno, se encuentra relacionada con
el proceso de senescencia del nodulo y junto con hormonas como el acido
abcisico, coordinan los mecanismos moleculares implicados en este proceso
(Puppo et al., 2005). Los niveles de catalasa nodular estan correlacionados
con la eficiencia de la fijacién de nitrégeno, mientras que la superoxido
dismutasa y la dehidroascorbato reductasa parecen estar implicadas en los
mecanismos de tolerancia de los nddulos a la salinidad (Tejera et al., 2004).
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Objeto

La salinidad en suelo y aguas de riego provoca un efecto adverso en
los cultivos agricolas, especialmente en zonas aridas o semiaridas. En estas
condiciones el crecimiento de la planta estd condicionado por una menor
disponibilidad de agua, un desequilibrio nutricional provocado por la
toxicidad ionica especifica, o una combinacion de estos procesos. El exceso
de sales en el suelo también constituye un factor limitante para el
crecimiento y actividad de las bacterias del suelo que forman simbiosis con
leguminosas, colectivamente 1lamadas rizobios.

La simbiosis que se establece entre cultivos de leguminosas y los
rizobios, obtiene el nitrogeno procedente de la atmosfera mediante la
llamada fijacion biologica del nitrogeno. La sensibilidad de este proceso al
estrés salino, requiere la adaptacion de ambos simbiontes. Es conocido que
la simbiosis Rhizobium-leguminosa es mas sensible a la sal y al estrés
osmotico que el rizobio, puesto que al incrementarse la osmolaridad
extracelular se inhibe el crecimiento y supervivencia de la bacteria en el
suelo, afectandose el proceso de infeccion y el desarrollo del nodulo, asi
como su funcionamiento y por tanto la capacidad de fijar nitrogeno. Se ha
puesto de manifiesto que el incremento de la tolerancia por parte de la
bacteria puede mejorar el funcionamiento de la simbiosis en condiciones de
estrés salino, y por tanto, el crecimiento de la planta en tales condiciones
adversas.

La adaptacion de las plantas a la salinidad es un fendémeno complejo
que involucra cambios morfoldgicos y del desarrollo, acompanados por la
modificacion de procesos fisiologicos y metabolicos. Entre los mecanismos
de respuesta al estrés osmotico, uno de los mas comunes es la acumulacion
de solutos compatibles intracelulares, que incluso en altas concentraciones
no interfieren con los procesos celulares vitales. Ademads, algunos solutos
compatibles son efectivos estabilizantes de enzimas y estructuras
macromoleculares, proporcionando proteccion frente a otros estreses como
altas temperaturas, congelacion o desecacion.

La trehalosa es wun disacarido (a-D-glucopiranosil a-D-
glucopirandsido), reconocido como osmoprotector que se sintetiza en
diversos organismos, como levaduras, hongos, bacterias, y en plantas
vasculares, donde se acumula cuando estos estdn expuestos a diversas
condiciones de estrés. Este disacarido no abunda en plantas, aunque la
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enzima que lo hidroliza, la trehalasa, si se ha encontrado en tejidos y
organos vegetales de algunas especies.

Esta bien establecido que los rizobios, transformados en bacteroides
en el interior de los nodulos de las leguminosas, sintetizan trehalosa en
diferentes cantidades dependiendo de la especie bacteriana, y que parte de
esta trehalosa es exportada al citosol nodular. Al contrario que en el resto de
tejidos vegetales, los nddulos de las leguminosas presentan una elevada
actividad trehalasa, que probablemente es inducida por la trehalosa
producida por el microsimbionte. Trehalosa y trehalasa pueden desempefiar
un papel regulador del metabolismo carbonado nodular, sugiriéndose que la
trehalosa del microsimbionte transformado en bacteroide, controlaria el
transporte de sustratos carbonados producidos por la planta (sacarosa) como
fuente de energia para llevar a cabo la fijacion de nitrégeno atmosférico. Por
tanto, la trehalosa podria actuar como molécula sefial en el metabolismo de
carbohidratos del nodulo en condiciones de estrés salino, al considerarla
analoga de la sacarosa, debido a la relacién existente entre los niveles de
trehalosa y las actividades sacarosa sintasa e invertasa alcalina nodular.

En leguminosas, los estudios a nivel celular y molecular en relacion
con la tolerancia de la simbiosis a la sal son limitados. La capacidad de los
nddulos radicales de mantener una fijacion de nitrogeno eficiente en
condiciones adversas, viene determinada por los procesos energéticos,
respiracion nodular y bacteroidal, y la exportacion e importacion de
asimilados. En los mecanismos de adaptacion de leguminosas simbioticas al
estrés salino, interviene el intercambio de solutos compatibles con
capacidad osmoprotectora entre la planta y el microsimbionte. Es
interesante por tanto, considerar el papel de los azucares, y en especial el de
la trehalosa, presente en cepas de Rhizobium y en nédulos de leguminosas,
asi como el de la trehalasa de la planta inducida en el nddulo. Por ello, la
finalidad de este trabajo es conocer como los mecanismos de adaptacion de
los simbiontes, bacteria y planta, al estrés osmoético, pueden conjugarse para
mejorar el rendimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa en
condiciones de estrés salino.

Este trabajo se ha llevado a cabo en dos simbiosis modelo: la
establecida entre M. truncatula-S. meliloti, en la que se forman nodulos
determinados, y la formada por L. japonicus-M. loti, con nddulos
determinados. Ambos tipos de nddulos muestran diferencias en su génesis,
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en su anatomia final, y en el metabolismo nitrogenado. Por otra parte, las
dos especies de leguminosas implicadas son consideradas modelos en
estudios gendmicos, protedmicos y transcritdmicos, siendo ademas especies
forrajeras de interés agrondomico y ecoldgico, ya que pueden ser cultivadas
en suelos deteriorados y/o con problemas de salinidad.

El objetivo general se ha abordado con distintos estudios:

a) Inicialmente, se ha estudiando la tolerancia a la salinidad en
ambas simbiosis en experimentos en los que el NaCl se adicion6 al inicio
del cultivo (long-term), para determinar el rango de concentracion de sal
que afecta al crecimiento de la planta, al proceso simbiotico, al metabolismo
carbonado nodular, al proceso fotosintético y al estado nutricional del
cultivo.

b) A continuacion, se abordo en las dos simbiosis propuestas el
efecto de NaCl cuando los no6dulos estdn formados (simbiosis
establecida), es decir, adicionado en el crecimiento vegetativo, estudiandose
la evolucion a lo largo de la ontogenia de los procesos metabolicos antes
mencionados, centrando la atencion en cuatro estados fenoldgicos del
desarrollo de la planta.

c) Se ha completado este bloque de experimentos con el estudio del
efecto de la validamicina A (inhibidor de la trehalasa) en ambas simbiosis,
puesto que esta puede favorecer la acumulacion de trehalosa en el nédulo y
mitigar el efecto negativo de la sal.

d) Se finaliza con la purificacion, caracterizacion y expresion del
gen de la trehalasa nodular procedente de nodulos determinados e
indeterminados.

Este objetivo general se complementa con dos tipos de
experimentos:

a) En el primero de ellos se aborda un estudio comparativo entre
cuatro simbiosis formadas por la cepa parental de S. meliloti 1021 con
M. sativa y tres cepas isogénicas alteradas en distintas vias de sintesis de
trehalosa, cedidas por el Dr. Juan Sanjuan (Estacion Experimental de
Zaidin-CSIC).
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b) En el segundo se estudia el efecto del NaCl en el crecimiento y
metabolismo de la trehalosa en B. japonicum USDA 110, y en el
metabolismo de la trehalosa bacteroidal y citosélico en nodulos de soja
durante las estancias realizadas en el laboratorio del Dr. J.G. Streeter en el
Centro de Investigacion y Desarrollo Agricola de la Universidad Estatal de
Ohio (EE.UU.).
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Material y Métodos

1. Material biolégico
1.1. Microorganismos

Las cepas de Sinorhizobiun meliloti GR4 (Casadesus 1979) vy
Mesorhizobium loti R7TA (Sullivan et al., 1995) proceden del Departamento
de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos de la Estacion
Experimental de Zaidin (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas).
Para inocular Phaseolus vulgaris se utilizd Rhizobium tropici CIAT899,
originaria del CIAT (Colombia), la cual fue seleccionada seglin trabajos
previos de Zuiiga (1997). La cepa Bradyrhizobium japonicum USDAT110,
utilizada en el experimento con G. max y en vida libre procede del US
Department of Agriculture Beltsville Rhizobium Culture Collection.
Ademas se utilizd la cepa Sinorhizobium meliloti 1021 (parental) y tres
mutantes en la sintesis de trehalosa: ots-, mots-, ots-mots- (doble mutante),
que fueron construidas por la doctoranda D* Ana Dominguez Ferreras,
perteneciente al grupo dirigido por el Dr. Juan Sanjudn Pinilla del
Departamento de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos de la
Estacion Experimental de Zaidin (CSIC).

1.1.1. Medios de cultivo

El medio de cultivo empleado en el crecimiento, preparacion de los
inéculos y conservacion de las cepas de S. meliloti, M. loti RTA y R. tropici
CIAT 899 fue TY descrito por Beringer (1974) y cuya composicion se
expone a continuacion.

Medio TY
Triptona 50 ¢
Extracto de levadura 30 g
CaCl,-2H,0 09 g
Agar (medio s6lido) 150 g
Agua destilada 1000 ml
pH 7.0
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El medio de cultivo para el crecimiento de B. japonicum USDA 110

fue:
Medio AG

Arabinosa 1.0 ¢
Gluconato 1.0 g
Extracto de levadura 1.0 g
Agar (medio s6lido) 150 g
Agua destilada 1000 ml
pH 7.0

Para el cultivo de las cepas de E. coli se ha utilizado el medio de
Luria-Bertani (LB, Miller, 1972):

Medio LB
Triptona 100 g
Extracto de levadura 50 g
NaCl 50 g
Agar (medio s6lido) 150 ¢
Agua destilada 1000 ml
pH 7.0

El pH se ajustd con NaOH. La esterilizacion se llevo a cabo en
autoclave, a 117 °C durante 20 min.

1.1.2. Antibiéticos

La adicion de antibidticos a los medios de cultivo se hizo a partir de
soluciones concentradas de los mismos en agua desionizada o, en caso de la
tetraciclina y del cloranfenicol, en agua-etanol al 50%. La esterilizacion de
los antibidticos se llevo a cabo mediante el empleo de unidades de filtracion
Minisart® NML (Sartorius), de 0.2 um de tamaiio de poro.

1.1.3. Conservacion de las cepas bacterianas

En la conservacion de las bacterias para uso rutinario se utilizaron
placas de petri, las cuales se mantuvieron a 4°C y se resembraron cada 2 ¢ 3
meses. Para evitar la pérdida de caracteres genéticos por sucesivas
resiembras, los cultivos liquidos microbianos en fase logaritmica de
crecimiento, se guardaron a —80°C en glicerol al 20 % (v/v).
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1.1.4. Curvas de crecimiento de Bradyrhizobium japonicum

El estudio del efecto de la sal sobre el crecimiento de B. japonicum se
realizé afiadiendo 0 y 40 mM NaCl al medio de cultivo, los cultivos se
incubaron a 30°C en agitacion (225 rpm) en tubos de ensayo (3
tubos/tratamiento) que contenian 5 ml de medio, inoculados a partir de
preinoculos crecidos durante 4 dias. El crecimiento se determind mediante
lectura de la absorbancia (D.O.) a 600 nm de longitud de onda, las lecturas
se realizaron cada 24 h desde el inicio del cultivo.

Simultaneamente se retiraron alicuotas de cada tubo para determinar
el nimero de unidades formadoras de colonias en cada momento. Para ello
se prepararon diluciones seriadas y siembra de 0.1 ml de las diluciones en
placas (3 placas/dilucion) de medio AG, las placas se incubaron a 30°C.

1.2. Material vegetal

Las especies vegetales utilizadas fueron Medicago truncatula var.
R108 suministradas por el Dr. A. Kondorosi (INRA Paris, Francia), Lotus
Japonicus var. Gifu suministrada por J. Stougaard (Universidad de Aarhus,
Dinamarca), Phaseolus vulgaris var Contender, Medicago sativa (Semillas
Bolivar) y Glycine max var. Flint

1.2.1. Solucion nutritiva para plantas

La solucion nutritiva utilizada para el cultivo de M. truncatula,
M. sativa y P. vulgaris fue la descrita por Rigaud y Puppo (1975).

Macronutrientes Micronutrientes
KH2P04 0.200 g NazMOO4'2H20 0.004 g
MgSO47H,0 0.200 g MnSO42H,0 0.002 g
KCI 0.200 g CuS0O4-5H,0 0.002 g
CaS0O4-2H,0 0.120 g ZnSO4 7H,O 0.003 g
Na,FeEDTA 0.025 ¢ H;BO; 0.018 g

CoCl,-4H,0 0.120 mg

Agua 1000 ml
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Para el cultivo de L. japonicus se utilizo la solucion nutritiva de
Hornum (Handberg y Stougard 1992):

Macronutrientes Micronutrientes
KH2P04 0.100 g NazMOO4'2H20 0.8 mg
MgSO47H,0 0.300 g MnSO42H,0 1.2 mg
CaCl, 0.200 g CuSO4-5H,0 0.4 mg
Na,FeEDTA 0.025 ¢ ZnS0O47H,0 0.4 mg

H3B03 1.2 mg

Agua 1000 ml

Para el cultivo de G. max se utilizé la solucién nutritiva (Streeter
1985):

Macronutrientes Micronutrientes
KH,PO4 35 mg Na,Mo0O4-2H,0 10 mg
KZHPO4 10 mg MI’ISO4‘H20 1.7 mg
MgSO47H,0 60 mg CuS0O4'5H,0O 2.5 mg
K»SO4 90 mg ZnS0O47H,0 2.5 mg
CaCl, 110 mg CoS0O4 6H20 0.5 mg
MgCl, 50 mg H;BO; 2 mg
Na,FeEDTA

Agua 1000 ml

El pH de la solucion se ajusté a 6.8 con NaOH. La esterilizacion se
llevé a cabo a 117 °C durante 30 min.

2. Cultivo de plantas

El cultivo de plantas de M. truncatula, M. sativa y L. japonicus se
llevd a cabo en semilleros con 60 pocillos de 200 ml de capacidad utilizando
vermiculita como sustrato inerte, que permite un adecuado desarrollo radical
gracias a su porosidad. La vermiculita se esteriliz6 en autoclave a 117°C
durante 1 h, mientras que los semilleros y las bandejas se esterilizaron en
una solucion de lejia al 20%. Los semilleros se colocaron sobre bandejas en
las que se vertia la solucion nutritiva que ascendia por capilaridad.

Para la obtencion de semillas de M. truncatula y L. japonicus se
establecieron cultivos en las condiciones anteriormente descritas. Teniendo
en cuenta que en M. truncatula el inicio de la floracion coincidié con la 6°
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semana de cultivo y en L. japomicus con la 8° semana, el tiempo de
generacion en ambas especies fue de algo mas de 3 meses.

Las plantas de P. vulgaris se cultivaron en jarras Leonard modificadas
(Leonard 1943) de 1.5 1 de capacidad, con vermiculita como sustrato inerte.
Las jarras constan de dos partes de vidrio que encajan perfectamente: la
parte superior contiene el sustrato y la inferior la solucion nutritiva. A través
de una mecha de papel secante asciende la soluciéon por capilaridad
manteniéndose de esta forma el grado de humedad del sustrato. Una vez
preparadas las jarras se esterilizaron en autoclave a 117°C durante 1.5 h. En
cada jarra se sembraron 2 semillas pregerminadas.

Las plantas de G. max se cultivaron en macetas de cerdmica con
aproximadamente 4 1 de arena de cuarzo. Las macetas con la arena se
autoclavaron antes de la siembra, en cada maceta se sembraron 12 semillas.

2.1. Esterilizacion y germinacion de las semillas

Las semillas de M. truncatula y L. japonicus fueron previamente
escarificadas mediante inmersion en acido sulfurico concentrado (96%)
durante 5 min, posteriormente se lavaron con abundante agua estéril para
proceder a su esterilizacion.

La semillas de M. truncatula fueron esterilizadas con hipoclorito de
sodio comercial al 5 % (v/v) durante 3 min y a continuacién se lavaron
varias veces con abundante agua destilada estéril, con objeto de eliminar los
restos de la solucion esterilizante, se pregerminaron en placas de agar-agua
al 0.8% y se mantuvieron en oscuridad 48 h a 12°C.

Las semillas de L. japonicus se esterilizaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 20% adicionada con Tween 20 al 2% (v/v) durante
20 min, a continuacion se lavaron varias veces con abundante agua destilada
estéril, se pregerminaron en las condiciones mencionadas anteriormente y se
mantuvieron en oscuridad 4 dias a 28°C.

La esterilizacion de las semillas de M. sativa se realiz6 en superficie
por inmersion en HgCl, al 2.5% durante 10 min, trasncurrido este tiempo, se
lavaron con agua esteril y se dejaron en imbibicion durante 2 h, la
pregerminacion se realizo tal como se ha descrito para M. truncatula.
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Las semillas de P. vulgaris fueron esterilizadas con hipoclorito de
sodio al 5% (v/v) durante 3 min, a continuacion se lavaron varias veces con
abundante agua destilada. Tras este proceso se dejaron en imbibicion
durante 2 h y posteriormente se trasladaron a semilleros de vermiculita
estéril convenientemente humedecida. Los semilleros se cubrieron con
bolsas de polietileno a fin de evitar la pérdida de humedad, y se
mantuvieron en oscuridad durante 48 h a 28°C en estufa de germinacion.

Las semillas de G. max se esterilizaron en una solucion de etanol al
70% (v/v) durante 10 min antes de su siembra en el sistema de cultivo
descrito en el apartado 2.

2.2. Preparacion del inoculo

Los inoculos de S. meliloti GR4, M. loti R7TA y R. tropici CIAT 899,
se obtuvieron a partir de cultivos frescos crecidos en medio s6lido durante
72 h a 30°C, los de B. japonicum USDAI110 requirieron 7 dias. Las
bacterias, fueron posteriormente crecidas en medio liquido a 30°C hasta
alcanzar una densidad optica equivalente a una suspension bacteriana de
aproximadamente 10° células viables ml". Las plantas fueron inoculadas
con 1ml de esta suspension en el momento de la siembra.

2.3. Siembra e inoculacion

Las semillas pregerminadas de M. truncatula, M.sativa y L.
japonicus se colocaron de una en una en cada pocillo del semillero,
aplicandose a cada una de ellas 1 ml del inoculo correspondiente. Una vez
inoculadas se cubrieron con vermiculita y sobre la superficie de la
vermiculita se colocd una capa de perlita estéril, que disminuye el riesgo de
contaminacion y las pérdidas de agua por evaporacion. Se realizaron
reinoculaciones durante las 3 semanas sucesivas al inicio del cultivo para las
tres especies indicadas.

Las semillas pregerminadas de P. vulgaris se colocaron en las jarras
Leonard, cubriéndose con vermiculita y una capa de perlita estéril, cada
semilla se inoculd con 1 ml de cultivo de R. tropici CIAT 899.
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Las semillas de G. max se sembraron tras su esterilizacion a 1 cm de
profundidad en la arena de cuarzo previamente humedecida y esterilizada, a
cada semilla se le adicion6 1 ml de cultivo de B. japonicum USDA110.

2.4. Condiciones de la camara de cultivo

En todos los experimentos realizados, excepto en lo que se utilizd
soja, las plantas fueron cultivadas en una cdmara KOXKA (SA8/17-27/R)
con las siguientes condiciones ambientales:

- Fotoperiodo: 16 h luz/ 8 h oscuridad.
- Temperatura: 23 °C dia/ 18 °C noche + 1°C.
- Humedad relativa: 55 % dia/ 75 % noche.

- Intensidad luminosa: 450 pmol m™ s™' (400-700 nm) en la superficie de las
macetas, suministrada por lamparas fluorescentes Sylvania Cool-White
(F72T12-CW-VHO) y lamparas incandescentes de 40 vatios (30 % del total
de vatios).

Los semilleros y las jarras se distribuyeron sobre la mesa de cultivo
completamente al azar, cambiandose de forma periddica de lugar. En las
bandejas se afiadid solucion nutritiva estéril cada dos dias.

Las plantas de soja fueron cultivadas en invernaderos provistos de un
sistema de ventilacion que mantuvo la temperatura entre 28° y 21°C
dias/noche.

3. Experimentos realizados
3.1. Simbiosis M. truncatula-S. meliloti y L. japonicus-M. loti:
a) Efecto del estrés salino desde el inicio del cultivo (long-term)

Se estudid la respuesta de las simbiosis con diferentes dosis de sal (0,
25 y 50 mM NaCl). Las plantas se recolectaron en el periodo de
fructificacion, (10 semanas M. truncatula y 12 semanas L. japonicus). El
experimento se realizd dos veces, determinandose los siguientes parametros:

e Analisis de crecimiento: peso seco de parte aérea (PSPA), raiz (PSR) y
total por planta (PSP), relacion raiz/parte aérea (RPA).
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e Fijacion de nitrogeno y nodulacion: actividad nitrogenasa aparente (ANA)
y total (ANT), tasa de fijacion de nitrégeno (TFN), peso seco (PSN) y peso
normalizado de nédulos (PNN) y contenido de leghemoglobina (Lb).

e Actividades enzimaticas del metabolismo carbonado y de la trehalosa en
nddulo: sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA), hexoquinasa (HK),
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH),
isocitrato deshidrogenasa (ICDH), trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS),
trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) y trehalasa (TRE).

e Contenido de azucares solubles totales (Ast), almidon (Alm), aminoécidos
(Aa) y prolina (Pro) en hoja, raiz y nodulo, y sacarosa, maltosa, fructosa,
glucosa y trehalosa en nédulo.

e Estado nutricional: concentraciéon y contenido de nitrégeno, fosforo,
potasio, calcio, magnesio, sodio y cloro en parte aérea y raiz.

e Actividad fotosintética: fluorescencia inicial (Fp), fluorescencia maxima
(Fm), relacion Fy/F,,, rendimiento fotosintético (F.,/F,), contenido de
pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb, xantofilas+catotenos y pigmentos totales)
y clorofila en unidades SPAD.

b) Evoluciéon ontogénica del crecimiento, fijacion de nitrégeno y del
metabolismo carbonado nodular: efecto del NaCl (short-term)

Se estudio el efecto del NaCl aplicado a la solucion nutritiva cuando el
proceso simbiotico (nddulo) estd establecido, y se siguid la evolucion de
distintos parametros relacionados con el crecimiento, fijacion de nitrogeno y
el metabolismo carbonado nodular en cuatro estados fenologicos del cultivo:
crecimiento vegetativo, periodo de floracion, inicio de fructificacion y
plena fructificacion. El experimento se realizo dos veces, determinandose
en cada estadio fenoldgico los siguientes parametros:

e Andlisis de crecimiento, fijacion de nitrogeno y actividades enzimadticas
del metabolismo carbonado en general y de la trehalosa en particular en
citosol nodular, mediante los parametros que se indican en el apartado 3.1.

e Contenido de azucares solubles totales, almidon, aminoécidos y prolina en
hoja y nodulo, y sacarosa, fructosa, glucosa y trehalosa en nédulo.
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e Actividad fotosintética: contenido de pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb,
xantofilas+catotenos y pigmentos totales).

¢) Influencia de la validamicina A en condiciones de salinidad

La validamicina A es un inhibidor de la actividad trehalasa que podria
favorecer la acumulacién de trehalosa y alterar el metabolismo nodular
cuando el NaCl esta en el medio. Los tratamientos que se ensayaron fueron:
1) control, 2) 30uM validamicina A, 3) 50 mM NaCl y 4) 30uM
validamicina A + 50 mM NaCl, que se aplicaron a la solucidon nutritiva
desde el inicio del cultivo. La recoleccion se llevd a cabo en el inicio de
floracion: 6 semanas para M. truncatula y 8 semanas para L. japonicus. Los
experimentos se repitieron dos veces y en todos ellos se realizaron las
siguientes determinaciones:

e Analisis de crecimiento, nodulacion, fijacion de nitrégeno y actividades
enzimaticas del metabolismo carbonado y de la trehalosa en particular en
citosol nodular tal como se indica en el apartado (3.1).

e Contenido de azucares solubles totales, almidon, sacarosa, fructosa,
glucosa y trehalosa en nédulo.

e Actividad fotosintética: fluorescencia inicial (Fy), fluorescencia maxima
(Fm), relacion Fy/Fy,, rendimiento fotosintético (F,/F,) y contenido de
pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb, xantofilas+carotenos y pigmentos totales).

3.2. Estudio comparativo entre cepas isogénicas de S. meliloti con la
biosintesis de trehalosa alterada en simbiosis con M. sativa en respuesta
a la salinidad

Se utilizan cuatro cepas de S. meliloti, en dos de ellas las vias de
sintesis de trehalosa TPS y MOTS habian sido mutadas (ots-, mots-), en la
tercera las dos vias anteriores eran inactivas (doble mutante), y la cepa
parental 1021 que se utilizd6 como control. En todas las simbiosis se aplico
40 mM NaCl al inicio del cultivo, manteniéndose un control sin sal. La
recoleccion se realizo al inicio de la floracion. Se determinaron parametros

relacionados con:
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e Crecimiento de las plantas, fijacion de nitrégeno y actividades
enzimaticas del metabolismo carbonado en general y de la trehalosa en

particular en nddulo como se indica en el apartado (3.1).

e Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa y trehalosa en nédulo.

3.3. Estudio bioquimico y molecular de la trehalasa nodular

3.3.1. Purificacion y caracterizacion de la trehalasa de nddulos de
Phaseolus vulgaris y Medicago sativa

Plantas de P. vulgaris var. contender inoculadas con R. tropici CIAT
899, se cosecharon a los 32 dias (floracion), y se separaron los nodulos, que
se conservaron en congelador a —80 C. La purificacion se llevd a cabo
mediante los siguientes pasos: 1) precipitacion con sulfato de amonio, 2)
separacion por columnas de intercambio i6nico, 3) separacion por columna
de gel filtracion y 4) separacion por electroforesis en geles de poliacrilamida
nativa y SDS.

La caracterizacion de la enzima purificada consistio en:
a) Determinacion del peso molecular.

b) Comportamiento frente al pH, sustratos organicos e iones
metalicos.

¢) Termoestabilidad y temperatura 6ptima de la enzima.

d) Representacion de Lineweaver-Burk de la curva de saturacion de
la trehalasa frente al sustrato para obtener Ky, y Vinax.

Ademas se llevo a cabo la obtencion de anticuerpos policlonales y la
titulacion de los mismos para la inmunodeteccion de la proteina en
extractos crudos de hoja, raiz nédulo y flor de P. vulgaris.

3.3.2. Clonacion y estudio de la expresion del gen que codifica para
trehalasa en M. truncatula en salinidad

La clonacion del gen de la trehalasa se realizo a partir de ADNc de
nddulos de M. truncatula utilizando cebadores especificos con los que se
amplifico mediante PCR un fragmento de 774 pares de bases, que codifica
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258 aa de la proteina. Para el estudio de la expresion de este gen en
diferentes 6rganos de M. truncatula, se llevaron a cabo experimentos de RT-
PCR a partir de preparaciones de ARN obtenidas de nddulos, raices y hojas.
Como control de expresion constitutiva se utilizé el ARN ribosémico 18S'y
ademas se incluy6 un gen de expresion nodular Mtenod40.

Para el estudio de la expresion del gen de la trehalasa (MTTREI) en
condiciones de salinidad, se cultivaron plantas de M. fruncatula inoculadas
con S. meliloti GR4, como se indica en el apartado 2 de esta seccion. A las 7
semanas de cultivo (floraciéon avanzada), las plantas fueron extraidas del
semillero, sumergiendo la raiz en solucion nutritiva a la que se adiciond las
dosis 150 mM y 250 mM de NaCl, incluyéndose siempre un control sin sal.
En cada tratamiento se recolectaron los nodulos a las 2, 4, y 8 horas de
aplicacion del NaCl, y fueron inmediatamente congelados en nitrogeno
liquido. A partir de este material se obtuvo el ADNc para llevar a cabo los
correspondientes andlisis de expresion mediante PCR cuantitativa en tiempo
real.

3.4. Metabolismo de la trehalosa en Bradyrhizobium japonicum en vida
libre y en simbiosis con Glycine max en ambiente salino

Para los estudios en vida libre se utiliz6 la cepa de B. japonicum
USDA 110 que crecié en medio AG (1.1.1.) y con 0 y 40 mM NaCl. Los
estudios en simbiosis se realizaron con plantas de soja inoculadas con B.
Jjaponicum USDA 110 tratadas con 100 mM NaCl dos semanas antes de su
cosecha, en ese momento se valoré el crecimiento y nodulacion de la planta
y se procedio a aislar bacteroides del nodulo.

a) Las determinaciones realizadas con bacterias en vida libre fueron:

e Curvas de crecimiento, determinandose el la D.O. y las unidades
formadoras de colonias (UFC), asi como el contenido de trehalosa en las
diferentes fases de crecimiento de los cultivos de B. japonicum.

e Actividades implicadas en la sintesis de trehalosa en B. japonicum USDA
110.
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b) Las determinaciones realizadas en simbiosis fueron:

e Analisis de crecimiento y nodulacién de las plantas: peso seco parte aérea,
raiz, planta completa, nddulos y relacion raiz/parte aérea y peso
normalizado de nodulos.

e Actividades enzimaticas del metabolismo de la trehalosa en bacteroides:
trehalosa sintasa, maltooligosiltrehalosa sintasa y trehalosa-6 fosfato sintasa
y en citosol nodular la actividad trehalasa.

e Contenido de sacarosa, maltosa, glucosa y trehalosa en citosol nddular.

4. Metodologia empleada
4.1. Recoleccion de las plantas

En la recoleccion de plantas de M. truncatula, M. sativa y
L. japonicus, se seleccionaron de forma aleatoria 10 plantas de las 60
existentes por tratamiento, en las que se determind los parametros
relacionados con el crecimiento y la actividad nitrogenasa. Para ello, se
aislaron los nodulos de cada planta, se separ6 la raiz de la parte aérea, se
registrd su peso fresco, y a continuacion, se procedio al secado del material
vegetal en estufa de corriente forzada de aire a 70°C durante 24 h, pasado
este tiempo, se determinoé el peso seco de cada organo.

El resto de plantas se extrajeron de los semilleros, se lavaron las raices
con abundante agua para eliminar los restos de vermiculita, en cada
tratamiento se separaron tres grupos de plantas de forma aleatoria para
realizar repeticiones y se separd parte aérea, raiz y nodulos, el material
vegetal se conservd a —80°C hasta su posterior utilizacion en las
determinaciones metabdlicas y analiticas.

La recoleccion de plantas de P. vulgaris y G. max se realizo por el
mismo procedimiento descrito, conservando unicamente los nddulos de
P. vulgaris a -80°C, mientras que con los de G. max se procedid después de
su cosecha a llevar a cabo las determinaciones indicadas en el apartado 3.6.
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4.2. Fijacion de nitrégeno
4.2.1. Desarrollo nodular

Una vez secado el material vegetal en estufa con corriente forzada de
aire a 70°C, se determind el peso seco de los nddulos mediante la obtencion
de un factor PS/PF calculado a partir de varias muestras pesadas cada dia
antes y después del secado.

Se calcul6 el peso normalizado de nédulos (PNN):

PSN
PSPA

Este parametro es el resultado de dividir el peso seco de ndédulos por
el peso seco de la parte aérea. Los resultados se expresan en mg PSN mg™'
PSPA.

4.2.2. Actividad nitrogenasa

El ensayo para la determinacion de la actividad fijadora de nitrogeno
se realiza mediante el andlisis de intercambio de gases segin Witty y
Minchin (1998), consistente en la medicion de la evolucion de H, que se
produce junto con la reduccion de N, a NH;3 de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

N, + 8H' + 8¢ + 16ATP —»2NH;3 + H, + 16ADP + 16P;

La medida del H, producido por los nédulos en una corriente de aire
proporciona la actividad nitrogenasa aparente (ANA), ya que solo dos de los
ocho electrones son empleados para la produccion de H, mientras que el
resto se utiliza para reducir el N, a NH;. Para medir la actividad total de la
nitrogenasa (TNA), se pasa una corriente de Ar/O, en una proporcion
80/20% a través de los nddulos. En este caso todos los electrones son usados
para la produccion de H; . Para determinar la tasa de fijacion de N se utiliza
la ecuacion:

Tasa de fijacion de No= (TNA — ANA)/3
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Se pone 3 en el denominador porque para reducir N, a NHj; se
: : -y +
requieren tres pares de electrones, mientras que la reduccion de H™ a H;
requiere solo de un par de electrones.

4.2.3. Leghemoglobina

El contenido de leghemoglobina en no6dulos se determind por
fluorimetria segiin el método de La Rue y Child (1978). Para la preparacion
de los extractos se maceraron 0.3 g de nddulos con 6 ml de medio de
extraccion (ferricianuro de potasio 0.02% y bicarbonato de sodio 0.1%) y
posteriormente el homogenizado se centrifugd a 23000 g. La concentracion
de leghemoglobina en el sobrenadante se determiné después de incubar 0.05
ml de extracto con 3.15 ml de &cido oxalico a 120°C durante 30 min. La
fluorescencia de las muestras se registr6 en un fluorimetro Shimadzu RS-
540 a la longitud de onda de excitacion de 405 nm. Los resultados se
expresaron como mg de leghemoglobina g™ PF.

4.3. Aislamiento de bacteroides de nédulos

Los nodulos de G. max se pesaron y maceraron en un mortero a 4°C
con tampon fosfato 100 mM pH 7.5, adicionado con manitol 150 mM, DTT
2 mM y EDTA 1 mM, en una proporcion 1/2 (p/v). Después de su filtrado a
través de una gasa, el homogenado se centrifug6 a 500 g durante 10 min, a
fin de eliminar todos los restos de tejido. A continuacidn, el sobrenadante se
transfirid a un tubo limpio y se centrifugé de nuevo a 6000 g durante 10
min, obteniéndose asi el sobrenadante, y el pellet que contenia los
bacteroides. El sobrenadante fue de nuevo centrifugado a 48000 g para su
utilizacion como extracto crudo de proteina del citosol nodular.

Los bacteroides se lavaron mediante su resuspension en el tampon
donde se homogeneizaron los nddulos, y se volvieron a recoger por
centrifugacion a 6000 g durante 10 min. Finalmente los bacteroides se
resuspendieron en tampon Tris 10 mM pH 7.5 que contenia MgCl, 40 mM,
KCI 10 mM, EDTA 3 mM y DTT 1mM. La suspension de bacteroides se
sonico en un bafio de hielo usando un sonicador Branson (modelo 350) con
un 50% de pulso durante 10 min, para lo que se anadi6 50 pl de Triton X-
100 al 1% y facilitar asi la ruptura de las membranas. La mezcla sonicada se
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centrifugd a 48000 g durante 10 min, usandose el sobrenadante como
extracto crudo de proteina del bacteroide.

4.4. Actividad fotosintética
4.4.1. Eficiencia fotosintética

Las medidas se realizaron usando un fluorimetro (ADC:OSI 5 FL de
ADC BioScientific Ltd.). Para ello, se midi6 la fluorescencia en la cara
adaxial de la hoja correspondiente al segundo trifolio. Dado que un requisito
imprescindible es una 6ptima adaptacion de la hoja a la oscuridad, siguiendo
las instrucciones del equipo, se encontré que era suficiente un tiempo de 30
minutos, que fue utilizado en todas las mediciones. La iluminacion se aplicd
mediante 6 LEDs (Ligh Emitting Diodes) a una intensidad saturante de 2400
umoles fotones m? s'l, correspondientes a una luz actinica no modulada,
con un pico a 650 nm de A, recogiéndose la fluorescencia emitida durante un
tiempo de 5 segundos.

La obtencion de datos de fluorescencia se realizO mediante una
cinética de induccion de fluorescencia de la clorofila denominada efecto
Kautsky:

0a FriFm=0.749
Fm =0.60
Fr =047
Fo =013

A =0.0023

| Fo

Fluprezcencia (unidades relativas)

1 L 1
10 20 30
Tiempo (minutos)

o

Esta curva se obtuvo al iluminar una hoja que se encontraba adaptada
a la oscuridad y en la cual todos los centros de reaccion del fotosistema 11
estaban abiertos. Al iluminar la hoja, la fluorescencia de las clorofilas se
elevd répidamente desde un nivel Fy de fluorescencia minima, hasta un
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maximo Fp, de fluorescencia méaxima que se obtuvo a luz saturante. A partir
de esta curva de induccion de fluorescencia, se obtuvieron los paradmetros
fluorescencia basal (Fy), fluorescencia méxima (F,,), fluorescencia variable
(Fv) que corresponde a la diferencia entre la fluorescencia maxima y la
fluorescencia basal (F,= F,,—Fy) y la relacion entre fluorescencia variable y
fluorescencia maxima (F,/Fy), indicador de la funcionalidad de Ila
conversion fotoquimica de energia luminosa en el fotosistema II. También
se determind el rendimiento cuantico basal de los procesos no fotoquimicos
del fotosistema II, Fo/F,,, que incluye la influencia de la emision de
fluorescencia por la clorofila y la disipacion de energia en hojas adaptadas a
la oscuridad.

4.4.2. Pigmentos fotosintéticos: clorofilas totales

El contenido de clorofilas totales, clorofila a, clorofila b y xantofilas
mas carotenos, se determind segin el método de Wolfenden et al. (1988).
Para la extraccion, se utilizaron cantidades de 0.1 g de hojas a las que se les
afnadi6o 1 ml de metanol al 50 % y 3 ml de triclorometano. El material fresco
se macerd en un mortero a 4°C para evitar la degradacion de los pigmentos.
Tras la filtracion por tres capas de gasa, se centrifugd a 3750 g durante 10
min, pasando todas las clorofilas a la fase de cloroformo. Se elimind la fase
superior con ayuda de una micropipeta, y se filtré la fase cloroformica con
papel filtro. A continuacion, el volumen obtenido se diluy6é con un factor 5
en cloroformo. A partir de aqui, se procedi6 a tomar alicuotas para la
determinacion del contenido de los distintos pigmentos fotosintéticos, que
se efectud mediante la lectura de la D.O a las longitudes de onda 470, 648 y
666 nm, utilizando como blanco cloroformo. Los resultados se expresaron
enpgml™,

Las ecuaciones utilizadas para la cuantificacion de la concentracion de
los distintos pigmentos fotosintéticos fueron:

Ca =109 A666 -12 A648
Cb =1638 A64g — 457 A666
Cxic = (1000 Ag70— 284 C, — 14211 Cy)/174

Clorofilas totales = C, + Cp + Cxc
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4.4.3. Contenido total de clorofila (SPAD)

Las clorofilas totales se determinaron mediante un medidor portatil
SPAD 502, Minolta Camera Co. El fundamento de la medida se basa en
registrar la luz transmitida por la hoja en dos regiones del espectro, donde la
absorcion por parte de las clorofilas es muy diferente. Para ello, el medidor
utiliza dos LEDs, uno rojo (con un pico de emision a 650 nm de longitud de
onda) y otro infrarrojo (cuya méxima emision se sittia a 940 nm de longitud
de onda). La fraccion de esta luz, que es transmitida por la hoja se recoge
mediante un fotodiodo de silicio, se convierte a una sefial eléctrica analdgica
y se procesa para ser convertida a unidades SPAD (relativas), de contenido
de clorofila total (atb) presente en la hoja. Los valores presentados son
unidades SPAD.

4.5. Actividades enzimaticas
4.5.1. Preparacion de extractos

Para la determinacion de las actividades enziméaticas en ndédulos de
M. truncatula, L. japonicus y M. sativa, el tejido fresco se homogeneizé en
mortero con medio de extraccion en una proporcion de peso/volumen igual
a 1/12, y polivinilpolipirrolidona insoluble en una cantidad equivalente al 33
% del peso fresco de la muestra. El homogeneizado se filtrd a través de
doble capa de gasa y a continuacion se clarificd por centrifugacion a 30000
g durante 20 min en una centrifuga refrigerada Sorvall Superspeed RC-5B
(DuPont Instruments). Se obtuvo asi una solucion con las proteinas solubles
del citosol y sin restos de tejido que se emple6 como extracto para la
determinacion de las distintas actividades enzimadticas ensayadas. Todo el
proceso de extraccion se llevo a cabo a 4°C y, dependiendo de la actividad a
determinar, los medios de extraccion utilizados fueron los siguientes:

a) Tampon maleico-KOH 100 mM pH 6.8 adicionado con: sacarosa 100
mM, B-mercaptoetanol al 2 % (v/v) y etilenglicol al 20 % (v/v), para
determinar la  actividad  fosfoenolpiruvato  carboxilasa,  malato
deshidrogenasa e iscitrato deshidrogenasa.

b) Tampon fosfato potasico 50 mM pH 8 adicionado de 1| mM EDTA y
20% etilenglicol para la actividad sacarosa sintasa y hexoquinasa.
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¢) Tampon MES 0.1 M pH 6.3 adicionado de EDTA 2 mM y PMSF 2 mM
para la actividad trehalasa e invertasa alcalina.

d) Tampoén fosfato sédico 0.1 M pH 7.5 adicionado de manitol 0.15 M,
DTT 2 mM y EDTA 1 mM para la actividad trehalosa-6 fosfato sintasa y
trehalosa-6 fosfato fosfatasa.

Los extractos de proteina de B. japonicum se obtuvieron
centrifugando las células a 22000 g 10 min, se elimin6 el sobrenadante y las
células se resuspendieron en tampdn fosfato 0.2 M pH 7.0. La mezcla se
volvié a centrifugar de nuevo en las mismas condiciones y las células
finalmente se resuspendieron en 5 ml de tampoén tris 10 mM pH 7.5 que
contenia MgCl, 40 mM, KCl 10 mM, EDTA 3 mM y DTT 1 mM. A la
mezcla se afiadido 50 pl de Triton X-100 al 1% y se sonicé en un bafio de
hielo usando un sonicador Branson (modelo 350). La mezcla sonicada se
centrifugd a 48000 g 10 min utilizdndose el sobrenadante como extracto
crudo de proteina.

Los extractos crudos de proteina de B. japonicum, bacteroide y del
citosol nodular de G. max, obtenidos como se detalla ¢ al apartado 4.3, se
filtraron a través de una columna de Sephadex G-25, utilizando Blue
dextran como marcador de la posicion de las proteinas. Durante la filtracion,
el extracto crudo de bacteroide y B. japonicum se dividié en dos porciones,
una de ellas se filtré a través de una columna equilibrada con tampon Tris
10 mM pH 7.5, utilizdndose para la determinacion de la actividad trehalosa-
6 fosfato sintasa, mientras que la otra se filtr6 a través de una columna
equilibrada con tampoén fosfato 10 mM pH 7.0, utilizdndose este mismo
como tampén de elucién, para las actividades trehalosa sintasa y
maltooligosiltrehalosa sintasa.

4.5.2. Valoracion de actividades: oxidacion-reduccion de
NAD(P)H/NAD(P)+

Las actividades enzimdticas sacarosa sintasa, hexoquinasa,
fosfoenolpiruvato  carboxilasa, malato  deshidrogenasa, isocitrato
deshidrogenasa y trehalosa-6P sintasa, se han valorado por medio de la
oxidacion o reduccion de NAD(P)H/NAD(P)" producida en la propia
reacciébn o en una reaccidon acoplada. La valoraciéon de la actividad en
reacciones enzimaticas en las que se produce oxidacion o reduccion de
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piridin nucledtidos, se realiza siguiendo la variacion de densidad Optica
(D.O.) a 340 nm debida a la aparicion o desaparicion de la forma reducida,
que presenta un maximo de absorcion a dicha longitud de onda, con un
coeficiente de extincion molar que es igual para el NADH y el NADPH.

La reaccién se inicid con la adicion del extracto o el sustrato a la
mezcla de reaccidon, que varié segin la enzima estudiada. Se registro la
variacion lineal de D.O. en un espectrofotometro Shimadzu UV-1604
termostatizado. En todos las actividades enzimaticas se prepararon 4
repeticiones y un control sin sustrato para corregir las posibles oxidaciones
o reducciones enddgenas de NAD(P)H/NAD(P)', segtin la reaccion. El
calculo de las actividades enzimaticas acopladas a la reaccion de o6xido-
reduccion NAD(P)H/NAD(P)', se realizo en base a la siguiente ecuacion:

(AD.O. min™") x V x V1 x 60

Actividad [pumol g’ PFh'] =
10°x g xdxvxPF

donde:

A D.O. min" = incremento medio de densidad 6ptica por minuto

V = volumen total de la mezcla de reaccion en ml

Vt = volumen total de extracto en ml

¢ = coeficiente de extincién molar del NAD(P)H = 6.22 10° cm” mol™!
d = ancho de la cubeta (1 cm)

v = volumen de extracto anadido a la mezcla en ml

PF = peso fresco de muestra utilizada para preparar el extracto

60 = factor para expresar la actividad por horas

10" = factor para expresar la actividad en pmoles
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4.5.2.1. Sacarosa sintasa

La actividad sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13.) hidroliza la sacarosa en
presencia de UDP, produciendo UDP-glucosa que a su vez es oxidada por la
UDP-glucosa deshidrogenasa en presencia de NAD' que se reduce,
pudiéndose medir el incremento de absorbancia a 340 nm:

La mezcla de reaccion optimizada a partir de la descrita por Morell y
Copeland, (1985) fue la siguiente:

Tampon bicina-KOH pH 8.5......... 100.0 mM

Sacarosa........cceceeeveeenieniieenieeeene 100.0 mM
UDP..oooiieiieeeeeeeee e 2.0 mM
UDPG deshidrogenasa....................... 0.025 U
NAD .o 1.5 Mm

La reaccion se inicid con la adiciéon de 100 ul de extracto para
completar un volumen final de 1 ml. La actividad sacarosa sintasa se
expres6 en pmol NAD".q mg proteina™ h™

4.5.2.2. Hexoquinasa

La actividad hexoquinasa (EC 2.7.1.1.) fosforila la glucosa utilizando
una molécula de ATP. La determinacion de esta actividad se llevod a cabo
segin Levi y Preiss (1978), mediante la determinacioén espectrofotométrica
de la produccion de NADPH que se genera a 30°C durante 10 min en un
volumen final de 1 ml del siguiente medio de reaccion:

Tampon HEPES pH 7.8....ccccoiiiiiiiins 50.0 mM
MECLpuiiiieeieee e 5.0 mM
NADP ...ttt 1.0 mM
ATP e 0.5 mM
GlUCOSA.....eecevieeiieeeeeee e 1.2 mM
Glucosa 6P deshidrogenasa.............ccccceeveennennn. 3U
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La reaccion se inici6 al adicionar una alicuota de 50 pl de extracto a la
.y .. . + -1
mezcla de reaccion. La actividad se expres6 como pmol NADP .4 mg
proteina h™.

4.5.2.3. Fosfoenolpiruvato carboxilasa

La actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31) cataliza la
transformacion de fosfoenolpiruvato en oxalacetato, el cual es reducido a
malato por accion de la malato deshidrogenasa mediante la oxidacion de
NADH.

Se valord espectrofotométricamente siguiendo la disminucion de
absorbancia a 340 nm provocada por la oxidacion del NADH en una
reaccion acoplada a la actividad malato deshidrogenasa endogena.

El ensayo optimizado a partir del descrito por Vance et al. (1983) se
realiz6 a 30°C con la siguiente mezcla de reaccion:

Tampon bicina-KOH pH 8.5......... 100.0 mM

NaHCO5. .o 10.0 mM
MEClpuuiiiiieiieieeieeee et 5.0 mM
PEP .o, 2.0 mM
NADH....coiiiieieeeeeeeee e 0.2 mM

La reaccion se inici6 al afiadir 25 pl de extracto hasta completar un
volumen final de 1 ml. La actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa se
expresd como pmol NADH,, mg proteina h™'.

4.5.2.4. Malato deshidrogenasa

La actividad malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) transforma el
malato en oxalacetato mediante un proceso reversible. Debido a la elevada
actividad de esta enzima, para la determinacion de la misma, los extractos
fueron diluidos 100 veces. La mezcla de reaccidn fue la siguiente:
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Tampon bicina-KOH pH 8.5........ 100.0 mM

AOA ... 1.0 mM
MEClpuiiiiieiieieeieee e 5.0 mM
NADH.....oooiiieeeeeeee e, 0.2 mM

La reaccion se inicia con la adicion de 10 pl del extracto diluido para
completar un volumen final de 1 ml. La actividad MDH se expreso en pmol
NADH,, mg proteina™ h™",

4.5.2.5. Isocitrato deshidrogenasa

La actividad NADP -isocitrato deshidrogenasa (EC 1.1.1.42) cataliza
el paso de isocitrato a a-cetoglutarato mediante un proceso reversible. La
mezcla de reaccion fue la siguiente:

Tampoén bicina-KOH pH 8.5........ 100.0 mM

ISOCIEIALO. .. 1.0 mM
MECleiiiiiiieieeee e 5.0 mM
NADP .o 0.2 Mm

La determinacion de la actividlad NADP -isocitrato deshidrogenasa
citosolica de nodulos se optimizo a partir de la metodologia descrita por
Chen et al. (1988) La reaccion se inicia con la adicion de 10 pl de extracto
para completar un volumen final de 1 ml. La actividad ICDH se expreso en
pumol NADP g mg proteina’1 ht.

4.5.2.6. Trehalosa-6 fosfato sintasa

La actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (EC 2.11.1.15.) cataliza la
formacion de una molécula de trehalosa-6 fosfato a partir de UDP-glucosa y
glucosa-6 fosfato. Fue determinada segun el método descrito por Salminen y
Streeter (1986). La mezcla de reaccidon se componia de:
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Tampon Tris pH 7.5, 50 mM
MEClpueeiiiieiiieiieieeeece e 100 mM
EDTA...coiiiiiiienieeeeeeeeeee 3mM
| QO] TS 25 mM
UDP-glucosa.......ccccoueevuveeniieenieenn. 8 mM
Glucosa-6P.......ccccooevvineiienienenn 30 mM

La reaccion se inicid con la adicion de 40 pl de extracto hasta
completar un volumen final de 200 pl. Después de 1 h de incubacion a 30°C
se determind el UDP formado acoplando las reacciones catalizadas por las
actividades piruvato kinasa y lactato deshidrogenasa. La mezcla de reaccion
contenia:

Tampon Tris pH 7.5, 50.00 mM
MECloueieiieeiieieeieee e, 10.00 mM
PEP ..o 5.00 mM
NADH. ..ot 0.24 mM
PK oo 35U
LDH...cooiiiiiiinininieecieeceee 50U

Esta reaccion se inicié con la adicion de los 200 pl de la reaccion
anterior que contiene el UDP formado tras el periodo de incubacién. La
actividad trehalosa-6 fosfato sintasa se expresd en nmol UDP mg™' proteina
=

4.5.3. Valoracion de otras actividades enzimaticas
4.5.3.1. Invertasa alcalina

La actividad invertasa alcalina (EC 2.3.1.26) hidroliza la sacarosa en
una molécula de glucosa y otra de fructosa. El procedimiento para el ensayo
de esta actividad se optimiz6 a partir del descrito por Morell y Copeland,
(1984). La mezcla de reaccion fue la siguiente:
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Tampon fosfato potasico pH 7.5.................. 20 mM
SACATOSA....evieiieiiieiicie e 100 mM

La reaccion se inici6 con la adicion de 40 pl de extracto (4.5.1.) para
completar un volumen final de 200 pl. Tras 30 min de incubacion a 30°C, la
reaccion se pard hirviendo durante 2 min. Posteriormente la glucosa
generada se determina por el método de la glucosa oxidasa-peroxidasa
usando un kit comercial (ATOM), en el que el peroxido de hidrégeno forma
un complejo coloreado que se cuantifico por espectrofotometria a 500 nm.
La actividad invertasa alcalina se expresé en nmol glucosa mg™ proteina h™

4.5.3.2. Trehalosa-6 fosfato fosfatasa

La actividad trehalosa-6 fosfato fosfatasa (EC 3.1.3.12.) cataliza la
formacién de una molécula de trehalosa mediante la eliminacién del P; de la
trehalosa-6 fosfato. La mezcla de reaccion se componia de:

Tampon Tris pH 7.5..ccceeiieenee. 25 mM
MECLy.eiieeieeeieeeeeee e, 10 mM
Trehalosa OP..........cccoovvvvvennnnnnennn. 1 mM

La reaccioén se inicié con la adicion de 50 pl de extracto (4.5.1) hasta
completar un volumen final de 250 pl. La mezcla se incubd durante 2h a
37°C. La actividad fue determinada en funcion del P; generado que fue
determinado segun la técnica de Bartlett (1958). La actividad se expresé en
nmol P; mg™' proteinah™

4.5.3.3. Trehalasa
e Método 1

La actividad trehalasa (EC 3.2.1.28.) responsable de degradar
trehalosa generando dos moléculas de glucosa, se determin6 segun Miiller et
al. (1994a) en extractos de nodulos de M. trucatula, M. sativa, L. japonicus
y P. vulgaris. La mezcla de reaccion fue la siguiente:
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Tampon MESpH 6.3..................... 50 mM
TrehaloSa.....eeeeeeeeee 100 mM

Para iniciar la reaccion se adiciona 40 pl de extracto (4.5.1.) hasta un
volumen final de 200 pl. Después 1 h de incubacion a 37°C, la reaccion se
detuvo hirviendo 2 min. Posteriormente la glucosa generada fue
determinada por el método de la glucosa oxidasa-peroxidasa, usando un kit
comercial (ATOM) descrito en la invertasa alcalina. La actividad trehalasa
se expreso en nmol glucosa mg™' proteina h™',

e Método 2

En el experimento realizado con ndédulos de G. max, se utiliz6 un
método diferente para la determinacion de la actividad trehalasa que se
describe a continuacion:

La mezcla de reaccion estaba formada por el extracto de proteina del
citosol al que se le adicion6 trehalosa hasta una concentraciéon 10 mM con el
que se inicio la reaccion. Como control se utilizé una mezcla en la que la
proteina se inactivo por tratamiento térmico. La mezcla se incub6 durante
15 min deteniéndose la reaccion calentando a 100°C. La mezcla se
centrifugd a 7000 g 5 min para eliminar la proteina, y el sobrenadante se
transfirié a viales de cromatografia gaseosa para la determinacion de la
concentracion de trehalosa como se indica en el apartado 4.6.1.1. La
actividad se expresd en nmol trehalosa mg ™' proteina min™.

4.5.3.4. Trehalosa sintasa y maltooligosiltrehalosa sintasa

El ensayo para la determinacion de la actividad trehalosa sintasa y
maltooligosiltrehalosa sintasa fue similar exceptuando los sustratos
utilizados en la mezcla de reaccion.

La actividad trehalosa sintasa (EC 5.4.99.16.) cataliza la formacion de
una molécula de trehalosa a partir de una molécula de maltosa mediante
transglucosilacion del enlace a(1-4) de la maltosa a a(1-1) de la trehalosa.
La mezcla de reaccion estaba formada por:
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Tampon fosfato pH 7.0............... 10 mM

La actividad maltooligosiltrehalosa sintasa (EC 5.4.99.15.) cataliza la
formacion de una molécula de trehalosa por una transglucosilacion
intramolecular del enlace o (1-4) terminal de una variedad de
maltooligosacaridos con una longitud de cadena de 4 o mas residuos. En
este caso la mezcla de reaccion estaba formada por:

Tampon fosfato pH 7.0............... 10 mM
Maltoheptulosa.........cccceeueennenne. 2.5 Mm

Las mezclas de reaccion para cada actividad enzimatica, se colocaron
en tubos de microcentrifuga a los que se les afiadié un volumen de 200 pl de
extracto proteico por reaccion. A las mezclas control se le adiciond el
mismo volumen de extracto de proteina, que previamente habia sido
inactivado mediante tratamiento térmico. Previamente al inicio de la
reaccion, la mezcla formada por el extracto proteico y el tampdn de reaccion
fue preincubada con trehazolin a una concentracion final de 80 nM durante
30 min a 30°C, con el fin de inactivar restos de actividad trehalasa del
citosol nodular, que impedirian la acumulacién de la trehalosa formada en el
transcurso de ambas reacciones. Las mezclas de reaccion con los respectivos
sustratos se incubaron durante 3 y 6 horas cada una, a fin de asegurar que el
incremento en la concentracion del producto de la reaccion se debe a la
actividad de la enzima. Las reacciones se detuvieron calentando a 100°C. La
mezcla de reaccion de la actividad MOTS fue incubada con
amiloglucosidasa para degradar los intermediarios maltooligosiltrehalosa, y
maximizar asi el rendimiento de trehalosa generada. Finalmente, las mezclas
fueron centrifugadas a 7000 g 5 min para eliminar la proteina, y el
sobrenadante fue transferido a viales de cromatografia gaseosa para la
determinacion de la concentracion de trehalosa, maltosa y glucosa como se
indica en el apartado 4.6.1. Las actividades de ambas actividades se
expresaron en nmol de trehalosa mg™ proteina h™'.
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4.6. Determinaciones analiticas
4.6.1. Contenido de carbohidratos

4.6.1.1. Sacarosa, maltosa, trehalosa, glucosa y fructosa: cromatografia
gaseosa

a) Preparacion del extracto y derivatizacion de la muestra

Los nodulos se homogeneizaron en metanol al 80%, y los
carbohidratos solubles se extrajeron a 60°C durante 10 min, posteriormente
el extracto se centrifugd a 12000 rpm 10 min. La extraccidon se repitid 3
veces recogiéndose los sobrenadantes que posteriormente se secaron al
vacio en viales para cromatografia gaseosa. El residuo resultante se
resuspendié en 125 ul de piridina purificada mas 125 pl de STOX (Pierce
Biotechnology, Inc.), consistente en una mezcla de piridina mas
hidroxilamina, ademas de B-phenylglucosa como estdndar interno. La
mezcla se agitd con vortex y se incubd durante 30 min a 70°C. Después de
enfriar a temperatura ambiente, las muestras se derivatizaron afiadiendo 200
ul de hexametildisilazane (HMDS) y 20 ul de 4cido trifluoroacético (TFA),
dejando transcurrir la reaccion durante una hora a temperatura ambiente.

b) Valoracion de azucares

Los derivados obtenidos tras la reaccién de derivatizacidon, se
analizaron en un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 Series II
equipado con una columna empaquetada de 3% OV-17 Chromosorb WHP.
El area de los picos se cuantificd mediante un integrador Hewlett-Packard
3396A.

4.6.1.2. Azacares solubles totales

La extraccion del material hidrosoluble procedente de raices y
nodulos se llevo a cabo por el método de Irigoyen et al. (1992), utilizando
como medio de extraccion etanol al 96 %, en una proporcion 1/12 (peso
fresco de muestra/volumen de medio). Tras la maceracion se centrifugd a
3500 g durante 10 min. El sobrenadante se utilizé para la determinacion de
azucares solubles totales, aminoacidos y prolina, mientras que el pellet se
utiliz6 para el almidon.
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En hojas, el disolvente utilizado como medio de extraccion fue la
mezcla etanol-cloroformo-agua (ECA) en la proporcién 12:5:1 de acuerdo
con Tully et al. (1979), en una proporcion 1/10 (peso fresco de
muestra/volumen de medio). Tras la maceracion se centrifugd a 3750 g
durante 10 min. Al sobrenadante obtenido se le anadio 15 ml de agua
destilada y 1 ml de triclorometano, se agit6 y se dejo en reposo hasta la
aparicion de dos fases (24 h), una transparente y una verde. La fase
transparente se utilizo para la determinacion de azucares solubles totales,
aminodcidos y prolina, mientras que el pellet se utiliz6 para el almidon.

La valoracion colorimétrica de los azlicares solubles totales se siguid
por el método propuesto por Irigoyen et al. (1992). A alicuotas de 0.05 ml
de extracto se les afiadié 3 ml de reactivo de antrona, consistente en acido
sulfurico diluido al 72% mads antrona en una proporcion de 0.15 g/100 ml, a
continuacion los tubos se agitaron vigorosamente y se llevaron a un bafio en
ebullicion durante 10 min, tras los cuales se enfriaron rapidamente en hielo.
La D.O. debida al color verde desarrollado se midi6 a 620 nm.

La curva patron se prepar6 del mismo modo a partir de
concentraciones conocidas de glucosa y un blanco con 1 ml de agua
destilada. La concentracion de azucares se expreso en mg de glucosa g PF.

4.6.1.3. Almidon

La deteccion de almidon se llevo a cabo tomando el residuo que quedo
de la extraccion para la valoracion de azucares solubles totales, aminoéacidos
libres y prolina e incubdndolo en una estufa a 70°C durante 24 h.
Posteriormente, se le adicionaron 4 ml de agua destilada y se calentd a
100°C durante una hora. Después de enfriar a temperatura ambiente, se le
adicioné 1 ml de tampén acetato 8.5 mM pH 4.5 que contenia 0.8 mg ml™
de a-amiloglucosidasa. Tras mezclar en vortex, se incubd a 50°C durante 24
h en agitacion con el fin de asegurar la completa degradacion del almidon
(Kiniry 1993). La glucosa resultante de la degradacion del almidon, se
determind por el método colorimétrico de la glucosa oxidasa peroxidasa,
mediante el kit comercial (ATOM) utilizado para las actividades invertasa
alcalina y trehalasa.
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Para el calculo de la concentracion de almidon se prepard una curva
patrén con glucosa, entre 100 y 600 pg/ml expresandose en mg glucosa g’
PF.

4.6.2. Compuestos nitrogenados
4.6.2.1. Aminoacidos libres

Se utilizaron los extractos preparados para determinar azlcares
solubles totales (4.6.1.2.). La determinacion de aminoacidos se realizd
siguiendo el método de Yemm y Cocking (1955). A alicuotas de 0.5 ml de
muestra se adicionaron 1.5 ml de ninhidrina preparada al 2% (p/v) en una
solucion formada por tampon citrato 0.2 M pH 5.0, y etilenglicol
monometileter. Los tubos se agitaron y se incubaron a 100°C durante 15
min. A continuacion se detuvo la reaccion enfriando en hielo, se afiadid 5 ml
de isopropanol al 50 % y se tomaron los valores de D.O. a 570 nm.

Como referencia se preparé una curva patrén a partir de asparagina
(Sigma). El contenido en aminoécidos se expresé en mg de asparagina por
-1
g~ PF de muestra.

4.6.2.2. Prolina

Se utilizaron alicuotas del extracto preparado para valorar azucares
solubles totales y aminoacidos. A 3 ml de extracto crudo se les adiciond 1.5
ml de ninhidrina, [preparada al 25 % (p/v) en una solucion formada por
acido acético glacial al 60% (v/v) y acido fosforico al 40 % (v/v)], y 15 ml
de 4acido acético glacial. Esta mezcla se incubd durante 60 min a 100°C, la
reaccion se detuvo enfriando en hielo y a continuacion se afiadieron 2 ml de
benceno, se agitd fuertemente y la fase superior se utilizé para medir la D.O.
a 520 nm. Como blanco se empled agua destilada.

Para el célculo de la concentracion de prolina se prepard una curva
patrén con prolina (Sigma) en cantidades comprendidas entre 2.5 y 20 ug
siguiendo el procedimiento ya descrito. El contenido de prolina se expresod
como pg de prolina en g PF.
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4.6.2.3. Proteina soluble

El contenido de proteinas solubles en los extractos utilizados para
determinar las actividades enzimaticas, se estimo mediante el método de
Lowry et al. (1951), con las modificaciones introducidas por Markwell ef al.
(1978). A 50 pl de muestra se adicionaron 950 pul de NaOH 0.4 Ny 3 ml de
reactivo A. Se agitaron los tubos e incubaron a temperatura ambiente
durante 15 min. A continuacion, se adicionod 0.3 ml de reactivo de Folin-
Cicolteau (reactivo de fenol) diluido 1:1 en agua destilada y se incub6 a
temperatura ambiente 30 min midiendose la D.O. a 660 nm. Los resultados,
expresados como mg g PF, se obtuvieron a partir de una curva patrén de
albmina de concentraciones comprendidas entre 10 y 80 pg ml™.

El reactivo A presentd 100 partes de reactivo B y una de reactivo C.
El reactivo B estd formado por: Na,COs; 2.0% (p/v), NaOH 0.4% (p/v),
tartrato de sodio y potasio 0.16% (p/v), dodecil sulfato sédico (SDS) 1%
(p/v). El reactivo C contiene CuSO4 5H,0 4.0% (p/v).

4.6.3. Elementos minerales

El material vegetal seco y molido (polvo fino y homogéneo), se
sometid0 a un proceso de digestion mediado por microondas para
descomponer y disolver las matrices vegetales con objeto de determinar el
estado nutricional de la planta a través del contenido de algunos nutrientes
en parte aérea y raiz (Mingorance, 2002).

4.6.3.1. Determinacion de nitrogeno y fosforo

El nitrogeno y el fosforo se determinaron colorimetricamente
mediante un sistema automatico de analisis de flujo continuo de aire
segmentado (Bran+Luebbe TRACCS 2000, Bran+Luebbe, GMBH). Los
valores de estos y todos los elementos minerales determinados se
expresaron en porcentaje y en mg planta™.

4.6.3.2. Determinacion de sodio y potasio

Se realizé por fotometria de llama, utilizando un fotémetro Corning-
400. Esta técnica se basa en las radiaciones que emite un determinado
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elemento estimulado térmicamente, cuando vuelve a su estado inicial. La
intensidad de radiaciéon emitida es proporcional a la concentracion del
elemento en el material.

El calculo de la concentracion de potasio y de sodio se basé en una
curva patrén realizada con concentraciones conocidas de potasio y sodio.

4.6.3.3. Determinacion de calcio y magnesio

Estos elementos se determinaron por espectrofotometria de absorcion
atémica, utilizando las lineas 4224 A (Ca) y 2852 A (Mg) con llama
oxidante aire-acetileno. La determinacion de magnesio se realizd
directamente sobre el mineralizado, pero para el calcio se adicion6 lantano,
debido a que se pueden formar compuestos dificilmente atomizables en la
llama, que pueden interferir por sus caracteristicas refractarias. Las lecturas
de ambos macronutrientes se realizaron directamente en un
espectrofotometro de absorcion atomica Perkin-Elmer 5000.

4.6.3.4. Determinacion de cloruro

El contenido de cloruro se determin6 por el método colorimétrico de
Iwasaki et al. (1982). En las muestras de tejido vegetal seco y molido (0.1 g)
se realizd la extraccion de cloruro con 10 ml de agua desionizada por
agitacion el tubos de rosca, durante 2 h. Para la reaccion se tomaron 2.5 ml
del extracto, previamente filtrado con papel de filtro, y se mezclaron con 2
ml de solucidn de nitrato férrico y 1 ml de solucion saturada de tiocianato de
mercurio. A continuacion la reaccion se dejo en reposo 15 min y se realizd
la lectura de D.O. a 460 nm frente a una curva de KCI de 10-100 uM.

4.7. Purificacion y caracterizacion de la trehalasa de nodulos de
P. vulgaris

4.7.1. Purificacion
4.7.1.1. Preparacion del extracto

Los ndédulos de P. vulgaris se homogeneizaron sobre hielo en tampén
de extraccion Tris-HCI 50 mM pH 8 que contenia 5% (p/v) sacarosa, [3-
mercaptoetanol 6 mM y 33% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoluble.
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El homogenizado se filtro a través de doble capa de gasa y se centrifug6 a
30000 g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante, separado de los restos de
tejido, fue utilizado en los sucesivos pasos de purificacion. La actividad
trehalasa se determin6 como se indica en el apartado 4.5.3.3. (método 1).

4.7.1.2. Precipitacion con sulfato de amonio

En el extracto, en continua agitacion sobre bafo de hielo, se aplicaron
lentamente pequefias cantidades de sulfato de amonio hasta alcanzar un 30
% de saturacion. El precipitado obtenido se dejo reposar 1 h a 4°C y a
continuacion se centrifugdé a 17000 g durante 10 min. El sobrenadante
obtenido se llevo al 70 % de saturacion con sulfato amoénico, de igual forma
que en el paso anterior. Una vez centrifugado, el precipitado se resuspendi6
en tampon Tris 25 mM pH 8 y se someti6 a didlisis durante toda la noche
con el mismo tampodn a 4°C.

4.7.1.3. Cromatografia de intercambio ionico

El dializado fue aplicado a una columna (2 x 60 cm) de intercambio
i6nico DEAE-Sefarosa equilibrada con tampon Tris HCI 25 mM (pH 8). Las
proteinas se fijaron a la columna a una velocidad de flujo de 44 ml h™,
controlado por una bomba peristictica Eyela MP-3 (Tokio Rikakikai
Company). Después de lavar la columna con el tampon, las proteinas fueron
eluidas con un gradiente lineal de NaCl 0-250 mM, para lo cual se utiliz6 un
formador de gradientes (GM1, Pharmacia). Con ayuda de un colector de
fracciones (Redifrac 100, Pharmacia), se recogieron fracciones de 1 ml. Las
fracciones con actividad trehalasa se reunieron y se dializaron frente al
mismo tampoén. Este paso de purificacion por intercambio idnico fue
repetido utilizando una columna DEAE-Sefarosa de 1 X 20 cm. Las
fracciones con actividad trehalasa fueron de nuevo dializadas y
concentradas en un volumen de 1.5 ml mediante ultrafiltracion utilizando
una célula Amicon 8050, provista de una membrana Diaflo YM-10.

4.7.1.4. Cromatografia de exclusion molecular

El extracto concentrado mediante la ultrafiltraciéon se sometid a una
cromatografia de exclusion molecular con el doble proposito de determinar
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el peso molecular nativo de la trehalasa y conseguir un mayor grado de
purificacion. Para ello se utilizé una columna de vidrio (Bio-Rad) de 2 x 60
cm, rellena de Sephacrill S-300 “fast flow”. El montaje y preparacion de la
columna se realizd de acuerdo con las indicaciones del proveedor de la
resina (Pharmacia). Una vez empaquetada la resina se procedid a su
equilibrado con 5 volimenes de tampdn Tris HC1 25 mM (pH 8). El flujo de
trabajo fue de 32 ml h™. La muestra se cargé en la columna, eluyéndose con
el mismo tampoén y la enzima fue de nuevo concentrada por ultrafiltracion.

En el calibrado de la columna para la determinacion del peso
molecular de la trehalasa se utilizé un kit de proteinas patrén formado por:
anhidrasa carbdénica (29 kDa), albimina bobina (66 kDa), alcohol
deshidrogenasa (150 kDa), B-amilasa (200 kDa), apoferritina (443 kDa) y
tiroglobulina (669 kDa) (MW-GF-1000, Sigma). Cada proteina fue eluida
en 1 ml de tampén y pasada por separado a través de la columna. El
volumen de elucién se calculd recogiendo fracciones de 0.5 ml, determinado
el pico de elucion de la proteina por medida de D.O. a 280 nm.

El calibrado de la columna se llevd a cabo mediante el calculo del
volumen muerto, el volumen total de la columna y el volumen de eluciéon de
cada muestra, para lo cual se utilizo el azul dextrano (PM = 2 10° kDa).

4.7.1.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida

El extracto enzimatico parcialmente purificado se separd en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante al 7.5 % (Caba et al., 1997) a 150 voltios
y 4°C, y la identificacion de las bandas correspondiente a la enzima se
realiz6 mediante tincion por actividad, cortandose en pequenos fragmentos
la banda correspondiente a la enzima de donde fue extraida con 1 ml de
tampon Tris-HC1 50 mM pH 7.5.

La pureza de la preparacion de la enzima anteriormente obtenida, se
verificd por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con
SDS siguiendo en sistema discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970). La
identificacion de las bandas se realizd6 mediante tincion con azul Coomassi
R-250 y tincién con plata, y en la determinacion de peso molecular se
utilizé un patrén de peso molecular Precision Plus Protein Standars (Bio-
Rad).
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4.7.2. Caracterizacion
4.7.2.1. Especificidad de sustratos

La actividad de la enzima se determind con diversos glucosidos a una
concentracion 50 mM: trehalosa, sacarosa, maltosa, melodiosa, celobiosa,
rafinosa, lactosa y turanosa. Los resultados se expresaron como porcentajes
relativos de actividad respecto de la trehalosa.

4.7.2.2. Efecto de distintos iones

El ensayo de la actividad enzimatica en presencia de distintos iones se
evalu6 incubando la enzima durante 15 min con las siguientes sales a una
concentracion 10 mM: NaCl, MnCl,, MgCl,, LiCl, CoCl, KCl, CaCl,,
FeCl;, HgCl y EDTA (1 mM). Los resultados se expresaron como
porcentaje respecto a la reaccion control sin la adicion de iones.

4.7.2.3. Respuesta al pH y la temperatura

Para estudiar el efecto del pH en la actividad trehalasa, se utilizaron
tres tampones: tampon citrato/NaOH 50 mM (pH 3.0-5.4), tampoén
MES/KOH 50 mM (5.4-7.2), y tampon tricina/KOH 50 mM (7.2-9.0). La
actividad se midi6 por el procedimiento descrito en el apartado 4.4.4.3.

La temperatura 6ptima de la enzima se valord entre 25°C y 75°C y
para la termoestabilidad, la enzima se preincub6 sin trehalosa durante 30
min afiadiéndose posteriormente el sustrato a la mezcla de reaccion descrita
en el apartado 4.5.3.3. Los resultados se expresaron como porcentaje
relativo de actividad respecto de la maxima obtenida.

4.7.3. Obtencion de anticuerpos
4.7.3.1. Inmunizacion del conejo

Los anticuerpos se obtuvieron mediante la inmunizacién de un conejo
a partir de la enzima purificada como se describe en el apartado anterior
(4.7.1.), utilizdndose el adyuvante de Freud como potenciador de la
respuesta inmunoldgica.
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Las inyecciones y sangrias para la obtencion del suero fueron
realizadas en el Animalario de la Universidad de Granada segun el
calendario de la tabla:

Dias 0 | 14 | 28 | 42 | 49 | 84 | 94 | 126 | 136
Dosis inyectadas(ug) | 150 | 100 | 100 | 100 100 100

N° de dosis 20| 3 4 5? 6
Sangrias (ml) 10 10 10
N° de sangria 1? 2? 3?

4.7.3.2. 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 centrifugarona 11000 g durante 15 min, quedando el suero
en la parte superior, separado de la fase celular. El suero se repartio en tubos
de microcentrifuga y se almacené a -80°C.

4.7.3.3. Titulacion de anticuerpos

El suero fue filtrado por un filtro Millipore de 0.45 puM, y a
continuacién se pasé por una columna preparada de protein-A (Sigma No:
PURE-1A) siguiendo el protocolo indicado para la obtencion de los
anticuerpos. A continuacién los anticuerpos purificados se pasaron por una
columna de afinidad (HiTrap NHS-activated HP) a la que previamente se
unio trehalasa comercial (Sigma) segln el protocolo del proveedor.

4.7.3.4. Ensayo de especificidad de los anticuerpos: “Western blot”

a) Transferencia de proteinas:
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Consiste en transferir las proteinas desde un gel de poliacrilamida a
una membrana de nitrocelulosa para lo que se empled6 un equipo de
transferencia Bio-Rad. La electroforesis se realizd en condiciones
desnaturalizantes como se detalla en el apartado 4.7.5. Una vez finalizada la
electroforesis, el gel se equilibré durante 10 min en tamp6n de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8.3 y metanol 20% v/v). A continuacion,
se prepar6 la unidad de transferencia formada por una esponja, papel de
filtro, el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, papel de filtro
y otra esponja, todo ello humedecido en el tampdn de transferencia en el
orden indicado formando una estructura tipo “sandwich” que se coloco en el
soporte con la correspondiente orientacion y se introdujo en la cubeta de
transferencia siguiendo la orientacion adecuada entre los polos. La
transferencia se realizo a una intensidad de 100V (350 mA) durante 70 min.

b) Tincion con anticuerpos:

Una vez realizada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se
trato segun el siguiente protocolo:

1. Una vez lavada la membrana con abundante agua, se procede a su
bloqueo con una soluciéon compuesta por: PBS (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44
g Na2HPO4, 0.24 g KH2PO4 en 1 1 de H20, pH 7.2) y leche desnatada
en polvo al 5% (p/v) durante 2 h.

2. Lavar la membrana varias veces con PBS + Tween 20 al 0.1% (PBST).

3. Incubar con una solucidon del anticuerpo primario (anti-Trehalasa) en
PBST (dilucion 1:4000), leche en polvo al 1% (p/v), durante toda la
noche en agitacion a 4°C.

4. Lavar 4 veces la membrana con PBST dejando en el Gltimo lavado 5 min
en agitacion.

5. Incubar durante 1 h a temperatura ambiente en agitaciéon con el
anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo ligado con peroxidasa) diluido
1:25000 en PBST con leche en polvo al 5%.

6. Lavar con PBST para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.
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7. El revelado de las bandas se realizé sobre la membrana de nitrocelulosa
afiadiendo una solucién de 4—cloro—1-naftol en metanol (a 4°C) a una
concentracion de 3 mg ml™” a la cual se le afiaden 5 volumenes de PBS y
H202 al 0.01% (v/v). Se deja incubando a temperatura ambiente hasta
que aparecen bandas, momento en el que se para la reaccion lavando la
membrana con agua.

4.8. Clonacion y expresion del gen que codifica la trehalasa de
M. truncatula

4.8.1. Preparacion y transformacion de células competentes de E. coli

La preparacion de células competentes de E. coli se ha realizado
esencialmente segun la técnica descrita por Lederberg y Cohen (1974). A
partir de un cultivo de la cepa de E. coli a transformar, se inocul6 medio LB
(1 ml cultivo/100 de medio) y se incubo en agitacion a 37 °C hasta que el
cultivo alcanz6 una D.O., de 0.6. Tras dejar enfriar en hielo, las células se
centrifugaron (10000 rpm, 5 min, 4°C), se resuspendieron en 1 volumen de
una solucion de MgCl2 0.1 M preenfriada a 4°C, y se centrifugd de nuevo
(5000 rpm, 5 min, 4°C). A continuacion, las células se resuspendieron en 1/2
volumen de una solucién de CaCl, 0.1 M preenfriada a 4°C y, tras dejarlas
en hielo un minimo de 30 min, se centrifugaron (5000 rpm, 5 min, 4°C) y se
resuspendieron suavemente en 1/10 volumen de una solucién de CaCl, 0.1
M vy glicerol al 20% preenfriada a 4°C. Las células asi preparadas se
repartieron en alicuotas de 100 pl en tubos eppendorf preenfriados a 4°C,
que se conservaron a -80°C hasta su uso.

Para la transformacion de células competentes con ADN plasmidico
se siguio la técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983), modificada como
se indica a continuacion. A alicuotas de 100 pl de células se adiciond6 ADN
(0.05-0.5 pg) y la mezcla, después de su incubacion en hielo un minimo de
30 min, se sometid6 a un choque de calor de 42°C durante 2 min.
Posteriormente, la mezcla se incubd 5 min en hielo, se le adicion6 1 ml de
medio LB y se incub6 a 37°C durante 60-90 min. Transcurrido este tiempo
se sembraron alicuotas de 0.1 ml en placas de medio LB adicionado de los
correspondientes antibidticos.
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4.8.2. Técnicas moleculares

4.8.2.1. Extraccion de ARN

e Método 1:

El ARN se extrajo de nddulos partiendo de 100 mg de peso fresco de

tejido previamente congelado en nitrégeno liquido y almacenado a -80°C. El
procedimiento fue el siguiente:

1

10.

1.

12.
13.

. Homogeneizar en un mortero con nitrégeno liquido el material de partida.

2.
3.

Anadir 1800ul de tampon REB y homogeneizar.

Dejar descongelar y afadir 1800 ul de fenol:cloroformo:isoamilico en
proporcion 50:24:1.

. Traspasar el material a tubos estériles de 2 ml, agitar cuidadosamente por

inversion varias veces y mantener en hielo.

. Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4°C, recoger la fase acuosa y reextraer

con 900 pl de fenol:cloroformo:isoamilico en proporcion 50:24:1.
cloroformo:isoamilico (24:1).

. Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4°C, recoger la fase acuosa y reextraer

con 900 pl de cloroformo:isoamilico (24:1).

. Recoger la fase acuosa y pasarla a un tubo nuevo, medir el volumen y

adicionar 1/3 del volumen de la muestra de LiCl 8M, poco a poco en el
vortex a baja velocidad hasta alcanzar una concentracion final de 2M.

. Incubar en hielo durante toda la noche.

. Centrifugar a la maxima velocidad en una microcentrifuga durante 30

min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante, lavar el precipitado con 300 pl de LiCl 2M
frio, y centrifugar de nuevo en las mismas condiciones.

Recoger el precipitado en 200 ul de tampén TE y precipitar de nuevo con
2.5 volimenes de etanol al 100% y 0.1 volumenes de acetato sodico 3M
pH 5.2

Incubar toda la noche a -20°C.

Recoger por centrifugacion a la maxima velocidad durante 30 min a 4°C.
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14. Lavar el precipitado con 300 pl de etanol al 75% y volver a centrifugar 5
min en las mismas condiciones.

15. Secar el tubo con cuidado y resuspender el precipitado en 50 pul de agua
DEPC.

Tampén REB: Tris-HC1 25 mM, EDTA 25 mM, NaCl 75 mM, SDS 1%, B-
mercaptoetanol 1M. Preparar en agua DEPC.

Tampoén TE: Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM pH 8.0. Preparar en agua
DEPC.

Agua-DEPC: Afadir 1 ml de dietil-pirocarbonato por cada litro de agua
destilada. Agitar durante toda la noche. Autoclavar y agitar durante 30 min
en una campana extractora para eliminar gases toxicos.

e Método 2:

La extraccion de ARN de hoja, raiz y nddulo, se llevo a cabo también
mediante el uso de un kit comercial (Nucleospin RNA Plant) y siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el proveedor.

4.8.2.2. Cuantificacion del ARN

La cuantificacion del ARN se realizé espectrofotométricamente, para
ello se utilizaron cubetas de cuarzo. La absorbancia de una alicuota de 1 pl
de muestra 10 veces diluida en agua DEPC fue medida a 260 nm. Cada
unidad de absorbancia a 260 nm fue considerada como 40 pg / ml de ARN
total.

4.8.2.3. Visualizacion del ARN mediante electroforesis en geles de
agarosa

Para determinar la calidad del ARN extraido se procedi6 a la
separacion electroforética de 1pg de ARN en geles desnaturalizantes de
agarosa que contenian formaldehido. Para ello se diluyd la muestra en
tampon de muestra y tampon de carga 1x. A continuacion, se desnaturalizé
el ARN incubando esta solucién a 65°C durante 15 min. La separacion se
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realizd en geles de agarosa al 0.6% en tampon MOPS estéril que contenia
un 1.85% de formaldehido. La electroforesis se desarrollé en tampén MOPS
a un voltaje constante de 80V. Para visualizar el ARN se expuso el gel a luz
ultravioleta.

Tampén de muestra: 50% formamida desionizada, 14% formaldehido.
Esta solucion se prepara en tampon MOPS.

Tampén de carga 10x: 50% sacarosa, 0.3% azul de bromofenol. Esta
solucion se prepara en tampoén MOPS.

Tampén MOPS: 200 mM MOPS pH 7.0, 50 mM acetato soédico, 10 mM
EDTA.

4.8.2.4. Tratamiento del ARN con DNasa

Se tratan 30 pl de ARN en un volumen final de 50 pl, para lo que en
un tubo de microcentrifuga se afiaden los siguientes componentes:

30 ul de ARN

5 pl tampdn 10x

2 pl inhibidor de la RNasa (60U)

1 ul DNasa (20U)

5 ul MgCl; 25 mM
1. Incubar la mezcla a 37°C durante 30 min.
2. Afiadir 150 pl de agua DEPC hasta un volumen final de 200 pl.
3. Afadir un volumen (200 pl) de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1).
4. Centrifugar 5 min a 12000 rpm.
5.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Repetir la extraccion con
fenol:cloroformo:isoamilico.

6. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio midiendo el volumen.

7. Precipitar el ARN con 0.1 vol de Acetato Na 3M pH 5.2 y 2.5 vol de
etanol al 100%.

8. Incubar toda la noche a -20°C.
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9. Centrifugar 30 min a 13000 rpm a 4°C.

10. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500 ul de etanol al
80%.

11. Centrifugar durante 10 min a 13000 rpm a 4°C.
12. Eliminar el sobrenadante cuidadosamente y secar el precipitado al vacio.

13. Resuspender el precipitado en 20 pl de agua-DEPC. Conservar el ARN a
-80°C.

4.8.2.5. Sintesis de ADNc

El ADNc se sintetiz6 a partir de 1.5 pg de ARN total mediante
retrotranscripcion in vitro usando un oligo-dT;7 (o primers al azar) y la
enzima reversotranscriptasa proporcionada por el kit RT-PCR Master Plus
de la casa Eppendorff de acuerdo a las indicaciones incluidas en el mismo:

1.  Mezclar en un tubo de microcentrifuga:

1.5 pg de ARN total

1 ul de ANTPs 10 mM

1.5 pl de oligo-dT;7 (1 pg/ml) o hexameros

Agua-DEPC hasta 12 pl
2. Mezclar por pipeteo e incubar la mezcla a 65°C durante 5 min.
3. Poner los tubos en hielo y afadir:

4 ul Tampodn de primera cadena (5x)

2ul DTTO0.1 M

1 pl Inhibidor de RNasa RNaseOUT (40 U/ul)
4.  Mezclar suavemente e incubar a 42°C durante 2 min.

5. Afadir 1 pl de enzima SuperScript II RT (200U) y mezclar
pipeteando.

6. Incubar a 25°C durante 10 min.
7. Incubar a 42°C durane 50 min.

8. Inactivar la reaccion incubando a 70°C durante 15 min.
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9. Guardar el ADNCc a -20°C hasta su uso.

4.8.2.6. Manipulacion del ADN y clonacion de ADNc¢

La clonacién de fragmentos parciales de los genes de trehalasa,
enod40y Rib18S se llevo a cabo mediante amplificacion por PCR a partir de
los ADNc de nodulos y usado cebadores especificos disefiados a partir de
las secuencias parciales de clones EST depositados en los bancos de datos

(tabla 1).

Tabla 1. Secuencia y tamafio de los cebadores utilizados para la clonacion
de los genes de trehalasa, enod40 'y Rib18S en nodulos de M. truncatula

Gen Oligo Secuencia 53" Tamafio

MtTrel TATGAGATATACGCTAGGAC

Tre 774 pb
MtTre2 GCCTTCAACTAACATGTGTT
Mtenod40F  AGGCAACTTCCCCACTACCT

Enod40 572 pb
Mtenod40R  GTCAGCTGCAAATTGAGTGA
RibF AAAAGGTCGACGCGGGCT

Rib 300 pb
RibR CGACAGAAGGGACGAGAC

a) Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de la banda de ADN del gel de agarosa se realizd
utilizando un kit (Nucleospin Extract) siguiendo las instrucciones del
proveedor.

b) Ligacion en el vector de clonacion

Los productos de PCR generados se clonaron en el vector
pPCRScript (Stratagene) para su secuenciacion y posterior analisis, cada
mezcla de reaccion contenia:
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1 pul de vector de clonacion

1 ul de tampon de clonacion 10x

0.5 pl de ATPr

X ul de producto de PCR

1 ul de enzima de restriccion Srfl (SU/ul)
1 pl de ligasa de ADN T4 (4U/ul)

Completar con agua hasta alcanzar los 10 ul

El céalculo de la relacion molar entre inserto y vector de clonacion se
realiz6 mediante la siguiente ecuacion:

(n° pb del producto de PCR)(10ng de vector pPCR Script)
2961 pb del vector pPCR Script

X ng de PCR=

¢) Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion total de ADN con enzimas de restriccion se llevo a cabo
en las condiciones Optimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones, en
cuanto a temperatura y tampon, recomendadas por Boehringer, Mannhein,
Alemania.

Las digestiones con més de una enzima de restriccion se realizaron
simultdineamente cuando las enzimas requerian el mismo tampoén y
temperatura. En caso contrario, y siempre que fue factible, se digirio
primero con la enzima que requeria el tampoén de menor fuerza ionica,
adicionando posteriormente el tampén y la enzima para la segunda
digestion. Cuando esto no fue posible, se llevd a cabo primero la digestion
con una enzima, se limpi6 luego el ADN mediante tratamiento con fenol-
cloroformo, se precipitd con etanol y, posteriormente, se resuspendié en
agua, llevandose a cabo entonces la digestion con la segunda enzima.
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d) Separacion e identificacion de fragmentos de restriccion:
electroforesis en gel de agarosa

La separacion de fragmentos de restriccion se ha llevado a cabo
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa sumergidos en TBE
(Tris 89 mM, EDTA-Na, 2.5 mM, BO;H, 8 mM, pH 82). La
concentracion de agarosa ha sido del 0.7% o del 1%, segun el tamaio de los
fragmentos a resolver. El voltaje usual de trabajo ha sido de 120 V en
cubetas de electroforesis GNA 200 (Pharmacia) y de 80 V en cubetas de
electroforesis GNA 100 (Pharmacia). Como tamp6n de carga se ha utilizado
una mezcla de sacarosa al 40% y azul de bromofenol al 0.25%, ambos
preparados en agua. Se ha empleado 1 pl de tampon de carga por cada 5 pl
de solucion de ADN.

e) Revelado de geles y fotografia

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se revelaron
sumergiéndolos en agua a la que previamente se adicionan unas gotas de
una soluciéon de bromuro de etidio (I mg/ml), durante 15-20 min.
Posteriormente se observaron con luz UV (260 nm) en un transiluminador
(Vilver Lourmat). Las fotografias de los geles se han realizado con una
videocdmara acoplada a un sistema de impresion de imagenes (Gelprinter
vm509).

f) Secuenciacion de ADN

La secuenciacion se llevo a cabo usando un secuenciador automatico
(Pharmacia).

g) Analisis informatico de secuencias de ADN y proteinas

Los anélisis de las secuencias de ADN y proteinas, busqueda de sitios
de restriccion, localizacion de posibles marcos abiertos de lectura (ORFs),
etc., se han realizado con los siguientes programas y paquetes informaticos:
Vector NTI®, Fasta y Clustal W. Los bancos de datos consultados
fueronEMBL, Genebank a través del servidor NCBI
(http://www.ncbi.nih.gov/) y del EMBL (http://www.ebi.ac.uk/).

110


http://www.ncbi.nih.gov/

Material y Métodos

4.8.2.7. Analisis de la expresion génica: PCR cuantitativa

El estudio de la expresion del gen de la trehalasa se realizd6 mediante
PCR en tiempo real, basada en la utilizacioén de fluoréforos especificos que
permiten monitorizar en tiempo real lo que estd ocurriendo en cada ciclo de
amplificacion. El mecanismo de deteccion utilizado fue inespecifico
mediante fluorocromos intercalantes (SYBR Green) que detectan todo el
ADN de doble cadena producido durante la reaccion de PCR. Para llevar a
cabo este estudio, se extrajo el ARN de los nodulos y se sintetizaron los
correspondientes ADNc mediante transcripcion inversa del mismo modo
descrito en el apartado 4.8.2.5.

El diseno de la PCR a tiempo real recomienda el uso de fragmentos o
amplicones de un determinado tamafio que sea adecuado para un mejor
rendimiento de la amplificacion. Por ello se disefiaron los cebadores para el
amplicon de la trehalasa y para el amplicon usado como control constitutivo
(el factor de elongacion EFIl-a) de manera que tuviesen la misma
temperatura de anillamiento y los productos de PCR tuvieran tamafos
similares.

Los oligos utilizados fueron (tabla 2):

Tabla 2. Secuencia y tamafio de los cebadores utilizados para la clonacion
de los genes trehalasa y EFI-o en nodulos de M. truncatula

Gen Oligo Secuencia 53" Tamafio

gMtTreF CATCAGCTGCTGAATCAGGA
Tre 313 pb
gMitTreR TGGTGCAGGGTATCCCAAAC

gMtEFIF AGGCAACTTCCCCACTACCT
EFI-a 289 pb
gMtEFIR GTCAGCTGCAAATTGAGTGA

Las PCRs cuantitativas a tiempo real se realizaron en un termociclador
iCycler (BioRad).

Cada mezcla de reaccidon contenia:
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1 ul de ADNc

2.5 pul de tampoén 10X

1.5 pul MgCl12 50 mM

5 ul dNTPs 1 mM

0.5 pl Cebador 5" 10 uM

0.5 pl Cebador 3" 10 uM

2.5 pul Solucion SyBrGreen 1X en agua Mili-Q
0.1 ul Tag DNA ....

Completar con agua hasta alcanzar los 25 ul

Solucion de SyBrGreen (500X): 18 ul DMSO, 1 pl fluoresceina (BioRad),
1 ul SyBrGreen (Invitrogen). Guardar en oscuridad.

El programa de PCR consistié en 5 min de incubacion a 95°C para
activar la Taq de “arranque caliente” (Hot Start), seguido de 35 ciclos de
30s a 95°C, 45s a 55°C La fluorescencia emitida por el SyBrGreen se midid
al final de la extension de cada ciclo.

La especificidad de la amplificacion por PCR se comprob6 mediante
la realizacion de una curva de desnaturalizacion del amplicon una vez
finalizada la PCR. Para ello se efectud un calentamiento desde 70°C a 100°C
incrementado la temperatura 1°C por minuto.

Las cuantificaciones se realizaron a partir de tres reacciones de PCR
independientes por cada muestra biologica, analizdndose la expresion del
gen de interés en dos muestras bioldgicas independientes. El ciclo umbral
(Ct) es calculado por el software que acompafia al equipo de la PCR
cuantitativa en tiempo real, y es el ciclo en el que comienza a detectarse el
amplicon. Los resultados obtenidos se estandarizaron a los niveles del factor
de elongacion EFI-a (cebadores gMtEFIF y gMtEFIR). Los niveles relativos
de transcrito se calcularon usando el método de 2*“" descrito por Livak y
Schmittgen (2001). Este método permite presentar los datos como el cambio
en la expresion génica normalizado respecto de la expresion de un gen de
referencia endogeno (EFI-a), y en relacion al tratamiento control. Para el
tratamiento control, AACt equivale a cero por lo que 2° es igual a 1 y el
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cambio en la expresion génica relativo al control es 1 por definicion. Para

AACE + 4+ . .,
las muestras tratadas, 2" indica las veces de cambio en la expresion
génica en relacion al control.

5. Presentacion y estudio estadistico de los resultados

En todos los experimentos con plantas se utiliz6 un disefio
completamente al azar, distribuyendo las macetas de cada tratamiento
siempre de forma totalmente aleatoria por la superficie de la mesa de
cultivo. Los experimentos fueron repetidos al menos una vez,
considerandose los valores mas representativos. Los datos originales asi
obtenidos se sometieron a un analisis estadistico, asistido por ordenador con
la ayuda del programa Statgraphics plus (STSC Inc, Rockville, Maryland,
USA) consistente en:

- Analisis de la varianza uni o multifactorial.
- Test de minimas diferencias significativas (MDS) entre medias.
- Coeficientes de correlacion simple entre variables.

Los resultados se presentaron en graficas o diagramas de barras,
incluidas en el apartado de resultados. Las tablas de medias asi como el
analisis de varianzas se recopilan en el apéndice de esta memoria.
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Resultados

1. Efecto del estrés salino en la simbiosis M. truncatula-S. meliloti y
L. japonicus-M. loti desde el inicio del cultivo (long-term)

En este experimento se estudia el efecto de la salinidad en el
crecimiento, proceso fotosintético, fijacion de nitrogeno, metabolismo
nodular y estado nutricional de la planta comparando dos simbiosis:
M. truncatula-S. meliloti GR4 (nodulos indeterminados) y L. japonicus-
M. loti R7A (nddulos determinados). Para ello, las plantas fueron tratadas
con 25 y 50 mM de NaCl desde el inicio del cultivo, que se prolongd hasta
plena fructificacion en ambas especies (10 semanas M. truncatula y 12
semanas L. japonicus), cuando se llevo a cabo la recolecta.

1.1. Analisis de crecimiento

Los parametros estudiados relacionados con el crecimiento de los
cultivos se detallan en la figura 1.1., en la que se expone el peso seco de la
parte aérea (PSPA) y raiz (PSR), peso seco total de la planta (PSP) y la
relacion raiz/parte aérea (RPA). Los datos numéricos y el analisis de la
varianza se reflejan en las tablas del apéndice delaAl.1alaA. 1.4.

La salinidad provocé una disminucién en el crecimiento de las plantas
que fue proporcional a la dosis de sal en el medio. Con la dosis 25 mM de
NaCl, la disminucion fue del 40% en M. truncatula y del 30% en
L. japonicus, mientras que con 50 mM NacCl, los porcentajes fueron del 50%
y 40% respectivamente. Tanto el peso seco de parte aérea como el de raiz
experimentaron un comportamiento similar, presentando porcentajes de
disminucion semejantes a los del peso seco total de la planta, excepto en raiz
de M. truncatula, que con la dosis mayor de sal decreci6 un 64% respecto al
de plantas control.

La relacion raiz/parte aérea, considerada como un indice de equilibrio
entre el crecimiento de los dos 6rganos, mostré diferente comportamiento
entre una y otra especie; mientras que en M. truncatula experiment6 un
descenso que solo fue estadisticamente significativo con la dosis mayor de
sal, en L. japonicus no se observan diferencias significativas en ningun
tratamiento.
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En cuanto a las diferencias que se observan entre ambas especies en el
peso seco total de la planta, podemos decir que M. truncatula produce 3
veces mas biomasa respecto de L. japonicus en condiciones control, sin
embargo, esta diferencia disminuye a 2.4 con la dosis 50 mM de NaCl, lo
que indica que el efecto negativo de la salinidad es menor en L. japonicus.
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Figura 1.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) y relacién raiz/parte aérea (RPA) de M. truncatula y
L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A y tratadas con 0, 25
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y 50 mM NacCl. Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.
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1.2. Fijacion de nitrégeno

Relacionados con el proceso de fijacion de nitrogeno, se han evaluado
los pardmetros representados en la figura 1.2, en la que se contempla la
actividad nitrogenasa aparente (ANA), actividad nitrogenasa total (ANT),
tasa de fijacion de nitrégeno (TFN), contenido de leghemoglobina, peso
seco de nddulos (PSN) y peso normalizado de ndédulos (PNN). Datos
numéricos y estudio de la varianza en las tablas A 1.5 a A 1.8 del apéndice.

El analisis de los parametros relacionados con la actividad nitrogenasa
(ANA, ANT y TFN), muestra diferencias en la eficiencia de la fijacion de
nitrégeno en ambas especies, ya que se detectaron valores 3 y 4 veces
superiores en L. japonicus que en M. truncatula. Sin embargo, en
M. truncatula el efecto negativo de la salinidad fue menor, ya que con 25
mM NacCl solo se registré una caida en la ANA del 25%, y no se observaron
diferencias significativas en la ANT ni en TFN, por el contrario, en
L. japonicus con la misma dosis de NaCl se produjo un descenso en la ANT
y en la TFN del 30% y del 40% respectivamente. Con la dosis 50 mM de
sal, los tres pardmetros relacionados con la actividad nitrogenasa en
M. truncatula: ANA, ANT y TFN se redujeron un 25%, 40% y 50%
respectivamente, mientras que en L. japonicus, en los tres parametros
mencionados se observd el mismo efecto, es decir, una reduccion del 65%.
Se ha comprobado la correlacion positiva y significativa de estos parametros
con los de crecimiento de planta (tablas 1.6 y 1.7).

Los nodulos determinados de L. japonicus contenian 1.6 veces mas
leghemoglobina que los indeterminados de M. truncatula. En cuanto a su
comportamiento en relacion con la salinidad, se observo un efecto distinto
en ambas especies: en nédulos de M. truncatula se produjo una disminucién
del 43% y 83% con las dosis 25 y 50 mM NaCl respectivamente, mientras
que en los de L. japonicus se increment6 un 28% con 25 mM, y no varié con
50 mM de NaCl. El 90% de la variabilidad observada en los datos obtenidos
de este parametro se relacionan con el tratamiento salino en ambas simbiosis
(tabla A. 1.6 y A. 1.8 del apéndice).

En el diagrama de barras de la figura 1.2, se aprecia como el peso seco
de nodulos en M. truncatula no experimentd variaciones significativas con
la dosis de sal, mientras que en L. japonicus si se produce una disminucion,
aunque no proporcional al aumento de sal. Cuando la masa nodular de la
planta se relaciona con el crecimiento de la parte aérea, se obtiene lo que se
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Figura 1.2. Actividad nitrogenasa aparente (ANA), actividad nitrogenasa total
(ANT), tasa de fijacidn de nitrogeno (TFN), contenido de leghemoglobina (Lb),
peso seco de nddulos (PSN) y peso normalizado de nddulos (PNN) de plantas
de M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7TA'y
tratadas con 0, 25 y 50 mM NaCl. Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.
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denomina el peso normalizado de nodulos (PNN), considerado un indice
idoneo para relacionar la posible incidencia de ciertos factores como la
salinidad sobre le crecimiento de los nédulos en relacion con la parte aérea
de la planta, en este experimento, se observa que este pardmetro es mayor en
la simbiosis de L. japonicus que en la de M. truncatula. Un aspecto
destacable, fue el aumento del peso normalizado de los ndodulos de
M. truncatula con la salinidad, que ademas presenté un alto indice de
correlacion negativa con los parametros de crecimiento, los de fijacion de
nitrégeno (excepto TFN), las actividades enziméaticas del metabolismo
carbonado nodular y con el contenido de azUcares del nodulo (tabla 1.6).

1.3. Metabolismo carbonado

En la figura 1.3. se muestran las actividades enzimaticas relacionadas
con el metabolismo carbonado determinadas en el citosol nodular: sacarosa
sintasa (SS), invertasa alcalina (1A), hexoquinasa (HK), fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH) e isocitrato
deshidrogenasa (ICDH). En el apéndice se retnen los datos numéricos
expresados por peso fresco (A 1.43 y A 1.45) y por mg proteina (A1.9 y
A 1.11) de ambas simbiosis.

Se aprecia que la actividad IA es mayor que la SS en ambas simbiosis
con una relacion 15:1, no obstante, los nddulos de L. japonicus tienen mayor
actividad SS e IA que los de M. truncatula, tanto en condiciones control
como con sal. Estas actividades, mostraron una fuerte inhibicion por efecto
de la salinidad, en nddulos de M. truncatula, la actividad SS se redujo un
50% con 25 mM NaCl y un 75% con 50 mM NaCl respecto del control,
mientras que la 1A un 22% y 52% en las mismas condiciones. Estos
resultados contrastan con los obtenidos en nddulos de L. japonicus, donde
ambas actividades mostraron una menor sensibilidad a la salinidad, la SS
solo disminuyd con la dosis mayor de sal un 30%, mientras que la IA se
redujo un 10% con ambas dosis de sal. En nédulos de M. truncatula, estas
actividades exhiben una correlacion positiva y significativa con los
parametros de crecimiento y fijacion de nitrogeno (tabla 1.6).
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Figura 1.3. Actividad sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA), hexoquinasa
(HK), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH) e
isocitrato deshidrogenasa (ICDH), en nodulos de M. truncatula y L. japonicus.
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A y tratadas con 0, 25 y 50 mM NacCl.
Cada barra es la media de 4 réplicas + SE.
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La actividad HK es tres veces més activa en nodulos de M. truncatula
que en los de L. japonicus, y en condiciones de salinidad present6
comportamientos distintos segin la simbiosis: mientras que en nddulos de
M. truncatula no se observaron variaciones significativas de esta actividad,
que solo se incrementd ligeramente (13%) con la dosis menor de sal, en los
de L.japonicus aumentd un 39% y 67% con 25 y 50 mM NaCl
respectivamente. La correlacion de esta enzima en nddulos de L. japonicus
con el crecimiento (PSP, PSPA y PSR) asi como con la actividad
nitrogenasa (ANA, ANTyY TFN) fue negativa (P<0.01), tal como se
comprueba en la tabla 1.7.

Como puede observarse en el diagrama de barras de la figura 1.3, las
actividades MDH y PEPC, fueron més sensibles a la sal en nddulos de
M. truncatula, donde decrecieron proporcionalmente al incremento de la
salinidad, llegando a reducirse un 60% y un 80% respectivamente con 50
mM NacCl. Por el contrario, en nddulos de L. japonicus esta reduccion no
superé el 11% (MDH), y el 28% (PEPC). Es destacable que la carboxilasa
presentd una actividad 5 veces superior en nédulos de L. japonicus respecto
a los de M. truncatula en condiciones control, tendencia que se intensifico
con 25 mM (8 veces) y 50 mM (11 veces) de NaCl. Tanto en nodulos de
L. japonicus como en los de M. truncatula MDH y PEPC mostraron valores
de correlacion positiva y significativa (P<0.01) con los parametros
relacionados con fijacion de nitrégeno y crecimiento (tablas 1.6 y 1.7).

La actividad ICDH fue un 50% mayor en nddulos de M. truncatula
que en los de L. japonicus, en los que permanecio estable al no afectarse por
el NaCl, mientras que en M. truncatula si mostré un efecto negativo por el
NaCl, ya que se redujo un 75% con 50 mM. En esta simbiosis, esta actividad
enzimatica presenté una buena correlacién (P<0.01) con el crecimiento de la
planta y todos los parametros estudiados relacionados con la fijacion de
nitrégeno.

1.4. Metabolismo de la trehalosa

En la figura 1.4 se exponen la actividad trehalosa-6 fosfato sintasa
(TPS) y trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP), implicadas en la sintesis de
trehalosa, asi como la actividad trehalasa (TRE), responsable de su hidrolisis
en el nddulo de las simbiosis objeto de estudio.
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Se puede establecer que la actividad TPS es mas activa en nddulos de
M. truncatula que en los de L. japonicus, sin embargo, se detecta que la
actividad TPP y TRE en L. japonicus multiplica por 3.3 y 14
respectivamente el valor detectado en M. truncatula. Tanto la sintesis como
la degradacion se inhibieron por la sal en el medio de cultivo en nédulos de
M. truncatula y L. japonicus. La actividad TPS nodular decrecié un 50%
con 25 mM NaCl en ambas simbiosis y un 55% y 35% con 50 mM en la de
M. truncatula y L. japonicus respectivamente.

La actividad TPP mostr6 una tendencia similar a la TPS en nddulos de
M. truncatula, disminuyendo un 50% y 80% con 25 y 50 mM NacCl
respectivamente. La correlacion entre TPS y TPP en M. truncatula fue
altamente significativa y positiva (r=0.97) (tabla 1.6), sin embargo, en
nodulos de L. japonicus esta correlacion fue negativa (r=-0.99) (tabla 1.7),
detectandose que la actividad TPP es méas tolerante e incrementa su
actividad un 60% en respuesta a la salinidad. La actividad trehalasa,
disminuyé de forma estadisticamente significativa con la dosis 50 mM de
sal un 50% y un 25% en nddulos de M. truncatula y de L. japonicus
respectivamente. Esta actividad fue aproximadamente un 30% superior en
los nddulos determinados (Lotus) que en los indeterminados (Medicago). El
grado de correlacién positiva entre la trehalasa y los datos de crecimiento y
fijacion de nitrogeno, fue alto, especialmente con estos ultimos, en ambas
especies vegetales (tablas 1.6 y 1.7).

Se puede generalizar que las actividades enzimaticas implicadas en el
metabolismo de la trehalosa se correlacionan con las otras del metabolismo
carbonado estudiadas y con el contenido de carbohidratos determinados en
M. truncatula (tabla 1.6), mientras que las correlaciones de las enzimas del
metabolismo de la trehalosa en L. japonicus (tabla 1.7) son mas aleatorias.
También se puede admitir que la variabilidad en los datos obtenidos
relativos a las tres actividades mencionadas es en un 99% debido a la
salinidad en M. truncatula (A.1.14) y entre un 85% y 95% en L. japonicus
(A 1.16).

1.5. Contenido carbohidratos del nédulo

En la figura 1.5 se reflejan el contenido de los mono y disacaridos
evaluados en nddulos: sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa. Los
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datos numéricos de estos carbohidratos en nodulos de M. truncatula se
encuentran en la tabla A 1.17, y los correspondientes a nodulos de
L. japonicus en la A 1.19, los estudios de varianza de ambas tablas se
corresponden con la A 1.18 y A 1.20, todas ellas en el apéndice.
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Figura 1.4. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS), trehalosa-6 fosfato
fosfatasa (TPP) y trehalasa (TRE) en nodulos de M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A y tratadas con 0, 25 y 50 mM NacCl.
Cada barra es la media de 4 réplicas + SE.
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Figura 1.5. Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa en
nodulos de M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti

R7A y tratadas con 0, 25 y 50 mM NaCl. Cada barra es la media de 3 réplicas +
SE.
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Como se puede observar en la figura 1.5, el carbohidrato mayoritario
en nodulos de ambas leguminosas es la sacarosa, que se encuentra en
M. truncatula en una proporcion 50 veces superior al contenido de maltosa y
270 veces superior al de trehalosa, mientras que en L. japonicus el contenido
de sacarosa fue 65 veces mayor al de maltosa y trehalosa. También se
aprecia que los nodulos control de M. truncatula acumulan casi el doble de
sacarosa, maltosa y fructosa que los de L. japonicus, ocurriendo lo contrario
con la trehalosa.

En condiciones de estrés salino, tanto el contenido de sacarosa como
el de maltosa experimentd un comportamiento similar en ambas especies:
a) en nddulos de M. truncatula, la cantidad de ambos azucares decrecié en
un 40% y 70% con 25 y 50 mM respectivamente; b) en los de L. japonicus
el descenso fue de un 40% aproximadamente con las dos dosis de NaCl. En
la tabla 1.6 se aprecia una correlacion positiva entre el nivel de sacarosa con
la actividad de las dos enzimas responsables de su degradacion en nddulo de
M. truncatula SS (r=0.99) e IA (r=0.99), mientras que en la tabla 1.7 de
L. japonicus solo se observa una correlacion positiva significativa con la
actividad 1A (r=0.91).

En cuanto al contenido de fructosa nodular, la sal indujo efectos
distintos segun la especie, en nddulos de M. truncatula la fructosa decrecid
un 25%, y en los de L. japonicus apenas se observaron variaciones. Por el
contrario, la glucosa no se detectdé en nodulos de M. truncatula y se
incrementd un 40% en los de L. japonicus con 50 mM NaCl. El contenido
de glucosa en nodulos de L. japonicus se correlaciona negativamente con la
actividad nitrogenasa (ANA, TNA y TFN) y con la sacarosa sintasa, malato
deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa y trehalasa nodular (tabla
1.7).

El contenido de trehalosa detectado en nddulos de ambas especies,
representd algo méas del 2% del contenido total de carbohidratos estudiados
en el nédulo, no obstante, en los determinados de L. japonicus se detectd 2.5
veces mas trehalosa que en los indeterminados de M. truncatula. Se observé
una respuesta diferente a la salinidad que la descrita para el contenido de
sacarosa y maltosa en nédulos de las dos leguminosas, la concentracion de
trehalosa aumentd con la sal, siendo este incremento superior en los de
M. truncatula donde se multiplicé por 2.5 con 25 mM NaCl y por 2 con 50
mM NaCl, mientras que en los de L. japonicus este incremento fue del 14%
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con 25 mM de sal. El contenido de trehalosa nodular en M. truncatula (tabla
1.6) se correlaciona negativamente con los parametros de crecimiento, PSN
y con el contenido de fructosa, mientras que en L. japonicus (tabla 1.7) se
correlaciona positivamente con el contenido de leghemoglobina y de
fructosa.

1.6. Contenido de metabolitos

Se determinaron otros metabolitos que pueden actuar como osmolitos
ante el estrés salino, como azucares solubles totales (Ast), almidon (Alm)
aminoéacidos (Aa) y prolina (Pro) que se representan en la figura 1.6.y 1.7,y
en latablas de la A 1.21 a la A 1.28 del apéndice entre los que se incluyen el
analisis de varianza de los datos implicados.

En nodulos de M. truncatula, el contenido de azucares solubles
totales present6 valores superiores a los obtenidos en hoja y raiz, y fue casi
3 veces superior al detectado en nddulos de L. japonicus, ademas se observa
que el NaCl induce respuestas distintas en cada uno de los O6rganos
estudiados; mientras que en nddulos decrecié un 25%-50%, en hojas
increment6 un 50% y 80% con 25 y 50 mM NaCl respectivamente, y en raiz
no sufrid variaciones significativas. En L. japonicus, el mayor contenido de
azucares solubles totales se encontré en hojas (a diferencia de M. truncatula)
suponiendo 2.5 veces y un 35% mas que el detectado en nddulos y raiz
repectivamente, ademas, el medio salino provocd un incremento del
contenido de azucares en todos los 6rganos: en hoja entre un 20% y 25%, en
raiz fue 2 y 2.5 veces mayor con 25 y 50 mM NaCl respectivamente, y en
nodulo solo se observa con 25 mM de sal (20%).

El contenido de almidon, tanto en L. japonicus como M. truncatula
fue superior en hojas que en nodulos, concretamente la relacion fue de 2.3
veces en M. truncatula y 9.3 en L. japonicus, no obstante se constata, que en
hojas y nddulos de M. truncatula hay 3y 12 veces mas que en L. japonicus.
La respuesta a la salinidad fue diferente en cada una de las simbiosis:
mientras en M. truncatula el contenido de almidén disminuy6 en hoja y
nodulo de forma proporcional al aumento de sal, en L. japonicus se observo
el efecto contrario en ambos 6rganos, ya que el NaCl en el medio
incremento el contenido de almidon un 50% con 25 mM NaCl y lo duplicé
con 50 mM tanto en hoja como en nédulo. Estos resultados llevan a obtener
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una correlacion positiva y significativa entre el contenido de almidon y la
actividad SS en nddulos de M. truncatula (r=0.95), mientras que en

mg g’1 PF

mg glucosa g'1 PF

L. japonicus esta correlacion es negativa (r=-0.86) (tablas 1.6 y 1.7).
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Figura 1.6. Contenido de azUcares solubles y almiddn en hoja, raiz y nédulos de
M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A y
tratadas con 0, 25 y 50 mM NaCl. Cada barra es la media de 3 réplicas + SE.
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En las dos especies se observa (fig. 1.7) que en plantas control el
contenido de aminoacidos en nddulos es 2 veces mayor que en raiz y 5
veces mayor que en hojas, incluso se detecta que el contenido de
aminoéacidos en raiz, nodulos y hojas de L. japonicus es entre un 60% y 75%
mayor al obtenido en estos mismos ¢rganos de M. truncatula. En
M. truncatula la salinidad redujo el contenido de aminoacidos en nédulos un
20% y 80% con 25 y 50 mM NaCl respectivamente, sin embargo, en hojas
se incrementd ligeramente y no se modifico en raiz, mientras que en
L. japonicus tan solo se observa una disminucion del 20% de este contenido
en nddulo y raiz con 50 mM NaCl, y en hojas no se altera.

Se observa que la acumulacion de prolina en M. truncatula fue
superior en nodulo que en hoja y raiz. En L. japonicus se acumula
prioritariamente en hoja, no se detecta en raiz y en nédulo un 60% de los
detectado en hoja, ademas en hojas de L. japonicus hay 7 veces méas prolina
gue en hojas de M. truncatula y en nddulos de M. truncatula un 30% mas
que en los de L. japonicus.

En respuesta a la salinidad, en M. truncatula la prolina se acumuld en
mayor cantidad en hojas, donde el contenido fue 9 y 21 veces mayor
respecto del control con las dosis 25 y 50 mM NaCl respectivamente, en raiz
este aumento fue del 100% y del 40%, y en nodulo decrecié un 54% y 30%
con las mismas dosis de NaCl. En L. japonicus los niveles de prolina solo
aumentaron en raiz, donde pasaron de niveles indetectables en plantas
control a niveles cercanos a los 100pg g*PFN con la dosis 50 mM de sal,
sin embargo en nddulos, la cantidad de prolina se redujo en un 25% con esta
dosis de sal, mientras que en hojas el descenso fue del 60% y del 15% con
25 y 50 mM NaCl respectivamente. Las correlaciones observadas en el
contenido de prolina son distintas en nodulos de M. truncatula y de
L. japonicus, en el primer caso se correlacionan con el crecimiento de la
planta y no con los datos de fijacion de nitrégeno, mientras que en
L. japonicus se observa lo contrario (tablas 1.6 y 1.7).
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Figura 1.7. Contenido de aminoacidos y prolina en hoja, raiz y nddulos de

M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A 'y
tratadas con 0, 25 y 50 mM NacCl. Cada barra es la media de 3 réplicas + SE.

1.7. Eficiencia fotosintética

La eficiencia fotosintética ha sido evaluada mediante los parametros
de fluorescencia que se muestran en la figura 1.8. Los datos obtenidos se
exponen en la tabla A. 1.29 (M. truncatula) y A. 1.31 (L. japonicus), en las
consecutivas se detalla el estudio de la varianza de los datos indicados.
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La fluorescencia inicial (Fo) y la fluorescencia maxima (Fr,) es entre el
30%-40% superior en plantas de M. truncatula que en L. japonicus. La
fluorescencia inicial se observa que no experimentd variaciones
significativas en ninguna de las dos especies por efecto de la salinidad, sin
embargo, la fluorescencia méxima emitida por los centros de reaccion del
fotosistema Il tras un pulso de luz saturante, decrecié un 15% por efecto de
la salinidad con la dosis mayor de sal en ambas especies.
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Figura 1.8. Fluorescencia inicial (Fo), fluorescencia méxima (Fr), relacion
Fo/lFm y relacion F,/Fp, en unidades relativas en M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A y tratadas con 0, 25 y 50 mM
NaCl. Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.
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La eficiencia fotoquimica del fotosistema I, expresada por el
coeficiente F,/Fr, decrecio de forma proporcional al incremento de la dosis
de sal, sin embargo, este descenso fue mas significativo en M. truncatula
donde el valor de este coeficiente se situé por debajo de 0.8. También se
determiné el coeficiente Fo/Fn, indicador del rendimiento no fotoquimico
del PSII, que indica tanto la influencia de la fluorescencia emitida por la
clorofila, como la disipacion de energia cuando todos los centros de reaccién
estan abiertos en hojas adaptadas a la oscuridad. Este coeficiente (Fo/Fn) se
incrementa cuando las plantas estan estresadas o dafiadas, como observamos
en la figura 1.8., el incremento fue mayor en M. truncatula (7% y un 16%
con las dosis 25 y 50 mM respectivamete) que en L. japonicus, (4% y 12%).
En ambas especies se produce una correlacion positiva y significativa entre
el indice F./Fn, y los parametros de crecimiento (tablas 1.8 y 1.9) y la
actividad nitrogenasa (tablas 1.12 y 1.13), lo que relaciona la disminucion
de la actividad fotosintética con el proceso de fijacion de nitrégeno y con el
crecimiento de la planta.

En la tabla 1.1 se expone el contenido de pigmentos fotosintéticos,
representados por clorofila a, clorofila b, suma de carotenos y xantofilas,
relacion clorofila a/clorofila b y pigmentos totales. Se puede observar que en
L. japonicus el contenido de los pigmentos encontrados duplica a los de
M. truncatula, aspecto que no afecta a la relacion Ca/b. La clorofila a
disminuyd significativamente con el aumento de la salinidad, en
M. truncatula este descenso solo se produjo con la dosis 50 mM NaCl y fue
del 55%, en L. japonicus fue del 15% y 32% con 25 y 50 mM
respectivamente. La concentracion de clorofila b mostré un comportamiento
similar en M. truncatula al disminuir con la dosis mayor de sal (70%),
mientras que en L. japonicus decrecié con ambas dosis. La relacion clorofila
a/clorofila b solo se incrementd de forma significativa (40%) en
M. truncatula con 50 mM NacCl.

El contenido de xantofilas + carotenos también fue 2.4 veces mayor en
L. japonicus que en M. truncatula y solo sufrié variaciones por efecto de la
salinidad con la dosis mayor de sal, que le hizo disminuir un 36% y 27% en
M. truncatula y L. japonicus respectivamente. El efecto de la sal en el
contenido total de pigmentos fotosintéticos es negativo, aunque en
M. truncatula se observa una mayor sensibilidad con un descenso del 56%
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con 50 mM respecto de L. japonicus donde decrecio un 32%. Con 25 mM el
descenso solo fue estadisticamente significativo en L. japonicus (16%).

Se puede establecer que en M. truncatula todos los pigmentos
fotosintéticos determinados se correlacionan positiva y significativamente
con parametros relativos a fijacion de nitrogeno (ANT, TFN, Lb, PNN)
(tabla 1.12), enzimas del metabolismo carbonado excepto HK y TPS (tabla
1.10), con todos los parametros de fluorescencia (tabla 1.12), y con el
contenido de sacarosa, maltosa, aminoacidos y azlcares solubles totales en
nodulo (tabla 1.14). Las correlaciones més significativas encontradas en los
datos de pigmentos fotosintéticos de L. japonicus son las relacionadas con
PSPA, PSRy PSP, asi como con el contenido de nitrégeno, potasio, calcio y
sodio en raiz y parte aérea y con los parametros de fluorescencia (tabla 1.9).
Ademas existen correlaciones altamente significativas (P<0.001) con la
actividad HK, PEPC, MDH y TRE (tabla 1.11) y con el contenido de
glucosa y almiddn nodular (tabla 1.15).

Tabla 1.1. Contenido de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) en ug g‘1 PF relaciéon
clorofila a/clorofila b (Ca/b), xantofilas mas carotenos (X+C) y suma de pigmentos
totales (PT) en hojas de M. truncatula y L. japonicus

Especie NaClimM) Ca Cb Calb X+C PT

0 380° 128° 2.952° 67° 575°

M. truncatula 25 327° 116°  2.818° 60° 503"
50 171° 417 4137° 43° 255°

MDS (0.05) 79 16 0.389 25 118
0 737° 248°  2.766° 160° 1166°
L. japonicus 25 626° 207°  3.222° 149° 978"
50 503° 185°  2.715° 117° 800°

MDS (0.05) 45 31 0.882 21 114

Ademas de la determinacion del contenido de clorofilas mediante su
extraccion con disolventes organicos, se realizd la determinacion de
clorofila con un método no destructivo basado en la luz transmitida por la
hoja en dos regiones del espectro, donde la absorcion por parte de las
clorofilas es diferente. La concentracion de clorofila se expresa en unidades
relativas, los valores obtenidos fueron casi el doble en L. japonicus que en
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M. truncatula y sufrieron el mismo descenso por efecto de la salinidad que
la clorofila a y b. Los valores de clorofila (fig. 1.9) mostraron una
correlacion positiva con los de clorofila a'y b: M. truncatula fueron r = 0.83,
0.89 y para L. japonicus r = 0.99, 0.97. (tablas 1.8 y 1.9).

1 L. japonicus 0 M. truncatula
80

SPAD
60 [ .
40 +
20 +
0

0 25 50

Dosis de NaCl (mM)

Figura 1.9. Contenido de clorofila en unidades relativas en hojas de
M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7TA 'y
tratadas con 0, 25 y 50 mM NacCl. Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.

En general se puede admitir al estudiar las tablas 1.12 (M. truncatula)
y 1.13 (L. japonicus) que las correlaciones existentes entre los parametros de
fluorescencia (Fm, Fo/Fm Y Fu/Fm) Yy pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b,
X+C, PT y SPAD) son muy significativas en ambas leguminosas.

1.8. Contenido de nutrientes

La concentracion de distintos nutrientes en porcentaje de peso seco,
analizados en parte aérea y raiz, se exponen en las tablas 1.2 (M. truncatula)
y 1.3 (L. japonicus). El estudio estadistico de la varianza se recopila en las
tablas A 1.35y A 1.36 para parte aérea y raiz de M. truncatulay A 1.37y A
1.38 para parte aérea y raiz de L. japonicus.
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Tabla 1.2. Contenido de nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg), sodio (Na) y cloro (Cl), expresado en % en parte aérea y raiz de
M. truncatula

Parte aérea

NaCl (mM) N P K Ca Mg Na Cl
0 184 2 0.79 © 346 ° 0.82 2043 ° 004 ¢ 139 °
25 173 ® 1.08 ® 187 ° 079 2051 ° 226 ° 300 °
50 199 @ 134 ® 145 °0.72 ® 061 @ 399 ® 477 °*

MDS (P<0.05) 0.17 0.02 017 0.03 0.04 0.07 0.05

Raiz
0 102 ° 044 ° 419 * 073 ®6.10 @ 0.07 °©
25 138 2 061 ® 295 ® 069 P 537 ° 237 @
50 126 ® 0.90 ® 283 ® 065 ° 671 @ 214 °

MDS (P<0.05) 0.13 0.08 0.23 0.03 0.61 0.06

En general, el nitrogeno se acumula principalmente en parte aérea
tanto en M. truncatula como en L. japonicus, observandose que el
porcentaje en parte aérea y en raiz de L. japonicus duplica al obtenido en
M. truncatula. En respuesta a la salinidad, en raiz de M. truncatula se
incrementd la concentracion de nitrégeno, mientras que en la de
L. japonicus se observo una disminucion no significativa proporcional a la
dosis de sal, sin embargo en parte aérea solo se observaron reducciones
significativas en L. japonicus que fueron del 13% y del 28% con 25 y 50
mM de NaCl respectivamente.

Al estudiar los datos obtenidos del porcentaje de fdsforo, se
comprueba que se acumula prioritariamente en raiz en L. japonicus y en
parte aérea en M. truncatula, guardando una relacion 1:2 en ambas especies.
La salinidad tanto en parte aérea como en raiz de M. truncatula, favorece el
aumento de la concentracion de fosforo, Ilegando a duplicarse en raiz con la
dosis mayor de sal y a incrementarse un 85% en parte aérea. Sin embargo,
en L. japonicus, la concentracidn de fosforo solo aumentd en parte aérea con
la dosis baja de sal (25 mM) duplicandose, mientras que en la raiz decrecid
entre un 30%-40% en condiciones de estres.
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Tabla 1.3. Contenido de nitrégeno (N), fésforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg),
sodio (Na), potasio (K) y cloro (Cl), expresado en % en parte aérea y raiz de
L. japonicus

Parte aérea

NaCl (mM) N P K Ca Mg Na Cl
0 391 2 028 " 268 2044 2061 °© 011 °
25 347 ° 041 @ 245 ? 035 ° 074 ® 0.70 °®
50 288 ° 026 ° 226 P 024 ° 071 ° 074 °®
MDS(P<0.05) 029 0.09 024 003 0.01 0.05
Raiz
0 281 2 074 2 050 ° 043 @254 @ 315 °
25 264 @ 047 ° 110 P 032 " 142 ° 268 °
50 244 ® 051 ® 123 2027 122 ° 209 °©

MDS (P<0.05) 0.43 0.17 0.12 0.08 0.37 0.38

La concentracion de potasio en plantas control de M. truncatula fue un
20% superior en raiz que en parte aérea, mientras que en L. japonicus el
contenido de la parte aérea fue 5.4 veces superior al de raiz. El potasio
experiment6 un descenso en condiciones de salinidad mas acentuado en la
parte aérea de M. truncatula (60%), mientras que en la de L. japonicus
disminuyé solo un 15% con la mayor concentracion de sal. En raiz, la
concentracion de potasio disminuyd un 35% con la dosis 50 mM NaCl en
ambas leguminosas.

El porcentaje de calcio es doble en M. truncatula que en L. japonicus,
comprobéandose en ambos casos que tanto parte aérea como raiz presentaron
porcentajes similares. El efecto de la salinidad sobre este nutriente fue
similar en ambas especies: en M. truncatula disminuy6 ligeramente con la
salinidad (13%) en ambos 6rganos, y en L. japonicus el descenso fue del
13% en parte aérea y del 9% en raiz. La concentracion de calcio en parte
aérea y raiz de L. japonicus (tabla 1.9) y de parte aérea de M. truncatula
(tabla 1.8) se correlaciona positivamente con el crecimiento de la planta y el
contenido de pigmentos fotosintéticos.

En cuanto a la concentracion de magnesio, se observa que se acumula
en raiz, en M. truncatula 14 veces y en L. japonicus 4 veces mas que en
parte aérea. La salinidad provocd que la concentracion de este elemento en
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M. truncatula aumentara un 42% en parte aérea y un 10% en raiz con la
maxima concentracién de NaCl (50mM), mientras que en L. japonicus, con
la misma dosis se produjo un incremento del 10% en parte aérea y una
disminucion de 50% en raiz.

Tabla 1.4. Contenido de nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg), sodio (Na) y cloro (Cl), expresado en mg planta™ en parte aérea
y raiz de M. truncatula

Parte aérea

NaCl (mM) N P K Ca Mg Na Cl
0 11827 0517 22572 0532 0272 1187 090 °
25 0.78° 0482 083° 035° 0232 078° 136 °
50 031° 021° 022° 011° 009° 031 ° 075°
MDS (P<0.05) 021 0.13 039 012 0.07 020 0.16
Raiz
0 013 ° 005° 056 % 009 * 082 2 0.00 °
25 0.18  0.08 * 038 ° 0.09 2 070 ® 031 °?
50 005 ° 003 ° 012 ° 0.02°"° 028° 009°

MDS (P <0.05) 0.02 0.01 0.08 0.01 0.13 0.03

El porcentaje de sodio en parte aérea y raiz de M. truncatula es
indetectable y como consecuencia del aumento de la salinidad en el medio,
se produce un aumento sustancial en la planta, proporcional a la dosis de sal
en el caso de la parte aérea (50 veces con 25mM y 100 veces con 50mM
NaCl). Curiosamente en L. japonicus se observa que en plantas control la
parte aérea tiene casi el triple de Na que en M. truncatula, y 7 veces mas en
raiz, ademas, se detecta que el incremento del porcentaje de Na en parte
aérea y raiz por el NaCl en el medio no es tan espectacular como el
encontrado en M. truncatula.

El cloruro, que solo pudo ser determinado en la parte aérea de
M. truncatula, experimento un comportamiento semejante al descrito para el
sodio en la parte aérea, se confirma que los tratamientos salinos (25 y 50
mM NaCl) provocan un aumento espectacular que duplica y triplica el
contenido de cloruro obtenido en tratamientos control.

Los indices de correlacion que se muestran en las tablas 1.8 y 1.9
indican un alto grado de correlacion negativa entre el contenido de Na y Cl
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con el crecimiento y el contenido de pigmentos fotosintéticos en ambas
especies. También destaca el alto grado de correlacion entre el contenido de
nitrdgeno de la parte aérea y los datos relacionados con el crecimiento y
pigmentos fotosintéticos en L. japonicus. El fosforo tanto en parte aérea
como en raiz de M. truncatula, mostré una correlacion negativa con los
datos de crecimiento y de clorofila. También se puede apreciar en la tabla
1.8 (M. truncatula) la buena correlacion entre el porcentaje de nutrientes en
hoja y raiz, y ocho de las nueve actividades enziméticas del metabolismo
carbonado estudiadas en este trabajo.

Cuando se estudian las tablas 1.4 y 1.5 relativas al contenido de
nutrientes e hoja y raiz en ambas especies expresado en mg planta™, se
puede generalizar que: a) M. truncatula acumula mas nutrientes que
L. japonicus, b) el nitrégeno, fésforo, potasio y calcio se encuentran en
mayor proporcion en parte aérea y el magnesio en raiz en ambas especies, ¢)
el efecto de la salinidad se manifiesta con mayor intensidad en el contenido
de potasio y calcio en parte aérea y raiz de ambas especies, d) el contenido
de Na en parte aérea de M. truncatula disminuy6 proporcionalmente a la
dosis de sal, mientras que en L. japonicus se multiplicé por 4 con las dos
dosis.

Tabla 1.5. Contenido de nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg), sodio (Na) y cloro (Cl), expresado en mg planta™ en parte aérea
y raiz de L. japonicus

Parte aérea

NaCl (mM) N P K Ca Mg Na Cl
0 0632 005°% 043 % 007 2 010 @ 002°
25 035° 0042 025° 004° 0.07° 0.07°
50 027 °© 002° 021° 002° 007" o007°
MDS (P<0.05) 0.02  0.01 0.02 0.00 0.00 0.00
Raiz
0 015 % 004 ® 016 ® 002 2 013 @ 003°
25 009 ° 002° 0.09° 001° 005" 0.04°
50 0.07 © 002 ° 0.06 ° 001° 004° 0.04°

MDS (P <0.05) 0.01 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00
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Tabla 1.6 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, R/PA), fijacion del nitrogeno (ANA, TNA, TEN, Lb, PSN, PNN), actividades enzimaticas (SS

PSPA PSR PSP R/IPA ANA TNA TEN Lb PSN PNN SS IA HK PEPC
PSPA 1.00
PSR 1.00 1.00
PSP 1.00 1.00 1.00
R/IPA 0.88 0.92 0.89 1.00
ANA 1.00 0.99 1.00 0.86 1.00
TNA 0.74 0.80 0.76 0.97 0.71 1.00
TEN 0.68 0.74 0.70 0.94 0.64 1.00 1.00
Lb 0.94 0.97 0.95 0.99 0.93 0.92 0.88 1.00
PSN 0.99 0.97 0.98 0.79 0.99 0.62 0.54 0.88 1.00
PNN -0.99 -1.00 -1.00 -0.93 -0.99 -0.82 -0.76 -0.98 -0.96 1.00
SS 0.99 1.00 0.99 0.94 0.98 0.83 0.78 0.98 0.95 -1.00 1.00
1A 0.90 0.94 0.91 1.00 0.88 0.96 0.93 0.99 0.82 -0.95 0.96 1.00
HK 0.08 0.17 0.10 0.54 0.03 0.73 0.79 0.40 -0.09 -0.20 0.23 0.50 1.00
PEPC 0.97 0.99 0.97 0.97 0.96 0.88 0.84 1.00 0.91 -0.99 1.00 0.98 0.32 1.00
MDH 0.93 0.96 0.94 0.99 0.91 0.93 0.90 1.00 0.86 -0.97 0.98 1.00 0.43 0.99
ICDH 0.94 0.97 0.95 0.99 0.93 0.92 0.88 1.00 0.87 -0.98 0.98 0.99 0.40 1.00
TPS 1.00 0.99 1.00 0.85 1.00 0.70 0.63 0.92 0.99 -0.98 0.98 0.87 0.02 0.95
TPP 0.98 0.99 0.98 0.96 0.97 0.86 0.81 0.99 0.93 -1.00 1.00 0.97 0.28 1.00
TRE 0.70 0.76 0.72 0.95 0.66 1.00 1.00 0.90 0.57 -0.78 0.80 0.94 0.77 0.85
Sac 0.95 0.98 0.96 0.98 0.94 0.91 0.87 1.00 0.89 -0.98 0.99 0.99 0.37 1.00
Mal 0.95 0.97 0.95 0.99 0.93 0.92 0.88 1.00 0.88 -0.98 0.98 0.99 0.40 1.00
Fru 0.98 0.96 0.97 0.77 0.99 0.59 0.51 0.86 1.00 -0.95 0.94 0.80 -0.13 0.90
Treh -0.88 -0.84 -0.87 -0.56 -0.91 -0.34 -0.25 -0.68 -0.95 0.82 -0.80 -0.59 0.40 -0.74
Ast 0.96 0.98 0.97 0.98 0.95 0.90 0.85 1.00 0.90 -0.99 0.99 0.99 0.35 1.00
Alm 0.99 0.97 0.98 0.79 0.99 0.62 0.55 0.88 1.00 -0.96 0.95 0.82 -0.08 0.92
Aa 0.80 0.85 0.82 0.99 0.77 0.99 0.98 0.95 0.69 -0.87 0.89 0.98 0.66 0.93
Pro 0.82 0.76 0.80 0.45 0.85 0.22 0.13 0.58 0.90 -0.74 0.72 0.49 -0.51 0.65




Tabla 1.7 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, R/PA), fijacion del nitrogeno (ANA, TNA, TEN, Lb, PSN, PNN), actividades enzimaticas (SS

PSPA PSR PSP R/IPA ANA TNA TEN Lb PSN PNN SS 1A HK PEPC MDF
PSPA 1.00
PSR 1.00 1.00
PSP 1.00 1.00 1.00
R/PA -0.28 -0.26 -0.29 1.00
ANA 0.69 0.71 0.69 0.50 1.00
TNA 0.91 0.92 0.91 0.15 0.93 1.00
TEN 0.96 0.97 0.96 0.00 0.87 0.99 1.00
Lb -0.62 -0.60 -0.62 0.93 0.14 -0.23 -0.37 1.00
PSN 0.96 0.96 0.97 -0.53 0.48 0.76 0.85 -0.80 1.00
PNN -0.43 -0.45 -0.42 -0.75 -0.95 -0.77 -0.67 -0.44 -0.18 1.00
SS 0.36 0.39 0.36 0.79 0.92 0.72 0.61 0.50 0.11 -1.00 1.00
1A 0.82 0.81 0.82 -0.78 0.15 0.51 0.63 -0.96 0.94 0.16 -0.23 1.00
HK -0.95 -0.96 -0.95 -0.02 -0.88 -0.99 -1.00 0.35 -0.84 0.68 -0.63 -0.61 1.00
PEPC 0.93 0.94 0.93 0.07 0.90 1.00 1.00 -0.30 0.81 -0.72 0.67 0.57 -1.00 1.00
MDH 0.92 0.93 0.92 0.11 0.92 1.00 0.99 -0.27 0.79 -0.74 0.70 0.54 -1.00 1.00
ICDH 0.25 0.28 0.25 0.86 0.87 0.64 0.52 0.60 -0.01 -0.98 0.99 -0.34 -0.54 0.58
TPS 0.93 0.92 0.93 -0.62 0.37 0.69 0.79 -0.87 0.99 -0.06 -0.01 0.97 -0.77 0.74
TPP -0.97 -0.97 -0.97 0.50 -0.50 -0.78 -0.87 0.79 -1.00 0.20 -0.13 -0.93 0.85 -0.83 -
TRE 0.83 0.85 0.83 0.30 0.98 0.99 0.95 -0.08 0.66 -0.86 0.82 0.37 -0.96 0.97
Sac 0.99 0.98 0.99 -0.44 0.56 0.82 0.90 -0.75 1.00 -0.27 0.20 0.91 -0.89 0.86
Mal 0.94 0.93 0.94 -0.60 0.39 0.70 0.80 -0.86 1.00 -0.08 0.01 0.97 -0.78 0.75
Fru -0.16 -0.19 -0.16 -0.90 -0.83 -0.56 -0.43 -0.67 0.10 0.96 -0.98 0.43 0.46 -0.50 -
Glu -0.77 -0.79 -0.77 -0.39 -0.99 -0.97 -0.92 -0.02 -0.58 0.90 -0.87 -0.27 0.93 -0.95 -
Treh -0.38 -0.35 -0.38 1.00 0.41 0.05 -0.10 0.96 -0.61 -0.67 0.73 -0.84 0.08 -0.03
Ast -0.49 -0.47 -0.49 0.97 0.29 -0.08 -0.22 0.99 -0.70 -0.58 0.63 -0.90 0.20 -0.15 -
Alm -0.78 -0.80 -0.78 -0.38 -0.99 -0.97 -0.93 0.00 -0.59 0.90 -0.86 -0.29 0.93 -0.95 -
Aa 0.36 0.39 0.36 0.79 0.92 0.72 0.61 0.51 0.10 -1.00 1.00 -0.24 -0.63 0.67

Pro 0.62 0.65 0.62 0.57 1.00 0.90 0.82 0.22 0.40 -0.97 0.95 0.07 -0.83 0.86




Tabla 1.8 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, R/PA), emisién de fluorescencia (Fo, Fm, Fo/Fm, Fu/Fm, SPAD) y contenido de pigmentos fotc

PSPA PSR PSP R/PA Fo Fin Fo/Fm Fu/Fm SPAD Ca Cb x+c PT Ca/b N pa P pa
PSPA 1.00
PSR 1.00 1.00
PSP 1.00 1.00 1.00
R/IPA 0.88 0.92 0.89 1.00
Fo -0.60 -0.52 -0.57 -0.14 1.00
Fmn 0.74 0.80 0.76 0.97 0.09 1.00
Fo/Fm -0.87 -0.91 -0.88 -1.00 0.12 -0.98 1.00
Fv/Fm 0.93 0.96 0.94 0.99 -0.25 0.94 -0.99 1.00
SPAD 0.99 1.00 0.99 0.95 -0.45 0.85 -0.94 0.98 1.00
Ca 0.81 0.86 0.82 0.99 -0.01 1.00 -0.99 0.97 0.90 1.00
Cb 0.73 0.79 0.75 0.97 0.11 1.00 -0.97 0.93 0.84 0.99 1.00
X+C 0.82 0.87 0.83 0.99 -0.03 0.99 -1.00 0.97 0.91 1.00 0.99 1.00
PT 0.79 0.84 0.80 0.99 0.03 1.00 -0.99 0.96 0.88 1.00 1.00 1.00 1.00
Ca/b -0.56 -0.64 -0.58 -0.89 -0.33 -0.97 0.90 -0.83 -0.70 -0.94 -0.98 -0.94 -0.95 1.00
N pa -0.25 -0.34 -0.27 -0.68 -0.63 -0.83 0.69 -0.59 -0.41 -0.77 -0.84 -0.76 -0.79 0.94 1.00
P pa -0.94 -0.97 -0.95 -0.99 0.29 -0.92 0.98 -1.00 -0.99 -0.96 -0.92 -0.96 -0.95 0.81 0.56 1.00
K pa 0.85 0.90 0.87 1.00 -0.09 0.98 -1.00 0.99 0.93 1.00 0.98 1.00 0.99 -0.91 -0.72 -0.98
Ca pa -0.91 -0.94 -0.92 -1.00 0.20 -0.96 1.00 -1.00 -0.96 -0.98 -0.95 -0.99 -0.97 0.86 0.64 1.00
Mg pa -0.96 -0.98 -0.97 -0.98 0.34 -0.90 0.97 -1.00 -0.99 -0.94 -0.89 -0.95 -0.93 0.77 0.51 1.00
Na pa 1.00 1.00 1.00 0.90 -0.57 0.77 -0.89 0.94 0.99 0.83 0.75 0.84 0.81 -0.59 -0.28 -0.95
Cl pa -0.93 -0.96 -0.94 -0.99 0.25 -0.94 0.99 -1.00 -0.98 -0.97 -0.93 -0.97 -0.96 0.83 0.59 1.00
Nr -0.88 -0.83 -0.87 -0.55 0.90 -0.34 0.54 -0.64 -0.79 -0.43 -0.32 -0.45 -0.40 0.11 -0.24 0.67
Pr -0.88 -0.92 -0.89 -1.00 0.14 -0.97 1.00 -0.99 -0.95 -0.99 -0.97 -0.99 -0.99 0.89 0.68 0.99
Kr 0.92 0.95 0.93 1.00 -0.23 0.95 -0.99 1.00 0.97 0.98 0.94 0.98 0.97 -0.85 -0.61 -1.00
Car -0.11 -0.21 -0.14 -0.57 -0.73 -0.75 0.59 -0.47 -0.28 -0.68 -0.76 -0.66 -0.70 0.89 0.99 0.44
Mg r -0.97 -0.94 -0.96 -0.73 0.78 -0.55 0.72 -0.80 -0.91 -0.63 -0.53 -0.65 -0.61 0.34 -0.01 0.83

Na r 1.00 0.98 0.99 0.83 -0.67 0.68 -0.82 0.89 0.97 0.75 0.66 0.76 0.73 -0.48 -0.16 -0.91




Tabla 1.9 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, R/PA), emisién de fluorescencia (Fo, Frn, Fo/Fm, Fu/Fn, SPAD) y contenido de pigmentos fotc

PSPA PSR PSP R/PA Fo Fy Fo/Fm Fu/Fm SPAD Ca Cb X+c PT Ca/b N pa
PSPA 1.00
PSR 1.00 1.00
PSP 1.00 1.00 1.00
R/IPA -0.28 -0.26 -0.29 1.00
Fo 0.03 0.06 0.03 0.95 1.00
Fv 0.58 0.60 0.57 0.62 0.83 1.00
Fo/Fm -0.82 -0.84 -0.82 -0.31 -0.59 -0.94 1.00
Fu/Fm 0.81 0.83 0.81 0.33 0.61 0.95 -1.00 1.00
SPAD 0.89 0.90 0.89 0.18 0.48 0.88 -0.99 0.99 1.00
Ca 0.90 0.91 0.90 0.16 0.46 0.87 -0.99 0.98 1.00 1.00
Cb 0.97 0.98 0.97 -0.05 0.27 0.76 -0.93 0.93 0.97 0.98 1.00
X+C 0.78 0.80 0.78 0.38 0.65 0.96 -1.00 1.00 0.98 0.97 0.91 1.00
PT 0.92 0.93 0.92 0.11 0.41 0.85 -0.98 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00
Ca/b -0.32 -0.29 -0.32 1.00 0.94 0.59 -0.28 0.30 0.15 0.12 -0.08 0.35 0.07 1.00
N pa 0.88 0.89 0.87 0.21 0.51 0.90 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.99 0.99 0.18 1.00
P pa -0.25 -0.23 -0.26 1.00 0.96 0.64 -0.34 0.36 0.21 0.19 -0.01 0.41 0.14 1.00 0.25
K pa 0.93 0.94 0.93 0.09 0.40 0.84 -0.97 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00 0.05 0.99
Ca pa 0.89 0.90 0.88 0.19 0.49 0.89 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.16 1.00
Mg pa -0.96 -0.95 -0.96 0.54 0.25 -0.33 0.63 -0.62 -0.73 -0.75 -0.86 -0.57 -0.78 0.57 -0.71
Na pa -1.00 -1.00 -1.00 0.33 0.01 -0.54 0.80 -0.79 -0.87 -0.88 -0.96 -0.75 -0.90 0.36 -0.85
Nr 0.89 0.91 0.89 0.18 0.47 0.88 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.98 0.98 1.00 0.14 1.00
Pr 0.97 0.96 0.97 -0.51 -0.21 0.36 -0.66 0.65 0.76 0.77 0.88 0.60 0.80 -0.54 0.73
Kr 0.89 0.90 0.89 0.19 0.49 0.89 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.16 1.00
Car 0.98 0.98 0.98 -0.07 0.25 0.74 -0.93 0.92 0.97 0.97 1.00 0.90 0.98 -0.10 0.96
Mg r 1.00 1.00 1.00 -0.25 0.07 0.61 -0.84 0.83 0.91 0.92 0.98 0.80 0.94 -0.28 0.89
Nar -1.00 -1.00 -1.00 0.23 -0.08 -0.62 0.85 -0.84 -0.91 -0.92 -0.98 -0.81 -0.94 0.27 -0.90

Tabla 1.10 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con las actividades enzimaticas (SS, IA, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP y TRE); emisioén de
fluorescencia (Fo, Fm, Fo/Fm, FJ/Fm, SPAD), contenido de pigmentos fotosintéticos (Ca, Ch, X+C, PT, Ca/b) y contenido de nutrientes (N, P, K, Na, Mg, Ca, Cl) en parte aérea (pa) y raiz (r) de




plantas de M truncatula

SS IA. HK PEPC MDH ICDH TPS TPP TRE Fy Fn  FolFn

FJ/Fn SPAD Ca Cb x+c PT Calb Npa Ppa Kpa CapaMgpaNapa Clpa Nr Pr

Kr

Car

Mg r

Nar

SS

HK
PEPC
MDH
ICDH
TPS
TPP
TRE
Fo

Fm
Fo/Fm
Fu/Fm
SPAD
Ca
Cb
X+C
PT
Ca/b
N pa
P pa
K pa
Capa
Mg pa
Na pa
Cl pa
Nr
Pr
Kr
Car
Mg r
Na r

1.00

0.96 1.00

0.23 0.50 1.00

1.00 0.98 0.32 1.00

0.98 1.00 0.43 0.99 1.00

0.98 0.99 0.40 1.00 1.00 1.00

0.98 0.87 0.02 0.95 0.91 0.92 1.00

1.00 0.97 0.28 1.00 0.99 0.99 0.97 1.00

0.80 0.94 0.77 0.85 0.91 0.90 0.66 0.83 1.00

-0.46 -0.19 0.76 -0.38 -0.26 -0.29 -0.64 -0.42 0.16 1.00

0.84 0.96 0.72 0.89 0.94 0.92 0.70 0.87 1.00 0.09 1.00
-0.94 -1.00 -0.56 -0.97 -0.99 -0.98 -0.84 -0.95 -0.96 0.12 -0.98 1.00
0.97 1.00 0.44 0.99 1.00 1.00 0.91 0.99 0.91 -0.25 0.94 -0.99
1.00 0.96 0.25 1.00 0.98 0.99 0.97 1.00 0.81 -0.45 0.85 -0.94
0.89 0.98 0.65 0.93 0.97 0.96 0.77 0.91 0.99 -0.01 1.00 -0.99
0.83 0.95 0.74 0.88 0.93 0.92 0.69 0.86 1.00 0.11 1.00 -0.97
0.90 0.99 0.63 0.94 0.97 0.96 0.79 0.92 0.98 -0.03 0.99 -1.00
0.87 0.98 0.67 0.92 0.96 0.95 0.75 0.90 0.99 0.03 1.00 -0.99
-0.68 -0.87 -0.87 -0.75 -0.82 -0.81 -0.51 -0.72 -0.98 -0.33 -0.97 0.90
-0.39 -0.64 -0.98 -0.48 -0.58 -0.56 -0.19 -0.44 -0.87 -0.63 -0.83 0.69
-0.98 -0.99 -0.40 -1.00 -1.00 -1.00 -0.92 -0.99 -0.90 0.29 -0.92 0.98
0.99 0.92 0.11 0.98 0.94 0.95 1.00 0.99 0.72 -0.57 0.77 -0.89
0.92 1.00 0.58 0.96 0.98 0.98 0.82 0.94 0.97 -0.09 0.98 -1.00
-0.96 -1.00 -0.49 -0.98 -1.00 -1.00 -0.88 -0.97 -0.94 0.20 -0.96 1.00
-0.99 -0.99 -0.35 -1.00 -1.00 -1.00 -0.94 -1.00 -0.87 0.34 -0.90 0.97
-0.97 -1.00 -0.44 -0.99 -1.00 -1.00 -0.90 -0.98 -0.91 0.25 -0.94 0.99
-0.80 -0.59 0.40 -0.74 -0.65 -0.68 -0.91 -0.77 -0.28 0.90 -0.34 0.54
-0.94 -1.00 -0.54 -0.97 -0.99 -0.99 -0.85 -0.96 -0.95 0.14 -0.97 1.00
0.97 0.86 -0.02 0.94 0.89 0.91 1.00 0.96 0.63 -0.67 0.68 -0.82
0.97 1.00 0.47 0.99 1.00 1.00 0.89 0.98 0.92 -0.23 0.95 -0.99

Valor critico
P< 0.05 0.01 0.001
0.81 0.91 0.97

1.00

0.98 1.00

0.97 0.90 1.00

0.93 0.84 0.99 1.00

0.97 0.91 1.00 0.99 1.00

0.96 0.88 1.00 1.00 1.00 1.00

-0.83 -0.70 -0.94 -0.98 -0.94 -0.95 1.00

-0.59 -0.41 -0.77 -0.84 -0.76 -0.79 0.94 1.00

-1.00 -0.99 -0.96 -0.92 -0.96 -0.95 0.81 0.56 1.00

0.94 0.99 0.83 0.75 0.84 0.81 -0.59 -0.28 -0.95 1.00

0.99 0.93 1.00 0.98 1.00 0.99 -0.91 -0.72 -0.98 0.87 1.00
-1.00 -0.96 -0.98 -0.95 -0.99 -0.97 0.86 0.64 1.00 -0.92 -0.99
-1.00 -0.99 -0.94 -0.89 -0.95 -0.93 0.77 0.51 1.00 -0.97 -0.97
-1.00 -0.98 -0.97 -0.93 -0.97 -0.96 0.83 0.59 1.00 -0.94 -0.99
-0.64 -0.79 -0.43 -0.32 -0.45 -0.40 0.11 -0.24 0.67 -0.87 -0.51
-0.99 -0.95 -0.99 -0.97 -0.99 -0.99 0.89 0.68 0.99 -0.90 -1.00

0.89 0.97 0.75 0.66 0.76 0.73 -0.48 -0.16 -0.91 0.99 0.80 -0.86 -0.93 -0.89 -0.92 -0.83 1.00
1.00 0.97 0.98 0.94 0.98 0.97 -0.85 -0.61 -1.00 0.93 0.99 -1.00 -0.99 -1.00 -0.62 -1.00 0.88 1.00
-0.27 -0.53 -1.00 -0.36 -0.47 -0.44 -0.06 -0.32 -0.79 -0.73 -0.75 0.59 -0.47 -0.28 -0.68 -0.76 -0.66 -0.70 0.89 0.99 0.44 -0.15 -0.61 0.53 0.39 0.48 -0.37 0.57 -0.02 -0.50 1.00

1.00
0.99
1.00
0.60
1.00

1.00

1.00 1.00

0.71 0.64 1.00
0.98 0.99 0.55 1.00

-0.92 -0.76 0.18 -0.87 -0.81 -0.83 -0.98 -0.89 -0.49 0.78 -0.55 0.72 -0.80 -0.91 -0.63 -0.53 -0.65 -0.61 0.34 -0.01 0.83 -0.96 -0.69 0.77 0.86 0.80 0.97 0.73 -0.99 -0.79 -0.14 1.00




Tabla 1.11 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con las actividades enzimaticas (SS, IA, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP y TRE); emision de
fluorescencia (Fo, Fm, Fo/Fm, FW/Fm, SPAD), contenido de pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb, X+C, PT, Ca/b) y contenido de nutrientes (N, P, K, Na, Mg, Ca, Cl) en parte aérea (pa) y raiz (r) de
plantas de L. japonicus

SS 1A HK PEPC MDH ICDH TPS TPP TRE Fy Fv  Fo/Fm FJ/F, SPAD Ca Cb x+tc PT Calb Npa Ppa Kpa CapaMgpaNapa Nr Pr Kr Car Mgr Nar

SS 1.00
IA -0.23 1.00
HK  -0.63 -0.61 1.00

PEPC 0.67 0.57 -1.00 1.00 Valor critico
MDH 0.70 0.54 -1.00 1.00 1.00 P< 0.05 0.01 0.001
ICDH 0.99 -0.34 -0.54 0.58 0.61 1.00 0.81 0.91 0.97

TPSs -0.01 0.97 -0.77 0.74 0.71 -0.13 1.00

TPP -0.13 -0.93 0.85 -0.83 -0.81 -0.02 -0.99 1.00

TRE 0.82 0.37 -0.96 0.97 0.98 0.75 0.56 -0.68 1.00

Fo 0.94 -0.55 -0.33 0.38 0.42 0.97 -0.34 0.21 0.58 1.00

Fy 0.97 0.01 -0.80 0.83 0.85 0.94 0.23 -0.37 0.93 0.83 1.00

Fo/Fm -0.83 -0.35 0.96 -0.97 -0.98 -0.76 -0.55 0.67 -1.00 -0.59 -0.94 1.00

FJ/Fn, 0.84 0.33 -0.95 0.97 0.97 0.77 0.54 -0.65 1.00 0.61 0.95 -1.00 1.00

SPAD 0.75 0.47 -0.99 0.99 1.00 0.66 0.66 -0.76 0.99 0.48 0.88 -0.99 0.99 1.00

Ca 0.73 0.50 -0.99 1.00 1.00 0.64 0.68 -0.78 0.99 0.46 0.87 -0.99 0.98 1.00 1.00

Cb 0.58 0.66 -1.00 0.99 0.99 0.48 0.81 -0.89 0.94 0.27 0.76 -0.93 0.93 0.97 0.98 1.00

x+cC 0.87 0.28 -0.93 0.95 0.96 0.80 0.49 -0.61 1.00 0.65 0.96 -1.00 1.00 0.98 0.97 0.91 1.00

PT 0.70 0.54 -1.00 1.00 1.00 0.61 0.71 -0.81 0.98 0.41 0.85 -0.98 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00

Cab 0.77 -0.80 0.01 0.04 0.08 0.84 -0.65 0.53 0.26 0.94 0.59 -0.28 0.30 0.15 0.12 -0.08 0.35 0.07 1.00

Npa 0.77 0.45-0.98 0.99 0.99 0.69 0.63 -0.74 1.00 0.51 0.90 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.99 0.99 0.18 1.00

Ppa 0.81-0.76 -0.06 0.11 0.14 0.87 -0.59 0.47 0.33 0.96 0.64 -0.34 0.36 0.21 0.19 -0.01 0.41 0.14 1.00 0.25 1.00

Kpa 0.68 0.55-1.00 1.00 1.00 0.59 0.73 -0.82 0.98 0.40 0.84 -0.97 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00 0.05 0.99 0.12 1.00

Capa 0.75 0.46 -0.99 0.99 1.00 0.67 0.65 -0.75 0.99 0.49 0.89 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.16 1.00 0.23 0.99 1.00

Mg pa -0.09 -0.95 0.83 -0.80 -0.78 0.03 -1.00 1.00 -0.64 0.25 -0.33 0.63 -0.62 -0.73 -0.75 -0.86 -0.57 -0.78 0.57 -0.71 0.51 -0.79 -0.72 1.00

Napa -0.32 -0.85 0.94 -0.92 -0.90 -0.21 -0.94 0.98 -0.81 0.01 -0.54 0.80 -0.79 -0.87 -0.88 -0.96 -0.75 -0.90 0.36 -0.85 0.29 -0.91 -0.86 0.97 1.00

N 0.74 0.48 -0.99 0.99 1.00 0.66 0.66 -0.76 0.99 0.47 0.88 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.98 0.98 1.00 0.14 1.00 0.21 1.00 1.00 -0.73 -0.87 1.00

Pr 0.13 0.94 -0.85 0.82 0.80 0.01 0.99 -1.00 0.67 -0.21 0.36 -0.66 0.65 0.76 0.77 0.88 0.60 0.80 -0.54 0.73 -0.48 0.81 0.75 -1.00 -0.98 0.76 1.00

Kr 0.75 0.47 -0.99 0.99 1.00 0.67 0.65 -0.75 0.99 0.49 0.89 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.16 1.00 0.22 0.99 1.00 -0.72 -0.87 1.00 0.75 1.00

Car 0.56 0.68 -1.00 0.99 0.98 0.46 0.83 -0.90 0.93 0.25 0.74 -0.93 0.92 0.97 0.97 1.00 0.90 0.98 -0.10 0.96 -0.04 0.99 0.97 -0.88 -0.97 0.97 0.89 0.97 1.00
Mgr 0.40 0.80 -0.96 0.95 0.93 0.29 0.91 -0.96 0.85 0.07 0.61 -0.84 0.83 0.91 0.92 0.98 0.80 0.94 -0.28 0.89 -0.22 0.94 0.90 -0.95 -1.00 0.91 0.96 0.90 0.98 1.00
Nar -0.41 -0.79 0.97 -0.95 -0.94 -0.30 -0.91 0.96 -0.86 -0.08 -0.62 0.85 -0.84 -0.91 -0.92 -0.98 -0.81 -0.94 0.27 -0.90 0.20 -0.95 -0.91 0.94 1.00 -0.92 -0.96 -0.91 -0.99 -1.00 1.00




Tabla 1.12 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con fijacion de nitrégeno (ANA, TNA, TFN, Lb, PSN, PNN) emisién de fluorescencia (Fo, Fm, Fo/Fm,
F./Fm, SPAD), contenido de pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb, X+C, PT, Ca/b) y contenido de nutrientes (N, P, K, Na, Mg, Ca, Cl) en parte aérea (pa) y raiz (r) de plantas de M. truncatula

ANA TNA TFN Lb  PSN PNN Fo Fm Fo/Fm FJ/Fn SPAD Ca Cb xtc  PT Calb Npa Ppa Kpa Capa Mgpa Napa Clpa Nr Pr Kr Car Mgr Nar
ANA 1.00
TNA 0.71 1.00
TFN 0.64 1.00 1.00
Lb 0.93 0.92 0.88 1.00 Valor critico
PSN 0.99 0.62 0.54 0.88 1.00 P< 0.05 0.01 0.001
PNN -0.99 -0.82 -0.76 -0.98 -0.96 1.00 0.81 0.91 0.97
Fo -0.63 0.10 0.19 -0.30 -0.72 0.49 1.00
Fmn 0.71 1.00 1.00 0.92 0.62 -0.82 0.09 1.00
Fo/F, -0.85 -0.97 -0.95 -0.98 -0.78 0.92 0.12 -0.98 1.00
F/F, 0.91 0.94 090 1.00 0.85 -0.97 -0.25 0.94 -0.99 1.00
SPAD 0.98 0.84 0.79 0.99 0.94 -1.00 -0.45 0.85 -0.94 0.98 1.00
Ca 0.78 0.99 0.98 0.96 0.70 -0.87 -0.01 1.00 -0.99 0.97 0.90 1.00
Cb 0.70 1.00 1.00 0.92 0.61 -0.81 0.11 1.00 -0.97 0.93 0.84 0.99 1.00
X+C 0.79 0.99 0.98 0.96 0.71 -0.88 -0.03 0.99 -1.00 0.97 0.91 1.00 0.99 1.00
PT 0.76 1.00 0.99 0.95 0.67 -0.86 0.03 1.00 -0.99 0.96 0.88 1.00 1.00 1.00 1.00
Cab -0.52 -0.97 -0.99 -0.80 -0.42 0.66 -0.33 -0.97 0.90 -0.83 -0.70 -0.94 -0.98 -0.94 -0.95 1.00
Npa -0.20 -0.84 -0.88 -0.55 -0.08 0.36 -0.63 -0.83 0.69 -0.59 -0.41 -0.77 -0.84 -0.76 -0.79 0.94 1.00
Ppa -0.93 -0.92 -0.88 -1.00 -0.87 0.98 0.29 -0.92 0.98 -1.00 -0.99 -0.96 -0.92 -0.96 -0.95 0.81 0.56 1.00
K pa 1.00 0.76 0.70 0.95 0.98 -1.00 -0.57 0.77 -0.89 0.94 0.99 0.83 0.75 0.84 0.81 -0.59 -0.28 -0.95 1.00
Capa 0.83 098 0.96 0.98 0.76 -0.91 -0.09 0.98 -1.00 0.99 0.93 1.00 0.98 1.00 0.99 -0.91 -0.72 -0.98 0.87 1.00
Mgpa -0.88 -0.95 -0.93 -0.99 -0.82 0.95 0.20 -0.96 1.00 -1.00 -0.96 -0.98 -0.95 -0.99 -0.97 0.86 0.64 1.00 -0.92 -0.99 1.00
Napa -0.94 -0.90 -0.86 -1.00 -0.90 0.99 0.34 -0.90 0.97 -1.00 -0.99 -0.94 -0.89 -0.95 -0.93 0.77 0.51 1.00 -0.97 -0.97 0.99 1.00
Clpa -0.91 -0.94 -0.90 -1.00 -0.85 0.97 0.25 -0.94 0.99 -1.00 -0.98 -0.97 -0.93 -0.97 -0.96 0.83 0.59 1.00 -0.94 -0.99 1.00 1.00 1.00
Nr -0.90 -0.33 -0.25 -0.68 -0.95 0.82 0.90 -0.34 0.54 -0.64 -0.79 -0.43 -0.32 -0.45 -0.40 0.11 -0.24 0.67 -0.87 -0.51 0.60 0.71 0.64 1.00
Pr -0.86 -0.97 -0.94 -0.99 -0.79 0.93 0.14 -0.97 1.00 -0.99 -0.95 -0.99 -0.97 -0.99 -0.99 0.89 0.68 0.99 -0.90 -1.00 1.00 0.98 0.99 0.55 1.00
Kr 1.00 0.67 0.61 0.91 1.00 -0.98 -0.67 0.68 -0.82 0.89 0.97 0.75 0.66 0.76 0.73 -0.48 -0.16 -0.91 0.99 0.80 -0.86 -0.93 -0.89 -0.92 -0.83 1.00
Car 0.90 0.95 091 1.00 0.84 -0.96 -0.23 0.95 -0.99 1.00 0.97 0.98 0.94 0.98 0.97 -0.85 -0.61 -1.00 0.93 0.99 -1.00 -0.99 -1.00 -0.62 -1.00 0.88 1.00
Mgr -0.07 -0.75 -0.81 -0.44 0.05 0.24 -0.73 -0.75 0.59 -0.47 -0.28 -0.68 -0.76 -0.66 -0.70 0.89 0.99 0.44 -0.15 -0.61 0.53 0.39 0.48 -0.37 0.57 -0.02 -0.50 1.00
Nar -0.98 -0.54 -0.47 -0.83 -1.00 0.93 0.78 -0.55 0.72 -0.80 -0.91 -0.63 -0.53 -0.65 -0.61 0.34 -0.01 0.83 -0.96 -0.69 0.77 0.86 0.80 0.97 0.73 -0.99 -0.79 -0.14 1.00




Tabla 1.13 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables relacionadas con fijacién de nitrégeno (ANA, TNA, TEN, Lb, PSN, PNN) emisién de fluorescencia (Fo, Frm, Fo/Fm, FJ/Fr, SPAD), contenido de p

ANA TNA TEN Lb PSN PNN Fo Fv Fo/Fm Fu/Fm SPAD Ca Cb X+c PT Calb
ANA 1.00
TNA 0.93 1.00
TFN 0.87 0.99 1.00
Lb 0.14 -0.23 -0.37 1.00
PSN 0.48 0.76 0.85 -0.80 1.00
PNN -0.95 -0.77 -0.67 -0.44 -0.18 1.00
Fo 0.74 0.45 0.31 0.77 -0.23 -0.92 1.00
Fv 0.99 0.87 0.78 0.28 0.34 -0.98 0.83 1.00
Fo/Fm -0.98 -0.99 -0.95 0.06 -0.64 0.87 -0.59 -0.94 1.00
FulFm 0.98 0.98 0.94 -0.05 0.63 -0.87 0.61 0.95 -1.00 1.00
SPAD 0.94 1.00 0.98 -0.20 0.74 -0.79 0.48 0.88 -0.99 0.99 1.00
Ca 0.93 1.00 0.99 -0.22 0.76 -0.77 0.46 0.87 -0.99 0.98 1.00 1.00
Cb 0.84 0.98 1.00 -0.41 0.87 -0.63 0.27 0.76 -0.93 0.93 0.97 0.98 1.00
x+cC 0.99 0.97 0.93 0.01 0.59 -0.90 0.65 0.96 -1.00 1.00 0.98 0.97 0.91 1.00
PT 0.92 1.00 0.99 -0.27 0.79 -0.74 0.41 0.85 -0.98 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00
Calb 0.47 0.11 -0.04 0.94 -0.56 -0.72 0.94 0.59 -0.28 0.30 0.15 0.12 -0.08 0.35 0.07 1.(
N pa 0.95 1.00 0.98 -0.17 0.72 -0.81 0.51 0.90 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.99 0.99 0.1
P pa 0.53 0.18 0.03 0.92 -0.50 -0.77 0.96 0.64 -0.34 0.36 0.21 0.19 -0.01 0.41 0.14 1.(
Capa 0.91 1.00 1.00 -0.29 0.80 -0.73 0.40 0.84 -0.97 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00 0.C
Mg pa 0.95 1.00 0.98 -0.19 0.73 -0.80 0.49 0.89 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.1
Na pa -0.46 -0.75 -0.84 0.82 -1.00 0.16 0.25 -0.33 0.63 -0.62 -0.73 -0.75 -0.86 -0.57 -0.78 0.5
K pa -0.66 -0.89 -0.95 0.65 -0.98 0.39 0.01 -0.54 0.80 -0.79 -0.87 -0.88 -0.96 -0.75 -0.90 0.3
N 0.94 1.00 0.98 -0.20 0.74 -0.79 0.47 0.88 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.98 0.98 1.00 0.1
Pr 0.49 0.78 0.86 -0.79 1.00 -0.20 -0.21 0.36 -0.66 0.65 0.76 0.77 0.88 0.60 0.80 -0.8
Car 0.95 1.00 0.98 -0.19 0.73 -0.80 0.49 0.89 -0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.1
Mg r 0.83 0.98 1.00 -0.44 0.88 -0.61 0.25 0.74 -0.93 0.92 0.97 0.97 1.00 0.90 0.98 -0.1
Nar 0.72 0.92 0.97 -0.59 0.96 -0.46 0.07 0.61 -0.84 0.83 0.91 0.92 0.98 0.80 0.94 -0.2
Kr -0.73 -0.93 -0.97 0.58 -0.95 0.47 -0.08 -0.62 0.85 -0.84 -0.91 -0.92 -0.98 -0.81 -0.94 0.2




Tabla 1.14 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables relacionadas con el contenido de carbohidratos (Sac, Mal, Fru, Treh, Ast), aminoacidos (Aa), prolir

Sac Mal Fru Treh Ast Aa Pro Alm Fo
Sac 1.00
Mal 1.00 1.00
Fru 0.87 0.86 1.00
Treh -0.70 -0.68 -0.96 1.00
Ast 1.00 1.00 0.89 -0.72 1.00
Aa 0.94 0.95 0.67 -0.43 0.94 1.00
Pro 0.61 0.59 0.92 -0.99 0.63 0.31 1.00
Alm 0.89 0.88 1.00 -0.95 0.90 0.70 0.90 1.00
FO -0.33 -0.30 -0.74 0.90 -0.35 0.00 -0.95 -0.72 1.00
Fm 0.91 0.92 0.60 -0.35 0.90 1.00 0.23 0.63 0.09
Fo/Frm -0.98 -0.98 -0.75 0.54 -0.97 -0.99 -0.43 -0.78 0.12
FJ/Fn 1.00 1.00 0.84 -0.65 0.99 0.97 0.55 0.86 -0.25
SPAD 0.99 0.99 0.93 -0.79 0.99 0.89 0.71 0.95 -0.45
Ca 0.95 0.95 0.67 -0.44 0.94 1.00 0.32 0.70 -0.01
Cb 0.90 0.91 0.58 -0.33 0.89 0.99 0.21 0.61 0.11
X+C 0.95 0.96 0.69 -0.46 0.95 1.00 0.34 0.72 -0.03
PT 0.94 0.94 0.65 -0.41 0.93 1.00 0.29 0.68 0.03

Calb -0.78 -0.80 -0.39 0.11 -0.77 -0.94 0.01 -0.42 -0.33




Tabla 1.15 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con el contenido de carbohidratos (Sac, Mal, Fru, Treh, Ast),
aminodcidos (Aa), prolina (Prot), emision de fluorescencia (Fo, Fr, Fo/Fr, Fu/Fm, SPAD) y contenido de pigmentos fotosintéticos (Ca, Ch, X+C, PT, Ca/b) en

plantas de L. japonicus

Sac Mal Fru Glu Treh Ast Aa Pro Alm Fo F, FJ/F, FJ/F, SPAD Ca Ch X+C PT Calb
Sac 1.00
Mal 0.98 1.00
Fru 0.01 0.20 1.00 Valor critico
Glu -0.65 -0.50 0.75 1.00 P< 0.05 0.01 0.001
Treh -0.53 -0.68 -0.85 -0.29 1.00 0.81 091 0.97
Ast -0.63 -0.77 -0.78 -0.17 0.99 1.00
Aa 0.20 0.01 -098 -0.87 0.73 0.64 1.00
Pro 0.48 0.31 -0.87 -098 0.49 0.37 095 1.00
Alm -0.66 -0.51 0.74 1.00 -0.28 -0.16 -0.86 -0.98 1.00
Fo -0.14 -0.32 -0.99 -066 091 0.86 094 0.80 -0.65 1.00
Fy 043 025 -090 -0.96 054 043 097 1.00 -0.96 0.83 1.00
Fo/Frm -0.71 -057 0.69 1.00 -0.22 -0.09 -0.83 -0.96 1.00 -0.59 -0.94 1.00
FJ/Fn 0.70 055 -0.71 -1.00 023 0.11 084 096 -1.00 061 0.95 -1.00 1.00
SPAD 0.80 0.67 -059 -0.98 0.08 -0.04 0.74 091 -0.98 0.48 0.88 -0.99 0.99 1.00
Ca 0.82 0.69 -0.57 -0.97 0.06 -0.07 0.73 090 -0.97 0.46 0.87 -0.99 0.98 1.00 1.00
Cb 092 0.82 -0.39 -090 -0.15 -0.27 0.57 0.79 -0.91 0.27 0.76 -0.93 0.93 097 098 1.00
X+C 066 051 -074 -1.00 0.28 0.16 0.86 098 -1.00 065 096 -1.00 1.00 098 097 0.91 1.00
PT 0.84 0.73 -053 -0.96 0.01 -0.12 0.69 0.88 -0.96 041 0.85 -0.98 0.97 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00
Ca/b -0.47 -0.63 -0.88 -0.36 1.00 098 0.77 054 -0.34 094 059 -0.28 0.30 0.15 0.12 -0.08 0.35 0.07 1.00







Resultados

2. Evolucion ontogénica del metabolismo carbonado nodular en las
simbiosis M. truncatula-S. meliloti y L. japonicus-M. loti: efecto del NaCl
(short-term)

En las simbiosis: M. truncatula-S. meliloti GR4 y L. japonicus-
M. loti R7A, se estudio el efecto que el NaCl, aplicado cuando estan
establecidas (nddulos formados), ejerce en los procesos relacionados con el
crecimiento de la planta, fijacion de N, y metabolismo carbonado nodular
en diferentes estados fenologicos del cultivo. La aplicacion del tratamiento
salino se inici6 a las 5 (M. truncatula) y 7 semanas (L. japonicus), cuando
ambos cultivos se encontraban en crecimiento vegetativo. Las dosis de NaCl
utilizadas fueron de 50 mM (M. truncatula) y 100 mM (L. japonicus) en
base a los resultados obtenidos en el experimento anterior.

La recolecta de las plantas se realiz6 coincidiendo con 4 estados
fenologicos del desarrollo:

-Crecimiento vegetativo: M. truncatula 5s y L. japonicus 7s.

-Floracion: M. truncatula 7s y L. japonicus 9s con 14 dias de
tratamiento salino (dts).

-Inicio de fructificacion: M. truncatula 8s y L. japonicus 10s, con
21 (dts).

-Plena fructificacion: M. truncatula 9s y L. japonicus 11s, con 28
(dts).

2.1. Andlisis de crecimiento

El crecimiento expresado como peso seco de parte aérea, peso seco
de raiz, peso seco de la planta y relacion raiz/parte aérea a lo largo del
tiempo de cultivo, con los tratamientos de sal se expone en la figura 2.1. Los
datos numéricos se encuentran en las tablas A 2.1 (M. truncatula) y A 2.3
(L. japonicus), junto con el estudio estadistico de los mismos, que se
encuentra en las tablas A 2.2 y A 2.4 del apéndice de esta memoria.
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Figura 2.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) y relacion raiz/parte aérea (RPA) de M. truncatula y
L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A y tratadas con 50
y 100 mM de NacCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento. Cada punto es la
media de 10 réplicas + SE.

El PSP de M. truncatula se multiplico por 4 en el tiempo
transcurrido entre el primer y Gltimo muestreo en plantas control, mientras
que en las tratadas con sal se multiplico por 3. En el inicio de fructificacion
(21 dias), se observd que el PSP en condiciones de salinidad fue un 60%
mayor, a lo que contribuyd tanto el PSPA como el PSR, que se
incrementaron en porcentaje similar. En L. japonicus también fue el PSP de
las plantas tratadas con sal un 31% mayor en el periodo de floracién y un
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115% a los 21 dts (inicio de fructificacion), siendo la respuesta a la
salinidad superior en el PSR que en el PSPA, ya que las diferencias fueron
del 100% y 200% en PSR y del 14% y 65% en el PSPA a los 14 y 21 dias
respectivamente. Esta tendencia a aumentar el crecimiento de las plantas
con tratamiento salino respecto de las control, se invirtid en la Gltima toma
de muestras realizada en ambas especies, cuando se encontraban en
fructificacion, concretamente el PSPA, PSR y PSP decrecieron el 10%, 40%
y 20% respectivamente en M. truncatula, mientras que en L. japonicus el
descenso fue del 50% aproximadamente en cada una de las partes de la
planta y en la planta completa.

La RPA reflej6 los cambios inducidos por la salinidad en raiz y parte
aérea, de forma que en L. japonicus, la contribucion de la raiz al incremento
del peso seco de la planta en condiciones de estrés se reflejo en el aumento
de la RPA, mientras que en M. truncatula se observo un efecto distinto con
la reduccion de RPA, que fue del 30% a los 14 y 28 dts.

El anélisis de la varianza realizado a los pardmetros de crecimiento y
representados en las tablas A 2.2 (M. truncatula) y A 2.4 (L. japonicus) del
apéndice, determina que la mayor variabilidad de los pardmetros de
crecimiento se debio a la edad del cultivo en M. truncatula (80%), mientras
que en L. japonicus la interaccion entre las variables tiempo y salinidad fue
responsable en un 40% de la variacion y la edad del cultivo del 45%.

2.2. Fijacion de nitrégeno

En la figura 2.2. se muestran los pardmetros relacionados con la
fijacion de nitrégeno: actividad nitrogenasa aparente, actividad nitrogenasa
total, tasa de fijacion de N,, contenido de leghemoglobina, peso seco de
nddulos y peso normalizado de nddulos. Los datos numéricos
correspondientes a estas figuras se encuentran se encuentran en las tablas A
2.5 (M. truncatula) y A 2.7 (L. japonicus) del apéndice.

La actividad nitrogenasa aparente, registra un descenso en nddulos
de ambas especies entre la recogida a tiempo cero, (crecimiento vegetativo),
y la realizada cuando las plantas se encontraban en floracion, este descenso
fue del 25% en M. truncatula y del 60% en L. japonicus. En condiciones de
salinidad la disminucion de actividad fue del 40% en M. truncatula,
mientras que en L. japonicus fue del 50% en floracion. En las tomas de
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muestras realizadas a los 21 y 28 dts se observo que: @) en M. truncatula la
ANA fue entre el 15% y el 10% menor en los nddulos procedentes de
plantas con sal, b) en L. japonicus, la ANA fue el 50% menor.

La actividad nitrogenasa total presenté un comportamiento similar al
de la aparente, mostrando un descenso del 30% entre el crecimiento
vegetativo y la etapa de floracion en ambas especies. En noédulos de
M. truncatula, en floraciéon (14 dts) fue cuando se observo un efecto
significativo del NaCl, ya que provoc6 una disminucion del 25% respecto a
los controles sin sal. En nodulos de L. japonicus, la ANT registr6 una
marcada inhibicidn por la sal a los 21 y 28 dts, ya que como se observa en la
figura 2.2 fue un 50% inferior, de forma similar a lo observado con la ANA.

La tasa de fijacion de N, mostr6 una tendencia parecida a los
parametros anteriores tanto en nodulos de M. truncatula como en los de
L. japonicus. En M. truncatula, la TFN disminuy¢ en el tiempo transcurrido
entre la toma de muestras inicial y final un 60%, tanto en noédulos control
como en los tratados con sal, aunque se puede sefalar que a las dos semanas
de tratamiento salino (14 dias), se observd un 30% mas de TFN en las
plantas control que en las tratadas con sal. En L. japonicus la TFN decrecio
por efecto de la salinidad a lo largo de todo el cultivo, encontrandose las
mayores diferencias respecto a los nddulos sin sal al final del tiempo de
experimentacion.

En cuanto al contenido de leghemoglobina en nddulos, se puede
apreciar en la figura 2.2, que la concentracion de este pigmento fue en todos
los muestreos entre 2 y 4 veces superior en los de L. japonicus
(determinados) que en los de M. truncatula (indeterminados). En
M. truncatula, el contenido de leghemoglobina nodular se redujo de forma
significativa al pasar de floracion (14 dias) a fructificacion (21 dias),
favoreciendo la salinidad una disminuciéon aun mayor, que provocod que el
contenido de leghemoglobina fuera aproximadamente un 50% menor en
nédulos de plantas con sal en los ultimos muestreos (21 y 28 dias). En
L. japonicus la concentracion de Lb decrecioé un 30% en nddulos de plantas
control a lo largo de los 28 dias de cultivo, mientras que en los tratados con
sal solo disminuy6 un 15%.
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Figura 2.2. Actividad nitrogenasa aparente (ANA), actividad nitrogenasa total
(ANT), tasa de fijacion de nitrégeno (TFN), contenido de leghemoglobina
(Lb), peso seco de nodulos (PSN) y peso normalizado de nédulos (PNN) de
M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A

tratadas con 50 y 100 mM de NaCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento. Cada
punto es la media de 10 réplicas + SE.
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El PSN a lo largo de los 28 dias en los que se realizaron las
recolectas aumentd en ambas especies, siendo este incremento mas
acentuado en los de L. japonicus, donde se multiplico por 3, mientras que en
los de M. truncatula por 2.3. La salinidad tuvo un efecto similar en los
noédulos de las dos especies, en los que se observo que tanto a los 14 como
21 dias un incremento del PSN. Sin embargo, en M. truncatula a los 28 dias
(fructificacion), el tratamiento salino logré igualar el PSN control y con sal,
mientras que en L. japonicus, el PSN de las plantas control fue un 35%
superior. ElI PNN de M.truncatula no experimentd variaciones
significativas a lo largo de la ontogenia, mientras que en L. japonicus,
durante la etapa de fructificacion (28 dias), aumentd hasta duplicarse, lo que
indica que el incremento del PSN es proporcionalmente mayor que el del
PSPA (fig. 2.1).

El analisis de la varianza de los datos relacionados con la fijacion de
nitrogeno en M. truncatula, representados en la tabla A 2.6 del apéndice,
indica que la variabilidad observada en la tasa de fijacion de nitrégeno y el
contenido de leghemoglobina, puede asignarse en un 75% al factor tiempo
del cultivo, mientras que en L. japonicus (tabla A 2.8 del apéndice), este
factor fue responsable en un 80% de la variabilidad detectada en la actividad
nitrogenasa aparente. En M. truncatula, ANT, TFN y Lb se correlacionan
negativamente y de forma significativa (P<0.01) con los parametros de
crecimiento (PSPA, PSR y PSP), en L. japonicus se observa una correlacion
positiva del PSN y negativa de la Lb nodular con los pardmetros de
crecimiento mencionados.

2.3. Metabolismo carbonado

Se determinaron diversas actividades enzimaticas del metabolismo
carbonado nodular como: sacarosa sintasa, invertasa alcalina, hexoquinasa,
fosfoenolpiruvato  carboxilasa, malato deshidrogenasa e isocitrato
deshidrogenasa. Las actividades de estas enzimas se han expresado por mg™
prot h™' y se exponen en la figura 2.3, y en las tablas A 2.9 a A 2.12 del
apéndice. Ademas, en las tablas A 2.30 (M. truncatula) y A 2.32
(L. japonicus) se expresan por g PF.

La actividad sintasa nodular fue mas activa en el crecimiento
vegetativo, coincidente con el primer muestreo realizado tanto en nddulos
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de M. truncatula como en los de L. japonicus, decreciendo esta actividad a
lo largo del tiempo de experimentacion en un 15% y 20% respectivamente.
La salinidad provocd un descenso de esta actividad a los 14 dias de
aplicacion de NaCl (floracion) del 30% en nodulos de M. truncatula y del
25% en los de L. japonicus. A los 28 dias de tratamiento (fructificacion), la
disminucién en nodulos con sal respecto de los control fue del 50% en
M. truncatula y del 60% en L. japonicus. En la tabla 2.3 se puede apreciar
que esta actividad se correlaciona significativamente (P<0.01) con
parametros de crecimiento, fijacion de nitrogeno y con la mayoria de las
actividades enzimaticas del metabolismo carbonado estudiadas.

La actividad IA nodular tuvo un comportamiento similar a la sintasa
en el tiempo de experimentacion, ya que decreci6 entre el 40% y 50% a los
28 dias en nodulos de M. truncatula y L. japonicus respectivamente, como
se observa en la figura 2.3, respecto al crecimiento vegetativo. En ambas
especies, el efecto negativo de la salinidad, fue menor al observado en la
sintasa, ya que se redujo aproximadamente un 15% respecto a nodulos de
plantas control en todos de los tiempos de experimentacion estudiados,
excepto a los 28 dias (fructificacion) en M. truncatula, donde la actividad
invertasa alcalina en los nodulos de plantas tratadas con 50 mM NaCl,
super6 a la de nodulos de plantas control en un 39%. En L. japonicus tanto
la actividad SS como IA presentaron una correlaciéon negativa con el
contenido de sacarosa nodular (tabla 2.8).

La actividad HK en general, tendié a decrecer en el tiempo de
experimentacion en nddulos de ambas especies. La respuesta a la salinidad
varié entre éstas, en los de M. truncatula en la recolecta realizada a los 21 y
28 dts (inicio y plena fructificacion), se produjo un aumento de actividad en
nddulos de plantas en condiciones de estrés, mientras que en los de
L. japonicus, la salinidad mantuvo la actividad HK un 35% por debajo del
control a lo largo del cultivo. La actividad HK nodular de M. truncatula
(tabla 2.3), presenta una correlacion significativa (P<0.05) y negativa con la
actividad PEPC, MDH e ICDH, asi como con las tres enzimas relacionadas
con el metabolismo de la trehalosa, mientras que en L. japonicus (tabla 2.4),
la correlacion con las actividades PEPC, MDH e ICDH es positiva.
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Figura 2.3. Actividad sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA),
hexoquinasa (HK), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato
deshidrogenasa (MDH) e isocitrato deshidrogenasa (ICDH), en nodulos de
M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A,
tratadas con 50 y 100 mM de NaCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento. Cada
punto es la media de 4 réplicas + SE.
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En cuanto a las actividades enzimaticas PEPC, MDH e ICDH
implicadas en la sintesis de acidos dicarboxilicos, se observa que en noédulos
de M. truncatula, no experimentan cambios importantes entre la etapa de
crecimiento vegetativo y el inicio de la fructificacion (21 dts), momento a
partir del cual su actividad decae siendo un 50% y 15% menor
respectivamente a los 28 dts respecto a la inicial. En nodulos de L. japonicus
es a partir de la floracion (14 dias) cuando comienza a decaer la actividad de
ambas enzimas, concretamente un 45% la PEPC y un 30% la MDH, hasta
los 28 dts. En ndodulos de M. truncatula, el efecto de la salinidad se
manifestd de forma significativa a los 28 dts, en plena fructificacion, cuando
se observa la mayor diferencia entre la actividad en noédulos de plantas
control y con sal, la disminucion fue del 55%, 30% y 35% para PEPC,
MDH e ICDH respectivamente. En nddulos de L. japonicus, la respuesta a
la salinidad varié segun la actividad enzimatica nodular: a) la PEPC se
redujo un 20% a los 14 dias de aplicacion del tratamiento, b) la MDH
mostré una disminucién de entre el 10% y el 20% en cada una de las
determinaciones realizadas, y ¢) la ICDH se mantuvo practicamente estable
a lo largo de los 28 dias en condiciones de salinidad.

Un aspecto destacable es la mayor actividad de estas enzimas
(PEPC, MDH y ICDH) en nédulos de L. japonicus respecto de los de
M. truncatula, siendo esta diferencia 3 veces superior en la actividad
carboxilasa. El andlisis de varianza (tablas A 2.10 y A 2.12 del apéndice)
indica que lo que mayoritariamente establece la variabilidad detectada en
estas tres actividades enzimaticas es la edad del cultivo (80-60%
M. truncatula y 90-80% L. japonicus). Ademas se observa una correlacion
positiva entre MDH y PEPC (r=0.86, r=0.84 en M. truncatula y r=0.76 y
r=0.51 en L. japonicus) y la actividad de la SS nodular (tablas 2.3 y 2.4).

Se puede concluir que: a) la maxima actividad de las enzimas
estudiadas se detecta en el crecimiento vegetativo tanto en nodulos de
M. truncatula como en los de L. japonicus, excepto la actividad ICDH que
fue maxima en el inicio de floracién, b) la salinidad ejerce un efecto
negativo mas intenso sobre estas actividades enzimadticas en nodulos de
M. truncatula que en los de L. japonicus
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2.4. Metabolismo de la trehalosa

En la figura 2.4 se representan las actividades enzimaticas
relacionadas con la sintesis (TPS y TPP) y degradacion de trehalosa (TRE)
en nddulo. Los datos numéricos se encuentran en las tablas del apéndice A
2.13 (M. truncatula) y A 2.15 (L. japonicus), las mismas actividades
expresadas por g PFN se encuentran en las tablas A 2.35 (M. truncatula) y
A 2.37 (L. japonicus) del apéndice.

La actividad TPS en ndédulos de M. truncatula y L. japonicus se
incrementd durante la etapa de floracion, siendo a los 21 dias de tratamiento
(inicio de fructificacién) cuando se obtuvo la maxima actividad, este
incremento fue mas del doble en M. truncatula y el 33% en L. japonicus. En
M. truncatula, tanto en nodulos de plantas control como en los procedentes
de plantas tratadas con sal, a los 28 dts la actividad fue un 50% y 25%
mayor respectivamente respecto al tiempo cero (crecimiento vegetativo). La
salinidad en ambas especies provocd que esta actividad se inhibiera en cada
uno de los tiempos de experimentacion estudiados: a) en M. truncatula el
efecto de la salinidad fue mayor en el inicio de fructificacion (21 dias),
cuando la diferencia observada fue del 65%, mientras que a los 28 dias fue
del 20%, b) en L. japonicus, se inhibio con la sal un 15%, 30% y 20% en las
determinaciones realizadas a los 14, 21 y 28 dias respectivamente.

La actividad TPP tuvo un comportamiento similar en las dos
especies estudiadas, aumentando al pasar de la fase del crecimiento
vegetativo al periodo reproductor (14 dias), este incremento fue mayor en
M. truncatula (88%) que en L. japonicus (20%). La actividad TPP fue 6
veces superior en nodulos de L. japonicus que en los de M. truncatula. La
salinidad, condiciond: a) que esta actividad fuera un 20% y un 10% menor
en ndédulos de M. truncatula y de L. japonicus respectivamente a los 14 dias
de tratamiento; b) que en la ultima recolecta (28 dias), la actividad TPP
disminuyera por efecto de la sal en nédulos de M. truncatula (40%) y en los
de L. japonicus (25%). La correlacion entre TPS y TPP fue positiva y
significativa (r=0.67 y r=0.78 en M. truncatula y L. japonicus
respectivamente) (tablas 2.3 y 2.4).

La actividad trehalasa mostro6 en ndédulos de M. truncatula una
actividad maxima a los 14 dias, coincidiendo con el periodo de floracion, a
partir de este momento en las cosechas siguientes la actividad decrecio,
siendo a los 28 dias un 20% inferior respecto del primer muestreo
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(crecimiento vegetativo). La sal en cada uno de los muestreos provocé una
disminucién de la actividad TRE nodular en M. truncatula, que se fue
acentuando conforme aumentaba el tiempo de exposicion a la sal, pasando
la diferencia del 10% a los 14 dias, al 30% a los 28 dias.
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Figura 2.4. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS), trehalosa-6 fosfato
fosfatasa (TPP) y trehalasa (TRE) en nodulos de M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A, tratadas con 50 y 100 mM de
NaCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento. Cada punto es la media de 4

réplicas + SE.
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Se aprecia en general que: a) la maxima actividad de las enzimas de
la biosintesis de trehalosa se obtiene al inicio de fructificacion en ndédulos de
M. truncatula y L. japonicus, mientras que la actividad catabdlica es
maxima en etapas anteriores, b) la actividad TPS es mayor en M. truncatula
y la TPP y TRE en L. japonicus, c) se detecta que TPP y TRE son mas
sensibles a la sal en nddulos de M. truncatula.

En nédulos de L. japonicus la actividad TRE disminuy6 a partir de la
primera recogida, siendo la actividad un 35% inferior a los 28 dias. La
salinidad afect6 negativamente a esta actividad a partir de los 21 dias de
tratamiento, provocando una disminucioén del 20% al final del tiempo de
experimentacion. Es interesante destacar el alto grado de correlacion
existente (P<0.001) entre la actividad TRE y las actividades SS, IA, HK y
MDH en nédulos de L. japonicus (tabla 2.4).

2.5. Contenido de carbohidratos

En la figura 2.5 se representa el contenido de sacarosa, maltosa,
glucosa, fructosa y trehalosa determinados en nodulos. Los datos numéricos
junto con los analisis de varianza se encuentran en las tablas de la A 2.17 a
la A 2.20 del apéndice (ambas inclusive).

En M. truncatula, el contenido de sacarosa nodular se increment6 a
los 21 dias, coincidiendo con el inicio de fructificaciéon, mientras que en
plantas con sal no se observaron cambios significativos en la sacarosa en
ninguno de los muestreos. En cambio, en ndédulos de L. japonicus: a) el
contenido de sacarosa se incrementd en el tiempo de experimentacion,
multiplicindose por 1.4, 3 y 7 veces respecto al muestreo inicial
(crecimiento vegetativo) en la segunda, tercera y cuarta recolecta
respectivamente, b) cuando se adiciono sal, este parametro experimentd un
rapido incremento, multiplicandose por 8 en los 14 primeros dias y
alcanzando el méximo contenido a los 21 dias, cuando la diferencia respecto
de nddulos control fue de 3.3 veces.

El contenido de maltosa nodular respondi6 de forma diferente en
cada una de las especies: en nodulos de M. truncatula disminuy6 un 57% en
floracion (14 dias), y se increment6d a los 28 dias hasta alcanzar niveles
similares a los detectados en el crecimiento vegetativo, mientras que en
condiciones de estrés salino, decreci6 en los primeros 14 dias de aplicacion
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del tratamiento un 30%, manteniéndose en valores similares hasta el ultimo
muestreo. En L. japonicus, el contenido de maltosa nodular casi se duplico
en floracion, cuadriplicandose en condiciones de estrés salino respecto a
nddulos de plantas control en cada uno de los muestreos. La cantidad inicial
de maltosa nodular fue 5 veces superior en nodulos de L. japonicus
(determinados) que en los de M. truncatula (indeterminados).

Se observa que el contenido de fructosa en nodulos de M. truncatula
es el doble del que se detecta en los de L. japonicus. En M. truncatula este
parametro aumentd coincidiendo con el inicio de fructificacion (21 dias),
mientras que en nddulos de plantas con sal, disminuy6 siendo un 30%
inferior a los 28 dias de tratamiento. En nddulos de L. japonicus, el
contenido de fructosa apenas si mostré modificaciones a lo largo de la
ontogenia, mostrando solo un incremento del 20% en fructificacion,
mientras que la salinidad provoco que se duplicara a los 14 dias (floracién),
disminuyendo en las dos semanas posteriores, aunque se mantuvo en niveles
superiores a los detectados en nodulos de plantas control, un 50% y un 25%
alos 21 y 28 dias respectivamente.

El contenido de glucosa fue 10 veces superior en noédulos de
M. truncatula que en los de L. japonicus en el crecimiento vegetativo,
manteniéndose esta diferencia con ligeras modificaciones en los diferentes
muestreos. Durante la etapa de floracion (14 dias), la glucosa disminuy6 en
nodulos de M. truncatula un 30%, aunque recupero el nivel obtenido en el
crecimiento vegetativo en el inicio de fructificacion (21 dias). En
condiciones de estrés salino, fue un 30% y 12% menor a los 21 y 28 dias
respecto de los nodulos de plantas control. En L. japonicus se observa que el
contenido de glucosa en la ontogenia se mantiene con incrementos poco
significativos, llegando a duplicarse en fructificacion (28 dias), en respuesta
a la salinidad se logran incrementos en floracion (14 dias) e inicio de
fructificacion (21 dias), siendo el contenido de glucosa el doble que en los
nddulos control en ambos muestreos.

Se puede establecer que el contenido de sacarosa es mayor en
nddulos de M. truncatula, de hecho se observa que es 5, 3 y 2.5 veces mayor
que la detectada en ndodulos de L. japonicus en las sucesivas etapas de
crecimiento estudiadas. Algo semejante se puede describir respecto al
contenido de glucosa, en la que se detectan incluso diferencias mayores. El
contenido de fructosa y maltosa también fue mayor en nodulos de
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M. truncatula, oscilando las diferencias entre 1.3 y 5 veces mas de lo
detectado en los de L. japonicus.

En relacion a la evolucion del contenido de carbohidratos
acumulados en el nodulo durante la ontogenia, se puede establecer que en
nodulos de L. japonicus el maximo contenido se detecta en plena
fructificacion, mientras que en los de M. truncatula el maximo nivel de
sacarosa y fructosa se detecta al inicio de fructificacion, manteniéndose la
maltosa y glucosa constantes en los sucesivos estados fenoldgicos.

Es interesante destacar que en L. japonicus el contenido de sacarosa,
maltosa y glucosa nodular se correlacionan negativamente con determinadas
actividades del metabolismo carbonado (SS, IA, HK, PEPC, MDH, TPS y
TRE), y positivamente con el contenido de carbohidratos determinados
(sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y azlicares solubles totales) (tabla 2.8).

En cuanto a la trehalosa, se detectd una cantidad tres veces superior
en nodulos de L. japonicus respecto a los de M. truncatula, en los que el
contenido se mantuvo estable a lo largo del tiempo de experimentacion, sin
embargo, en nodulos de L. japonicus se incrementd un 20% a lo largo del
tiempo de experimentacion estudiado. La salinidad: a) en M. truncatula,
provocd una disminuciéon de la trehalosa acumulada que fue del 20% al
inicio de la fructificacion y del 70% en plena fructificacion, b) en ndédulos
de L. japonicus, provoco que el contenido de trehalosa fuera mas del doble
en floracion y un 60% y 40% menor en el inicio y plena fructificacion,
coincidiendo con la senescencia del nodulo.

El contenido de trehalosa nodular de L.japonicus presentd una
correlacion positiva y significativa (P<0.01) con los pardmetros
relacionados con la fijacion de nitrogeno: ANT, TFN y PSN, asi como con
el PSP (tabla 2.6), en M. truncatula podemos destacar la correlacion
negativa (r=-0.97) de la de trehalosa con la actividad HK y positiva con la
mayoria de las actividades enzimaticas del metabolismo carbonado
estudiadas (SS, PEPC, MDH, TPS y TRE) (tabla 2.7).
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Figura 2.5. Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa en
ndédulos de M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti
R7A, tratadas con 50 y 100 mM de NacCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento.
Cada punto es la media de 4 réplicas + SE.

165



Resultados

2.6. Otros metabolitos

Se determind el contenido de azucares solubles totales, almidon,
aminoacidos y prolina en hoja y nédulo de M. truncatula y L. japonicus en
cuatro etapas del crecimiento. Los datos numéricos se recogen en las tablas
de la A.2.21 a la A.2.24 (M. truncatula) y la A. 2.25 a la A. 2.28
(L. japonicus) del apéndice.

Al estudiar la evolucion del contenido de azUcares solubles totales
se observa que: a) tanto en hoja como en nodulo de ambas especies, este
parametro aumenta en el desarrollo del cultivo, b) el 6rgano en el que mas
se observa este incremento es en hoja de M. truncatula, donde se duplica el
contenido de Ast en fructificacion, y en nodulos de L. japonicus donde se
multiplicé por 4 a los 28 dts, C) el contenido de azucares solubles totales en
nodulos control de M. truncatula, es 5 veces mayor que en los de
L. japonicus en todas las determinaciones realizadas (excepto en la tltima
recolecta), d) en M. truncatula el contenido de azucares solubles es mayor
en nodulo respecto a hoja, mientras que en L. japonicus, la hoja contiene
mas del doble respecto al noédulo.

La salinidad provocd que el contenido de azlcares en nddulos de
L. japonicus, se multiplicara por 3 a los 14 dias de tratamiento salino,
manteniéndose esta diferencia a los 21 dias. En hojas de ambas leguminosas
la salinidad provocé incrementos variables que oscilaron entre el 20% y
50% en L. japonicus, y el 80% y 50% en M. truncatula.

El contenido de almiddn evolucioné de forma distinta en hojas y
nodulos de M. truncatula: a) en hojas se multiplico por 5 en el inicio y plena
fructificacion (21 y 28 dias), b) en nddulos decrecidé entre un 45% en
floracion y un 15% a los 28 dias. El contenido de almidon en M. truncatula
es mayor en nodulo que en hoja en crecimiento vegetativo y floracion. En
L. japonicus se observo una diferencia de 16 veces mas almidon en hojas
que en nddulos en el crecimiento vegetativo, mostrando también una
evolucion distinta en ambos Organos: en hojas se detecta una disminucion
(40%-10%), mientras que en ndédulos aumenta 7.5 veces en floracion y 2
veces en fructificacion.
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Figura 2.6. Contenido de azucares solubles totales y almidon en hoja y nddulos
de M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A,
tratadas con 50 y 100 mM de NaCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento. Cada
punto es la media de 3 réplicas + SE.

Se puede asumir que: a) el contenido de azicares solubles y almidon
es mayor en nodulos de M. truncatula que en los de L. japonicus, mientras
que L. japonicus acumula mas ambos metabolitos en hoja, b) al estudiar el
proceso de ontogenia se detecta que el maximo contenido de azucares
solubles y de almidon en nddulos se alcanza en plena fructificacion, tanto en
los de M. truncatula como en los de L. japonicus, mientras que esta
respuesta es distinta en hojas de cada especie, C) en general la salinidad
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provoca una acumulacion de estos metabolitos en hoja y nddulos de
L. japonicus y en hojas de M. truncatula, mientras que en los ndédulos se
produce una reduccion respecto al control.

En la figura 2.7 se exponen los datos correspondientes al contenido
de aminoacidos y prolina en nodulos y hoja de las dos leguminosas
estudiadas. Los datos numéricos se reflejan en las tablas A 2.25
(M. truncatula) y A 2.27 (L. japonicus) del apéndice.

La salinidad en hojas de L. japonicus provocd un incremento del
almidon en los 14 primeros dias de aplicacion, triplicando su contenido
respecto al control y manteniéndose esta tendencia hasta el final del estudio,
mientras que en noddulos, la salinidad indujo un aumento del 55% en
floracion, de 5 veces en el inicio de la fructificacion y de 2 veces en plena
fructificacion, mientras que en nddulos de M. truncatula disminuy6 un 25%
en cada uno de los estados de desarrollo del cultivo estudiados.

En general el contenido de aminoacidos en nodulos de
M. truncatula fue mayor que en los de L. japonicus, mientras que en parte
aérea hay mas acumulacion en L. japonicus que en M. truncatula. El
contenido de aminoacidos en nddulos presentd comportamientos distintos
en cada especie: en M. truncatula apenas si se observaron variaciones a lo
largo del cultivo, mientras que en nodulos de L. japonicus se produjo un
aumento a lo largo de las diferentes etapas del cultivo, del 40%, 60% y 70%
a los 14, 21 y 28 dias respectivamente respecto al dato obtenido en el
crecimiento vegetativo. El contenido de aminoacidos en parte aérea de M.
truncatula aumenta con el crecimiento del cultivo, mientras que en L.
japonicus alcanza el maximo en floracion y se mantiene en el tiempo.

La salinidad en nodulos de M. truncatula provoco una disminucion
del contenido de aminoacidos entre el 25% y 35% en cada uno de los
muestreos, mientras que en L. japonicus provocé un incremento, que fue del
34%, 7% y 27% a los 14, 21 y 28 dias de aplicacion de la sal. En hojas de
L. japonicus la salinidad favorecio la disminucion del contenido de
aminodcidos del 25% respecto a las de plantas control en todos los
muestreos, mientras que en hojas de M. truncatula no se afectd
significativamente este parametro.

En relacion al contenido de prolina, se puede asumir que: a)
M. truncatula acumula mas prolina que L. japonicus, en concreto, en
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crecimiento vegetativo los noédulos de M. truncatula tienen 10 veces mas
prolina que los de L. japonicus y 1.5 veces mas las hojas, b) el estudio
evolutivo indica que se acumula en M. truncatula y L. japonicus tanto en
ndédulo como en hoja a lo largo del cultivo, obteniéndose los maximos
valores a los 28 dias en ambos 6rganos de M. truncatula, y a los 21 dias en
hojas y a los 28 en nddulos de L. japonicus.
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Figura 2.7. Contenido de aminoacidos y prolina en hoja y nddulos de
M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A,
tratadas con 50 y 100 mM de NaCl a los 14, 21 y 28 dias de tratamiento. Cada
punto es la media de 3 réplicas + SE.
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El contenido de prolina respondié a la salinidad con incrementos
significativos, aunque variaron segin el organo y la especie. En M.
truncatula el mayor incremento de la concentracion de prolina en respuesta
a la salinidad se observo en nodulo a los 28 dias, donde se multiplico por 4 y
hoja a los 21 dias, donde se multiplicé por 4.6 respecto a los datos obtenidos
en el tiempo cero. En L. japonicus el efecto de la salinidad se produjo a mas
corto plazo tanto en hoja como en nodulo, observdndose un aumento
espectacular de la concentracion de prolina a los 14 dias, que en hoja fue de
25 veces y en nddulo de 30 veces.

El contenido de prolina en nddulos de M. truncatula se correlaciona
negativamente con determinadas actividades enzimaticas del metabolismo
carbonado (SS, PEPC, MDH e ICDH) (tabla 2.7). Tanto el contenido
aminoacidos como el de azucares se correlacionaron positivamente con el
de sacarosa, fructosa y glucosa, y negativamente con las actividades SS e IA
en nddulos de L. japonicus (tabla 2.8).

2.8. Pigmentos fotosintéticos

En las tablas 2.1 y 2.2 se expone el contenido de pigmentos
fotosintéticos, representados por la clorofila a, clorofila b, suma de
carotenos y xantofilas, relacion clorofila a/clorofila b y pigmentos totales.
En las tablas A 2.28 y A 2.29 del apéndice se muestra el andlisis de varianza
correspondiente a los datos de las tablas 2.1 y 2.2.

El maximo contenido de pigmentos fotosintéticos en M. truncatula
se registrd durante la floracion a los 14 dias de aplicacion del tratamiento
salino, momento en el que no se encontraron diferencias significativas entre
las plantas control y con sal. A partir de este momento, a los 21 y 28 dias,
disminuyo6 el contenido de todos los pigmentos fotosintéticos, acentuandose
mas este descenso en las plantas con estrés salino, concretamente el
descenso fue del 15% en las plantas control y de un 35% en las tratadas con
sal al final del cultivo.
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Tabla 2.1. Contenido de clorofilas (C) a y b, relacion clorofilas a/b, xantofilas y
carotenos (X+C), y pigmentos totales (PT), expresados en pug g' PF de
M. truncatula

Dias NaCl Ca Cb Ca/b X+C PT
0 0 559 P 176 > 3.17° 112° 847 °
1 0 640 @ 208 @ 3.08 ® 122 @ 970 ®

50 667 @ 2132 313° 125 @ 1005 @
01 0 571 ° 189 ° 3.02°%® 96 °© 856 °
50 480 ° 160 °© 3.01° 83 ¢ 723 °
08 0 535 ° 172 © 312° 93 °© 800 °
50 431 ¢ 132 ¢ 3.28 @ 83 ¢ 646 °

MDS (P < 0.05) 39 14 0.11 8 58

En L. japonicus por el contrario, el nivel maximo de pigmentos
fotosintéticos se registro al final del cultivo, momento en el que la salinidad
indujo una disminucion de su contenido llevandolos a niveles un 30%
inferiores a los controles. En los tiempos intermedios de experimentacion
(14 y 21 dias), el efecto de la salinidad a més corto plazo consistié en un
aumento de los pigmentos fotosintéticos respecto de los controles. Del
contenido total de pigmentos, entre un 60 y un 66% correspondi6é a la
clorofila a y un 20% aproximadamente a la clorofila b, tanto en L. japonicus
como en M. truncatula.

Tabla 2.2. Contenido de clorofilas (C) a y b, relacion clorofilas a/b, xantofilas y
carotenos (X+C), y pigmentos totales (PT), expresados en ug g'1 PF de

L. japonicus

Dias NaCl Ca Cb Ca/b X+C PT
0 0 490 ° 160 ®  3.190 °© 162 ¢ 805 ¢
14 0 392 °© 110 ¢ 3.563 ° 131F 633
b b c cd c

100 520 157 3.303 171 848
21 0 513 ° 136 © 3517 ° 176 © 836
a ab a a a

100 635 160 3.894 228 1009
o8 0 621 ° 168 @ 3.608 P 194 ° 968 °
0 419 ¢ 116 ¢ 3.625° 150 © 685 ©

MDS (P < 0.05) 11 8 0.249 10 23
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La relacion clorofila a/clorofila b es mas alta en L. japonicus que en
M. truncatula independientemente de la edad del cultivo y del tratamiento,
mientras que el contenido de pigmentos fotosintéticos (PT) es mayor en
M. truncatula.

El contenido de pigmentos fotosintéticos en general se correlaciona
con el crecimiento de la planta (PSPA, PSR, PSP) en ambas leguminosas
(tablas 2.3 y 2.4), siendo esta correlacion positiva en L. japonicus y negativa
en M. truncatula.
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Tabla 2.3 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables relacionadas con parametros de crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacion de nitrégeno (AN;
plantas de M. truncatula

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TEN Lb PSN PNN SS
PSPA 1.00
PSR 0.95 1.00
PSP 1.00 0.97 1.00
RPA 0.56 0.77 0.63 1.00
ANA -0.50 -0.41 -0.48 -0.37 1.00
ANT -0.84 -0.73 -0.82 -0.43 0.79 1.00
TFN -0.87 -0.77 -0.85 -0.41 0.66 0.98 1.00
Lb -0.71 -0.57 -0.68 -0.18 0.16 0.44 0.48 1.00
PSN 0.99 0.93 0.98 0.57 -0.50 -0.78 -0.80 -0.78 1.00
PNN -0.77 -0.66 -0.75 -0.24 0.48 0.90 0.95 0.34 -0.66 1.00
SS -0.70 -0.48 -0.65 0.09 0.44 0.63 0.64 0.55 -0.69 0.61 1.00
A -0.62 -0.65 -0.64 -0.63 0.64 0.81 0.80 0.24 -0.57 0.71 0.10
HK 0.06 -0.07 0.03 -0.26 -0.08 0.16 0.22 -0.22 0.15 0.30 -0.56
PEPC -0.70 -0.61 -0.69 -0.31 0.63 0.64 0.59 0.31 -0.69 0.50 0.84
MDH -0.56 -0.40 -0.52 -0.08 0.60 0.56 0.50 0.29 -0.55 0.42 0.86
ICDH -0.40 -0.15 -0.34 0.27 0.29 0.37 0.37 0.56 -0.42 0.31 0.80
TPS -0.09 -0.02 -0.07 0.18 -0.06 -0.19 -0.21 0.27 -0.19 -0.27 0.25
TPP -0.27 -0.16 -0.25 0.26 -0.16 -0.07 -0.04 0.29 -0.31 0.01 0.67
TRE -0.68 -0.61 -0.67 -0.16 0.01 0.30 0.37 0.61 -0.70 0.35 0.77
Ca -0.70 -0.57 -0.67 -0.13 0.09 0.34 0.39 0.91 -0.77 0.27 0.71
Cb -0.67 -0.53 -0.64 -0.07 0.07 0.30 0.34 0.84 -0.73 0.25 0.76
Calb 0.04 -0.05 0.01 -0.29 0.02 0.10 0.11 0.11 0.03 0.05 -0.58
X+C -0.83 -0.72 -0.81 -0.33 0.19 0.54 0.60 0.96 -0.87 0.48 0.62

PT -0.72 -0.59 -0.69 -0.15 0.10 0.36 0.41 0.92 -0.79 0.30 0.72




Tabla 2.4 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables relacionadas con parametros de crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacion de nitrégeno (AN;

plantas de L. japonicus

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TEN PSN PNN
PSPA 1.00
PSR 0.86 1.00
PSP 0.96 0.84 1.00
RPA -0.15 0.36 -0.14 1.00
ANA -0.37 -0.19 -0.38 0.41 1.00
ANT 0.22 0.07 0.36 -0.22 0.39 1.00
TFN 0.33 0.13 0.48 -0.33 0.19 0.98 1.00
Lb -0.66 -0.19 -0.64 0.84 0.45 -0.34 -0.47 1.00
PSN 0.76 0.53 0.87 -0.43 -0.60 0.35 0.52 -0.73 1.00
PNN 0.13 -0.02 0.30 -0.39 -0.67 0.03 0.20 -0.34 0.71 1.00
SS -0.47 -0.57 -0.43 -0.17 0.67 0.60 0.48 0.07 -0.45 -0.45 1.0
A -0.69 -0.48 -0.65 0.39 0.76 0.16 -0.01 0.61 -0.76 -0.55 0.7
HK -0.53 -0.54 -0.53 -0.02 0.52 0.27 0.16 0.23 -0.61 -0.56 0.8
PEPC -0.65 -0.42 -0.61 0.39 0.30 -0.08 -0.17 0.64 -0.68 -0.40 0.5:
MDH -0.61 -0.48 -0.65 0.26 0.55 0.09 -0.04 0.52 -0.79 -0.69 0.7
ICDH -0.46 -0.38 -0.59 0.13 -0.07 -0.54 -0.57 0.38 -0.68 -0.48 0.1
TPS 0.00 -0.39 -0.11 -0.65 0.19 0.40 0.38 -0.49 -0.11 -0.36 0.6
TPP 0.41 0.10 0.38 -0.49 0.01 0.61 0.64 -0.61 0.24 -0.27 0.5
TRE -0.65 -0.60 -0.69 0.12 0.77 0.27 0.11 0.42 -0.78 -0.68 0.8t
Ca 0.80 0.81 0.83 0.16 0.18 0.54 0.55 -0.36 0.57 -0.03 -0.1
Cb 0.40 0.57 0.51 0.41 0.50 0.70 0.64 0.05 0.29 -0.10 0.1
Calb 0.81 0.54 0.67 -0.43 -0.51 -0.18 -0.07 -0.75 0.56 0.10 -0.5
X+C 0.81 0.87 0.79 0.24 0.11 0.28 0.28 -0.30 0.50 -0.07 -0.3
PT 0.76 0.81 0.78 0.22 0.24 0.52 0.51 -0.29 0.51 -0.08 -0.1¢




Tabla 2.5 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con parametros de crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacién de nitrogeno (AN

(Ast), aminoacidos (Aa), prolina (Pro) y almidén (Alm) en nédulos y con el contenido de pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb, Ca/b, X+C, PT) de plantas de M. truncatula

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TEN PSN PNN Sac
PSPA 1.00
PSR 0.95 1.00
PSP 1.00 0.97 1.00
RPA 0.56 0.77 0.63 1.00
ANA -0.50 -0.41 -0.48 -0.37 1.00
ANT -0.84 -0.73 -0.82 -0.43 0.79 1.00
TFN -0.87 -0.77 -0.85 -0.41 0.66 0.98 1.00
Lb -0.71 -0.57 -0.68 -0.18 0.16 0.44 0.48 1.00
PSN 0.99 0.93 0.98 0.57 -0.50 -0.78 -0.80 -0.78 1.00
PNN -0.77 -0.66 -0.75 -0.24 0.48 0.90 0.95 0.34 -0.66 1.00
Sac 0.10 0.15 0.12 0.15 0.29 -0.14 -0.26 -0.16 0.03 -0.34 1
Mal 0.18 0.20 0.18 -0.17 0.67 0.20 0.03 -0.16 0.13 -0.17 0
Fru -0.09 0.03 -0.06 0.07 0.50 0.07 -0.08 0.17 -0.19 -0.26 0
Glu -0.26 -0.19 -0.24 -0.29 0.63 0.31 0.19 0.44 -0.37 -0.09 0
Tre -0.15 -0.01 -0.11 0.18 0.26 0.00 -0.07 0.17 -0.21 -0.16 0
Ast -0.03 0.20 0.03 0.34 0.57 0.17 0.03 0.16 -0.10 -0.11 0
Aa -0.16 0.13 -0.08 0.52 0.51 0.41 0.34 0.23 -0.16 0.33 0
Pro 0.59 0.38 0.54 -0.03 -0.47 -0.50 -0.47 -0.63 0.63 -0.36 -0
Alm -0.04 0.08 -0.01 0.05 0.81 0.47 0.33 -0.20 -0.02 0.25 0
Ca -0.70 -0.57 -0.67 -0.13 0.09 0.34 0.39 0.91 -0.77 0.27 -0
Cb -0.67 -0.53 -0.64 -0.07 0.07 0.30 0.34 0.84 -0.73 0.25 0
Ca/b 0.04 -0.05 0.01 -0.29 0.02 0.10 0.11 0.11 0.03 0.05 -0
X+C -0.83 -0.72 -0.81 -0.33 0.19 0.54 0.60 0.96 -0.87 0.48 -0
PT -0.72 -0.59 -0.69 -0.15 0.10 0.36 0.41 0.92 -0.79 0.30 -0

Tabla 2.6 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con parametros de crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacion
de nitrégeno (ANA, TNA, TEN, Lb, PSN, PNN), actividades enzimaticas (SS, IA, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP, TRE), contenido de carbohidratos




(Sac, Mal, Fru, Glu, Tre), azucares solubles totales (Ast), aminoacidos (Aa), prolina (Pro) y almidéon (Alm) en nédulos y con el contenido de pigmentos
fotosintéticos (Ca, Ch, Ca/b, X+C, PT) de plantas de L. japonicus

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TFN Lb PSN PNN Sac Mal Fru Glu Tre Ast aa Pro Alm Ca Cb Calb x+c PT
PSPA 1.00
PSR 0.86 1.00
PSP 0.96 0.84 1.00
RPA -0.15 0.36 -0.14 1.00 Valor critico
ANA -0.37 -0.19 -0.38 0.41 1.00 P< 0.05 0.01 0.001
ANT 0.22 0.07 0.36 -0.22 0.39 1.00 0.53 0.66 0.78
TEN 0.33 0.13 0.48 -0.33 0.19 0.98 1.00
Lb -0.66 -0.19 -0.64 0.84 0.45 -0.34 -0.47 1.00
PSN 0.76 0.53 0.87 -0.43 -0.60 0.35 0.52 -0.73 1.00
PNN 0.13 -0.02 0.30 -0.39 -0.67 0.03 0.20-0.34 0.71 1.00
Sac 0.68 0.79 0.70 0.24 -0.49 -0.13 -0.01 -0.14 0.65 0.43 1.00
Mal 0.48 0.64 0.46 0.31 -0.62 -0.48 -0.36 0.04 0.44 0.41 0.92 1.00
Fru 0.31 0.61 0.29 0.60 -0.18 -0.22 -0.18 0.36 0.15 0.05 0.80 0.81 1.00
Glu 0.63 0.77 0.63 0.29 -0.53 -0.26 -0.14 -0.07 0.57 0.40 0.99 0.97 0.83 1.00
Tre 0.59 0.34 0.75 -0.45 -0.19 0.78 0.88 -0.69 0.86 0.52 0.32 -0.01 -0.09 0.19 1.00
Ast 0.61 0.70 0.69 0.17 -0.55 0.00 0.14 -0.15 0.72 0.56 0.96 0.87 0.78 0.94 0.43 1.00
aa 0.42 0.33 0.39 -0.19 -0.72 -0.34 -0.18 -0.28 0.56 0.58 0.79 0.82 0.61 0.80 0.16 0.78 1.00
Pro 0.43 0.51 0.48 0.18 -0.34 0.16 0.26 -0.02 0.50 0.35 0.79 0.67 0.84 0.77 0.36 0.88 0.71 1.00
Alm 0.29 0.58 0.19 0.61 -0.20 -0.39 -0.37 0.36 -0.13 -0.35 0.46 0.58 0.74 0.54 -0.36 0.41 0.23 0.47 1.00
Ca 0.80 0.81 0.83 0.16 0.18 0.54 0.55-0.36 0.57 -0.03 0.55 0.23 0.30 0.46 0.64 0.49 0.08 0.37 0.10 1.00
Cb 0.40 057 0.51 0.41 0.50 0.70 0.64 0.05 0.29 -0.10 0.33 0.01 0.30 0.23 0.54 0.33-0.21 0.34 0.03 0.85 1.00
Ca/b 0.81 0.54 0.67 -0.43 -0.51 -0.18 -0.07 -0.75 0.56 0.10 0.47 0.41 0.06 0.46 0.26 0.33 0.51 0.11 0.11 0.42 -0.12 1.00
X+C 0.81 0.87 0.79 0.24 0.11 0.28 0.28 -0.30 0.50 -0.07 0.63 0.38 0.37 0.56 0.45 0.50 0.17 0.30 0.18 0.95 0.73 0.55 1.00
PT 0.76 0.81 0.78 0.22 0.24 0.52 0.51 -0.29 0.51 -0.08 0.55 0.23 0.34 0.45 0.58 0.47 0.07 0.36 0.11 1.00 0.87 0.39 0.96 1.00




Tabla 2.7 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con las actividades (SS, |IA, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP, TRE), y con el con

SS
SS 1.00
A 0.10 1.00
HK -0.56 0.60 1.00
PEPC 0.84 0.18 -0.58 1.00
MDH 0.86 0.02 -0.66 0.95 1.00
ICDH 0.80 -0.18 -0.60 0.61 0.78 1.00
TPS 0.25 -0.23 -0.53 0.13 0.04 -0.05 1.00
TPP 0.67 -0.48 -0.80 0.55 0.53 0.44 0.67 1.00
TRE 0.77 -0.14 -0.59 0.72 0.68 0.66 0.24 0.76
Sac 0.21 -0.24 -0.64 0.33 0.29 -0.05 0.78 0.52
Mal -0.26 0.36 0.13 -0.05 0.00 -0.10 -0.16 -0.60
Fru 0.36 -0.11 -0.70 0.44 0.44 0.23 0.71 0.44
Glu 0.08 0.40 -0.15 0.14 0.10 0.06 0.39 -0.15
Tre 0.63 -0.48 -0.97 0.71 0.80 0.66 0.41 0.74
Ast 0.52 -0.19 -0.72 0.50 0.64 0.59 0.37 0.36
Aa 0.59 0.13 -0.28 0.29 0.39 0.45 0.36 0.25
Pro -0.88 0.04 0.69 -0.80 -0.89 -0.94 -0.13 -0.54
Alm 0.17 0.46 0.05 0.23 0.24 -0.01 0.09 -0.24

Tabla 2.8 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con las actividades (SS, IA, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP, TRE), y con el con

SS IA HK PEPC MDH ICDH TPS TPP

SS 1.00
A 0.74 1.00



HK
PEPC
MDH
ICDH
TPS
TPP
TRE
Sac
Mal
Fru
Glu
Tre
Ast
Aa
Pro
Alm

0.88
0.51
0.76
0.19
0.65
0.51
0.88
-0.84
-0.95
-0.61
-0.89
0.05
-0.75
-0.80
-0.45
-0.42

0.83
0.79
0.81
0.37
0.06
-0.04
0.80
-0.77
-0.72
-0.42
-0.76
-0.40
-0.75
-0.92
-0.61
-0.15

1.00
0.80
0.90
0.57
0.49
0.44
0.84
-0.90
-0.86
-0.61
-0.89
-0.24
-0.83
-0.88
-0.60
-0.14

1.00
0.87
0.73
-0.03
0.02
0.62
-0.60
-0.42
-0.19
-0.54
-0.49
-0.51
-0.66
-0.34
0.25

1.00
0.70
0.37
0.27
0.90
-0.75
-0.65
-0.25
-0.70
-0.48
-0.69
-0.73
-0.36
0.16

1.00
0.18
0.07
0.42
-0.49
-0.18
-0.12
-0.37
-0.75
-0.49
-0.28
-0.34
0.44

1.00
0.78
0.54
-0.55
-0.66
-0.51
-0.59
0.16
-0.52
-0.24
-0.23
-0.32

1.00
0.25
-0.25
-0.45
-0.32
-0.31
0.49
-0.18
-0.25
0.00
-0.01




Resultados

3. Influencia de la validamicina A en la simbiosis M. truncatula-S.
meliloti y L. japonicus-M. loti en condiciones de salinidad

De nuevo se utilizaron las simbiosis de M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A respectivamente, en las que se
adiciond exogenamente validamicina A, inhibidor de la trehalasa, para
provocar la acumulacion de trehalosa. Se pretende observar como afecta la
validamicina A a las simbiosis y su implicacion tanto en la acumulacion de
trehalosa como en el resto de procesos fisioldgicos del nodulo en
condiciones de estrés salino.

Los tratamientos fueron: 1) Control, 2) 30uM de validamicina A, 3)
50 mM de NaCl y 4) 30uM de validamicina mas 50 mM de NaCl. La
validamicina A y el NaCl y se adicionaron a la solucion nutritiva al inicio
del cultivo. La recoleccion se llevo a cabo al inicio de la floracion en ambas
simbiosis: en M. truncatula (6 semanas) y en L. japonicus (8 semanas).

3.1. Andlisis de crecimiento

En la figura 3.1 se muestran los parametros relacionados con el
crecimiento de la planta representados por peso seco de parte aérea, peso
seco de raiz, peso seco de planta y relacion raiz/parte aérea, en los diferentes
tratamientos.

La validamicina A no afecta significativamente al crecimiento de
M. truncatula, aunque provoca un aumento del desarrollo radical (30%) que
implica que la RPA alcance un valor de 0.51, frente a 0.37 obtenido en
plantas control. Por el contrario en L. japonicus todos los pardmetros de
crecimiento estudiados experimentaron un ligero descenso con la
validamicina A, que fue del 15% y 20% en el PSPA y PSP respectivamente
y del 25% en PSR.

En general, de nuevo se observa que estos parametros se afectaron
negativamente por la salinidad, aunque el efecto es menor en plantas
tratadas con validamicina A, ya que la disminucion de los parametros
mencionados fue entre el 60-75% en M. truncatula y el 25-40% en
L. japonicus sin validamicina A, mientras que en las plantas con
validamicina A, estos porcentajes se redujeron a 45-60% en M. truncatula y
10-20% en L. japonicus.
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mg planta'1

mg planta'1

Resultados

En el analisis de varianza que se muestra en la tabla A 3.2
(M. truncatula) del apéndice, se aprecia que la variabilidad observada en los
datos numéricos (PSPA, PSR y PSP) se debe en un 80-85% al tratamiento
salino.
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Figura 3.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) y relacién raiz/parte aérea (RPA) de M. truncatula y
L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A control (C),
tratadas con 30 uM Val A (V), 50 mM de NaCl (S) y con 30 uM Val A mas
50 mM NaCl (VS). Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.

La relacion raiz/parte aérea en L. japonicus no varid
significativamente con la validamicina A ni con el NaCl, tal como se
describid en el experimento 1, sin embargo, el tratamiento conjunto provocé
una reduccidn de la relacion RPA del 30%. En M. truncatula se observa que
la salinidad provoco una disminucion de esta en torno al 30%, tanto en las
plantas con y sin validamicina A.
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Resultados

3.2. Fijacion de nitrégeno

El proceso de fijacion de nitrégeno se ha estudiado a través de los
parametros que se recopilan en el diagrama de barras de la figura 3.2, en los
que se incluyen los descritos en experimentos anteriores. Los datos
numéricos se encuentran en las tablas del apéndice A 3.5 (M. truncatula) y
A. 3.7 (L. japonicus).

En general, en los tres pardmetros relacionados con la actividad
nitrogenasa nodular se asume que la validamicina A no altera
significativamente los valores obtenidos respecto al control en ambas
leguminosas, excepto en la TFN donde en nddulos de L. japonicus se
observa una disminucion (20%), mientras que en los de M. truncatula un
incremento (15%).

La ANA en nddulos de M. truncatula, mostré diferencias por efecto
de la salinidad dependiendo de la presencia o no de validamicina A, de
forma que cuando ésta no estaba presente, se produjo una disminucion del
55%, mientras que con validamicina A, esta diferencia solo fue del 25%. En
L. japonicus se detect6 una inhibicion de la ANA por la salinidad del 45%
independientemente de la presencia de validamicina A. En ambas especies
existe una correlacion positiva y significativa (P<0.01) de ANA con el
PSPA 'y PSR (tablas 3.3y 3.4).

En cuanto a la ANT en nédulos de M. truncatula no se afect6 por la
salinidad, aunque el tratamiento conjunto con sal y validamicina A redujo la
actividad en un 25%. En nodulos de L. japonicus se produce una
disminucion por la validamicina A (10%) y por la salinidad (15%),
sumandose el efecto de ambos en el tratamiento conjunto con una
disminucion del 25%.

La TFN presenta comportamientos diferentes en respuesta a la
validamicina A y la sal en las dos especies, la interaccion entre salinidad y
validamicina A, condiciona que en M. truncatula el efecto de la salinidad
sobre la TFN sea distinto: sin validamicina A aumenta un 18% y con
validamicina se reduce un 13%, en L. japonicus la validamicina A aumenta
el efecto negativo de la sal sobre la TFN, pasando la reduccion del 28% al
31%.
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Figura 3.2. Actividad nitrogenasa aparente (ANA), actividad nitrogenasa total
(ANT), tasa de fijaciéon de nitr6geno (TFN), contenido de leghemoglobina (Lb),
peso seco de nodulos (PSN) y peso normalizado de nodulos (PNN) de
M. truncatula y L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A
control (C), tratadas con 30 uM Val A (V), 50 mM de NaCl (S) y con 30 uM Val
A méas 50 mM NaCl (VS). Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.
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Resultados

El contenido de leghemoglobina no se vio afectado de forma
significativa por la validamicina A en nddulos de L. japonicus, mencionar
gue en nodulos de M. truncatula provoco6 un descenso del 10%. La salinidad
si tuvo una mayor incidencia, pues en nodulos de M. truncatula disminuyd
un 80% tanto en presencia o0 ausencia de validamicina A. Se ha observado
que el contenido de Lb en nddulos de M. truncatula, mantiene una
correlacion positiva y significativa (P<0.01) con los parametros
relacionados con la fijacion de nitrégeno, como ANA y PSN, y con los de
crecimiento (tabla 3.4).

La validamicina A no altera significativamente el PSN ni en
M. truncatula ni en L. japonicus, aunque si se observa que induce un
aumento del PNN (10-15%) en ambas especies. La interaccién con la sal
contribuye a reducir su efecto negativo ya que en M. truncatula, la
reduccion del PSN por la salinidad pasa del 27% al 20% con validamicina
A, y en L. japonicus del 20% al 7%. Resultados similares se pueden
describir para el PNN.

3.3. Metabolismo carbonado

Se estudiaron las actividades enzimaticas relacionadas con el
metabolismo carbonado nodular comentadas en experimentos anteriores.
Estas actividades se expresan por mg de proteina y se exponen en el
diagrama de barras de la figura 3.3. Los datos numéricos se encuentran en
las tablas A 3.9 (M. truncatula) y A 3.11 (L. japonicus) del apéndice, donde
también se muestran los datos de estas actividades expresados por g PF
junto al analisis de varianza correspondiente (tablas A 3.35 a A 3.42).

En nddulos de M. truncatula, la actividad sacarosa sintasa no se vio
afectada por el tratamiento con validamicina A, no obstante, la interaccion
entre NaCl y validamicina A favorecié que se acentuara el efecto negativo
de la sal, ya que la disminucién de actividad fue del 75% en las plantas con
validamicina A, frente al 60% sin validamicina A. En nddulos de
L. japonicus, la validamicina A afectd a la actividad sintasa, provocando
una disminucion del 30% (frente al 45% que provocd la salinidad), la
interaccion entre ambos factores no atenud el efecto de la salinidad.
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Resultados

La actividad invertasa alcalina en nddulos de M. truncatula tuvo un
comportamiento similar al de la sintasa, no obstante, la validamicina A
redujo un 5% (estadisticamente significativo) esta actividad, que se inhibio
en respuesta a la salinidad un 50%. En nodulos de L. japonicus la IA mostrd
una ligera inhibicion con la validamicina A, que no superé el 10%, mientras
que el efecto de la salinidad fue mayor, con una reduccion del 65% de la
actividad con o sin validamicina A. Tanto SS como IA nodular mostraron
una actividad mayor en nodulos de L. japonicus que en los de M. truncatula
como se observd en el experimento 1, ademas, existe una correlacion
significativa (P<0.01) entre ambas actividades, asi como con los parametros
relacionados con el crecimiento de la planta y la de fijacién de nitrégeno
(tablas 3.3 y 3.4). El andlisis de varianza de estas dos actividades
enzimaticas, mostrd0 que en ambos casos la variabilidad observada fue
debida en més de un 96% al tratamiento salino (tabla A 3.10y A 3.12).

En relacién con la actividad hexoquinasa, se observd que: a) en
nodulos de M. truncatula la validamicina A y la salinidad la redujeron un
5% y 7%, mientras que con el tratamiento conjunto se logra superar esta
inhibicion provocada por ambos compuestos aumentando un 15% la
actividad, b) en nddulos de L. japonicus la validamicina A provoc6 un
aumento de la actividad del 15%, y favorecié que en condiciones salinas
ésta no se modificara, puesto que en ausencia de validamicina A y en
presencia de NaCl se produjo una reduccion del 10%. La actividad
hexoquinasa fue mas activa en nddulos de L. japonicus que en los de
M. truncatula.

La validamicina A inhibi6 la actividad fosfoenolpiruvato
carboxilasa de ambas especies, ya que como se observa en nodulos de
M. truncatula, disminuyd un 33%, y en los de L. japonicus un 15%. El
efecto de la salinidad, tal como se observo en el experimento 1, fue mas
evidente en nédulos de M. truncatula, en los cuales decreci6 el 50% frente
al 25% de reduccion que se detectd en los de L. japonicus, la accion
conjunta de validamicina A y NaCl intensificd la inhibicion de esta
actividad enzimatica en nddulos de M. truncatula que llegé a ser del 75%.
Esta actividad, tanto en nodulos de M. truncatula como en los de
L. japonicus, muestra correlacion positiva y significativa (P<0.01) con
pardmetros de crecimiento (PSP, PSPA y PSR), fijacion de nitrégeno (ANA,
ANT, Lb y PSN) y con las actividades SS e 1A nodular, tal como se aprecia
en las tablas 3.3y 3.4.
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Figura 3.3. Actividad sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA), hexoquinasa
(HK), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH) e
isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en nddulos de M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A control (C), tratadas con 30 uM Val
A (V), 50 mM de NaCl (S) y con 30 uM Val A mas 50 mM NaCl (VS). Cada
barra es la media de 4 réplicas + SE.
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Resultados

La méaxima actividad malato deshidrogenasa e isocitrato
deshidrogenasa en nddulos de M truncatula se detecta en nédulos control,
por lo que se deduce que la validamicina A y la sal afectan negativamente a
estas actividades, en concreto la MDH nodular se reduce el 20% por efecto
de la validamicina A y el 15% por el de la sal, mientras que la ICDH
nodular disminuyd un 10% por efecto de ambos tratamientos. Cuando se
aplico validamicina A y NaCl conjuntamente, se potencié el efecto que
tenian por separado, provocando una inhibicion de ambas enzimas, que en el
caso de la MDH fue del 55% y en el de la ICDH del 37%. En nddulos de
L. japonicus, la validamicina A no afect6 a la actividad MDH e incrementd
la ICDH el 15%, la interaccion entre los dos tratamientos compenso el
efecto de cada uno de ellos por separado.

En resumen se puede asumir que: a) las actividades enzimaticas son
mayores en nodulos de L. japonicus que en los de M. truncatula, b) la
validamicina A inhibe cada uno de las enzimas del metabolismo carbonado
en ambas especies excepto a las que hidrolizan la sacarosa (SS e IA) en
M. truncatula y a la MDH e ICDH en L. japonicus, c) en condiciones de
salinidad la validamicina A no modifica las actividades del metabolismo
carbonado en L. japonicus excepto la MDH, mientras que en M. truncatula
provoca una inhibicion del 50% en todas ellas excepto en la IA y HK.

3.4. Metabolismo de la trehalosa

Las actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo de la
trehalosa se muestran en la figura 3.4 y en las tablas del apéndice A 3.13
(M. truncatula) y A 3.15 (L. japonicus).

En nddulos control, la actividad trehalosa-6 fosfato sintasa fue 3
veces mas activa en nédulos de M. truncatula que en los de L. japonicus,
observandose esta misma tendencia en los experimentos 1 y 2. La actividad
trehalosa-6 fosfato sintasa apenas se afectd por la validamicina A en ambas
simbiosis, sin embargo, la salinidad provocd una disminucion de ésta del
50% en nddulos de M. truncatula y del 20% en los de L. japonicus.. Tanto
en nddulos de L. japonicus como en los de M. truncatula, la actividad TPS
se correlaciond con las actividades SS e 1A, con el PSPA y con algunos
parametros relacionados con el proceso de fijacion de nitrogeno (ANA,
PSN, Lby PNN) (tablas 3.3y 3.4).
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Resultados

La actividad trehalosa-6 fosfato fosfatasa decrecié un 50% en
nddulos de M. truncatula por efecto de la validamicina A, mientras que el
efecto de la salinidad fue menor, con un 20% de disminucion, tanto si se
encontraba presente 0 no la validamicina A, sin embargo, en nodulos de
L. japonicus no vario con la validamicina A, mostrando una alta correlacion
con la actividad TPS (r=0.95).
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Figura 3.4. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS), trehalosa-6 fosfato
fosfatasa (TPP) y trehalasa (TRE) en nddulos de M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A control (C), tratadas con 30 uM
Val A (V), 50 mM de NaCl (S) y con 30 uM Val A mas 50 mM NacCl (VS).
Cada barra es la media de 4 réplicas + SE.
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La mayor repercusion de la validamicina A se produjo en la
actividad trehalasa de nédulos de M. truncatula y L. japonicus, donde se
detecté una inhibicion del 75% y 60% respectivamente. La salinidad
también afectd negativamente a esta actividad, que se redujo un 25% en
nodulos de M. truncatula y un 10% en los de L. japonicus. Cuando se aplico
validamicina A y NaCl simultaneamente, se sumaron sus efectos negativos,
resultando una inhibicién mayor de la actividad, que fue del 80% en nddulos
de M. truncatula y del 70% en los de L. japonicus. Es destacable que la
trehalasa es entre 8 y 12 veces mas activa en nédulos de L. japonicus que
los de M. truncatula, independientemente del tratamiento. El analisis de
varianza de los datos de actividad trehalasa, mostré como la variacion de
ésta se debio en més del 90% al efecto de la validamicina A en las dos
especies (tabla A 3.14 y A 3.16).

3.5. Contenido de carbohidratos

En la figura 3.5 se muestran los resultados correspondientes al
analisis de algunos carbohidratos (sacarosa, fructosa, glucosa, trehalosa) en
hoja, raiz y nddulo de L. japonicus y M. truncatula, que se expresaron en g
g'PF y de azucares solubles totales y almidén que se expresaron como mg
glucosa g™'PF. Los datos numéricos se pueden encontrar para M. truncatula
en las tablas A 3.17 (hoja), A 3.19 (raiz) y A 3.21 (n6dulo) y para
L. japonicus A 3.23 (hoja), A 3.25 (raiz) y A 3.27 (nodulo), todos ellos
precedidos por los correspondientes estudios de la varianza, en el apartado 3
del apéndice.

En M. truncatula, el contenido de sacarosa en hoja, raiz y nédulo
respondié de igual forma al tratamiento con validamicina A y sal. Como se
observa en la figura 3.5, la validamicina A indujo una disminucién de la
sacarosa de alrededor del 50% en todos los 6rganos de la planta estudiados,
mientras que el contenido de sacarosa se incrementd en respuesta a la
salinidad un 75% en nodulo y hoja, y un 55% en raiz. El tratamiento doble
tuvo un efecto positivo en hoja, puesto que el contenido de sacarosa se
multiplicé por 2.5 respecto del control. Este parametro presenta una
correlacion significativa (P<0.01) y positiva con los parametros de
crecimiento (tabla 3.3) y el contenido de pigmentos fotosintéticos (tabla
3.5).
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Figura 3.5. Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, trehalosa, azlcares
solubles totales (Ast) y almidén en hoja, raiz y nodulo de M. truncatula y
L. japonicus inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A control (C), tratadas
con 30 uM Val A (V), 50 mM de NaCl (S) y con 30 uM Val A mas 50 mM

NaCl (VS). Cada barra es la media de 3 réplicas.
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El mayor contenido de sacarosa en L. japonicus se detecta en
nodulos, donde super6 en 3y 4 veces el de hoja y raiz respectivamente, y
entre 2 y 8 veces el de nddulos de M. truncatula segun el tratamiento. La
validamicina A afecté de igual manera a los diferentes Organos de
L. japonicus, en los que se observd una disminucion que fue del 35% en
nodulo, el 70% en hoja y el 25% en raiz. La salinidad afectd de forma
desigual al contenido de sacarosa en L. japonicus: en nodulos se redujo un
50%, mientras que en hoja no se produjeron variaciones significativas y en
raiz se increment6 la concentracion méas del doble. En el tratamiento doble,
el NaCl contrarresto el efecto negativo de la validamicina A en nédulo y
hoja. La correlacion entre el contenido de sacarosa y las actividades SS e 1A
en nddulos de L. japonicus fueron significativas (P<0.01) (r=0.97 y r=0.78
respectivamente) (tabla 3.4).

El contenido de fructosa en nédulos solo vari6 significativamente
con la validamicina A en L. japonicus, donde decreci6 un 30%, y compensé
el efecto de la salinidad, manteniendo valores similares al control en el
tratamiento conjunto de sal y validamicina A, ya que la salinidad aumenté el
nivel de fructosa en estos nddulos un 35%, mientras que lo disminuy6 en los
de M. truncatula un 45%. En raiz de M. truncatula se incrementd el
contenido de fructosa un 56% con la validamicina A y disminuy6 un 20%
con 50 mM NaCl, tanto en presencia como en ausencia de validamicina A.
La validamicina A no conllevd variacion en este carbohidrato en hojas de
ambas especies, aunque la interaccién de ésta con la sal provocO en
M. truncatula un aumento de mas del doble, y en L. japonicus revirtié el
efecto negativo de la salinidad. EI mayor contenido de fructosa se detectd en
hojas en una relacién 2 y 4 veces superior a nédulos en L. japonicus y
M. truncatula respectivamente.

El contenido de glucosa en ndédulos de M. truncatula no sufrid
variacion por efecto de la validamicina A, aunque como consecuencia de la
salinidad decrecié un 40%, efecto que se mantuvo incluso con el tratamiento
doble. En este érgano se acumuld casi el doble de glucosa de la detectada en
raiz y triplico el contenido de hoja, tanto en el control como con
validamicina A, no evidencidndose este hecho en los tratamientos con sal.
En hoja de M. truncatula se observa que la validamicina A provoca un
incremento del 30% de glucosa y la sal del 60%, sumandose el efecto de
ambos tratamientos, que triplicaron al contenido del control. En ndédulos de
L. japonicus, la validamicina A provocé un aumento del 85% en el
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contenido de glucosa y contrarrestd el efecto negativo de la salinidad,
reduciendo a la mitad la disminucién provocada por la salinidad cuando se
aplicaron conjuntamente. En hojas de L.japonicus la validamicina A
aumento un 22% el nivel de glucosa, independientemente de la salinidad,
que la hizo decrecer en un 25%. La cantidad de glucosa en L. japonicus fue
4 veces superior en hoja respecto a raiz, y 22 veces respecto a nodulos. El
contenido de fructosa y glucosa en nddulos de M. truncatula se correlaciond
positiva y significativamente (P<0.01) con las actividades SS e 1A, asi como
con el crecimiento de la planta (tabla 3.3).

Sin duda, el azUcar que experimentd una mayor variacion es
respuesta a la validamicina A fue la trehalosa en el nédulo, que en
L. japonicus se multiplicé por 13 y en M. truncatula por 3.7. En condiciones
de salinidad, sin embargo el aumento de la concentracion de trehalosa por
efecto de la validamicina A fue algo menor: 7 veces en L. japonicus y 2.5
veces en M. truncatula. La salinidad incrementd el contenido de trehalosa
en nodulos de L. japonicus un 55%, y no provocO variaciones en los de
M. truncatula. En hoja y raiz de M. truncatula la interaccion entre
validamicina A y sal conllevo un incremento del contenido de trehalosa del
13% y 22% respectivamente. En raiz de L. japonicus se observd un
incremento de la trehalosa del 85% y del 70% inducido por la validamicina
A'y la sal respectivamente.

Un aspecto destacable fue que la trehalosa prioritariamente se
encuentra en el nédulo, puesto que en hoja y raiz se detectan cantidades que
en L. japonicus fueron 8.5y 40 y en M. truncatula 8.5 y 9.2 veces menor
respectivamente, en relacién al contenido nodular. El contenido de trehalosa
se correlaciona negativamente con la actividad trehalasa (r=-0.85) en ambas
especies (tablas 3.3 M. truncatula y 3.4 L. japonicus).

Se establece que en condiciones de salinidad, la validamicina A
provoca un efecto distinto dependiendo del 6rgano, asi en hoja favorece la
acumulacién de sacarosa, fructosa, glucosa y trehalosa en ambas especies,
mientras que en raiz se mantienen valores similares excepto para la
sacarosa, que disminuye tanto en M. truncatula como en L. japonicus, en
nodulo se observan efectos diferentes dependiendo de la especie y del
carbohidrato.
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El contenido de azUcares solubles totales en M. truncatula fue 2 y
1.7 mayor en nddulo que en hoja y raiz respectivamente, la validamicina A
aumenté el contenido de azlcares en raiz (98%), y en hoja (14%),
disminuyendo un 33% en nddulo. La salinidad en nédulo y raiz produjo una
reduccion del 20% y el 50% respectivamente, mientras que en hoja se
incrementd un 70%, el doble tratamiento supuso que la reduccion en el
contenido de Ast en nodulo y raiz por la salinidad no fuera tan drastica.

En L. japonicus el contenido de azUcares solubles totales fue 2.7 y
3.3 veces superior en hoja que en nddulo y raiz respectivamente, no obstante
se observaron comportamientos distintos con la validamicina A y el
tratamiento salino: a) en hoja este parametro disminuyé un 30% y un 15%
por efecto de la validamicina A y la salinidad respectivamente; b) en
nédulo aumentd un 135% y un 30% por efecto de la validamicina A y la sal
respectivamente; y c) en raiz la validamicina A provocd un descenso del
50% del contenido de azlcares solubles mientras que la salinidad la
aumenté un 40%.

El contenido de almidén en M. truncatula fue 13 veces mayor en
nodulos que en raiz y 5 veces que en hojas, la validamicina A afectd de
forma diferente a este parametro en nddulos que en hojas y raiz, ya que se
multiplicé por 2 y 3.5 respectivamente, mientras que en nodulos se dividid
por 4.5. El efecto mas visible de la salinidad se detectd en hojas, puesto que
se multiplico por 6.5. El contenido de almidon en L. japonicus fue mayor en
hoja, mostrando una relacion 7 y 11 veces mayor a la detectada en nddulo y
raiz, la validamicina A en todos los 6rganos estudiados provocd una
disminucion, mas evidente en nddulos y raiz que en hojas. La salinidad
provocd un aumento de este parametro tanto en hoja como en raiz, donde se
multiplico por 4.7, mientras que en nddulos disminuyé el 40%. El
tratamiento conjunto (val A+NaCl) condujo a una reduccion de este
compuesto mayor que la obtenida en los tratamientos simples en nédulo y
hoja.

En conjunto, la validamicina A disminuyé el efecto negativo de la
salinidad sobre el contenido de azlcares solubles y almiddn en hoja de las
dos especies, mientras que en raiz de M. truncatula, la validamicina A
indujo un aumento de ambos parametros y tuvo el efecto contrario en la de
L. japonicus.
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3.6. Eficiencia fotosintética

La eficiencia fotosintética estudiada mediante los pardmetros de
fluorescencia emitida por los centros de reaccion del fotosistema Il se
muestran en la figura 3.6. La fluorescencia inicial (Fo) se observa que
experimentd variaciones opuestas en las dos especies por efecto de la
salinidad: en M. truncatula aumenté un 17% mientras que en L. japonicus
decrecid un 25%, sin embargo, la fluorescencia maxima (Fr,) solo mostré un
efecto de la sal en L. japonicus similar al de la Fo.
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Figura 3.6. Fluorescencia inicial (Fo), fluorescencia maxima (Fy), relacion
Fo/Fm y relaciéon F,/Fy, en unidades relativas de M. truncatula y L. japonicus
inoculadas con S. meliloti GR4 y M. loti R7A control (C), tratadas con 30 uM
Val A (V), 50 mM de NaCl (S) y con 30 uM Val A més 50 mM NacCl (VS).
Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.
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La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il, expresada por el
coeficiente F./Fn, también representada en la figura 3.6 solo decreci6 un 2%
en ambas especies. La validamicina A no provocoé diferencias significativas
en la relacion F,/Fp por lo que no afectaria al proceso fotosintético de la
planta. El indice Fo/Fy, se increment6 un 10% en M. truncatula por efecto de
la salinidad no mostrando variaciones significativas por la presencia de
validamicina A en el medio, sin embargo en L. japonicus la presencia de
validamicina A hizo que este indice no se modificara en condiciones de
estrés salino.

En la tabla 3.5 (M. truncatula) y 3.6 (L. japonicus) se observan
correlaciones significativas (P<0.01) entre F/F, y Fo/Fm y el contenido de
pigmentos, parametros crecimiento (PSPA, PSP y PSR), y de fijacion de
nitrégeno (ANA, Lb, PSN y PNN).

3.7. Pigmentos fotosintéticos

En las tablas 3.1 y 3.2 se expone el contenido de pigmentos
fotosintéticos, representados por la clorofila a, clorofila b, suma de
carotenos y xantofilas, relacion clorofila a/clorofila b y pigmentos totales.

El efecto de la validamicina A sobre el contenido de pigmentos
fotosintéticos fue diferente en cada una de las especies: en L. japonicus
aumento un 8% y 14% el contenido de clorofila a y clorofila b, mientras que
en M. truncatula decrecieron un 14% y 11% respectivamente. Los
porcentajes calculados para la clorofila a se mantienen en pigmentos totales
en ambas leguminosas.

Tabla 3.1. Contenido de clorofilas (C) a y b, relacién clorofilas a/b, xantofilas y
carotenos (X+C), y pigmentos totales (PT), expresados en ug g’1 PF, en plantas de
M. truncatula

NaCl(mM) Val A(uM) Ca Cb Calb X+C PT
0 0 702° 258 ° 2.72° 130 ° 1090°
b b b b b
30 609 229 2.66 109 946
d d d d d
0 338 141 2.40 49 528
50 . ¢ ¢ o o
30 521 201 2.60 95 817
MDS (P < 0.05) 4 2 0.03 3 7
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La salinidad tuvo una mayor incidencia en el contenido de
pigmentos de M. truncatula con una reduccién de aproximadamente el 50%,
mientras que en L. japonicus esta solo fue del 15%. El doble tratamiento con
sal y validamicina A, inhibié el efecto negativo de la salinidad en
M. truncatula, donde se observd un contenido de clorofila y pigmentos
totales aproximadamente un 50% mayor respecto de las plantas con sal; en
L. japonicus sin embargo, la validamicina A potencio el efecto negativo de
la sal, aumentando en un 12% aproximadamente la diferencia respecto de
las plantas control.

Tabla 3.2. Contenido de clorofilas (C) a y b, relacién clorofilas a/b, xantofilas y

carotenos (X+C), y pigmentos totales (PT), expresados en ug g’1 PF, en plantas
de L. japonicus

NaCl  ValA(uM) Ca Cb Calb X+C PT
0 0 1256" 393" 3.206: 466° 2116
30 1359 450 " 3.021 475° 2284°
0 1038° 354°  2.943° 383° 1775°
50 d d c b d
30 876 327 2.682 371 1574
MDS (P < 0.05) 21 15 0.169 12 24

Las diferencias encontradas entre el contenido de pigmentos en
ambas leguminosas oscila entre 1.5y 2 veces, correspondiendo el contenido
mayor a L. japonicus, en condiciones de salinidad esta diferencia aumento
llegando a ser entre 2.5 y 3 veces mayor el contenido de pigmentos en
L. japonicus respecto a M. truncatula.
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Tabla 3.3 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacion del nitrégeno (ANA, ANT, TFN, LI

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TEN Lb PSN PNN SS 1A
PSPA 1.00
PSR 0.94 1.00
PSP 0.99 0.97 1.00
RPA 0.72 0.90 0.80 1.00
ANA 0.97 0.91 0.96 0.75 1.00
ANT 0.56 0.63 0.59 0.43 0.37 1.00
TFEN 0.00 0.06 0.02 -0.11 -0.23 0.81 1.00
Lb 0.97 0.89 0.96 0.61 0.90 0.69 0.21 1.00
PSN 0.99 0.98 1.00 0.81 0.96 0.61 0.04 0.95 1.00
PNN -0.99 -0.93 -0.98 -0.73 -0.99 -0.46 0.12 -0.94 -0.98 1.00
SS 0.95 0.88 0.94 0.59 0.86 0.75 0.29 1.00 0.93 -0.91 1.00
1A 0.98 0.91 0.97 0.65 0.92 0.67 0.17 1.00 0.97 -0.96 0.99 1.00
HK -0.16 -0.21 -0.18 0.00 0.07 -0.89 -0.99 -0.36 -0.19 0.04 -0.44 -0.32
PEPC 0.87 0.91 0.90 0.71 0.76 0.88 0.45 0.92 0.91 -0.82 0.94 0.92
MDH 0.54 0.35 0.48 -0.07 0.37 0.70 0.61 0.71 0.47 -0.46 0.75 0.67
ICDH 0.63 0.48 0.58 0.09 0.44 0.81 0.66 0.79 0.57 -0.54 0.83 0.75
TPS 1.00 0.92 0.98 0.68 0.97 0.55 0.01 0.98 0.98 -0.99 0.96 0.99
TPP 0.25 -0.06 0.13 -0.49 0.13 0.24 0.32 0.40 0.11 -0.20 0.42 0.35
TRE 0.24 -0.08 0.12 -0.50 0.14 0.18 0.26 0.38 0.10 -0.19 0.39 0.33
Fruc (n) 0.98 0.87 0.95 0.58 0.93 0.60 0.10 0.99 0.94 -0.96 0.98 0.99
Gluc (n) 0.99 0.93 0.98 0.67 0.92 0.68 0.17 1.00 0.97 -0.96 0.99 1.00
Sac (n) -0.71 -0.86 -0.78 -0.97 -0.80 -0.23 0.33 -0.56 -0.79 0.76 -0.52 -0.61
Tre (n) 0.27 0.58 0.40 0.86 0.32 0.26 -0.06 0.16 0.42 -0.29 0.15 0.20
Ast (n) 0.07 -0.24 -0.05 -0.40 0.18 -0.62 -0.66 0.01 -0.08 -0.14 -0.05 0.00
Alm (n) -0.17 -0.42 -0.27 -0.76 -0.32 0.17 0.50 0.02 -0.29 0.24 0.06 -0.04




Tabla 3.4 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacion del nitrégeno (ANA, ANT, TFEN, LI

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT PSN PNN
PSPA 1.00
PSR 0.77 1.00
PSP 0.93 0.64 1.00
RPA -0.58 0.07 -0.67 1.00
ANA 0.93 0.59 0.78 -0.66 1.00
ANT 0.81 0.91 0.57 -0.07 0.79 1.00
TFEN 0.94 0.94 0.82 -0.26 0.81 0.93 1.00
Lb -0.81 -0.88 -0.56 0.11 -0.81 -1.00 -0.91 1.00
PSN 0.89 0.46 0.97 -0.83 0.80 0.46 0.70 -0.46 1.00
PNN -0.94 -0.84 -0.77 0.38 -0.93 -0.95 -0.96 0.95 -0.70 1.00
SS 0.97 0.90 0.90 -0.38 0.83 0.86 0.99 -0.84 0.80 -0.94 1.00
Al 0.95 0.66 0.80 -0.61 1.00 0.83 0.86 -0.85 0.80 -0.96 0.87 1.00
HK 0.12 -0.51 0.32 -0.87 0.20 -0.43 -0.23 0.40 0.52 0.13 -0.09 0.14
PEPC 0.96 0.91 0.85 -0.34 0.86 0.92 1.00 -0.91 0.75 -0.98 0.99 0.91
MDH 0.71 0.74 0.41 -0.11 0.81 0.96 0.80 -0.97 0.35 -0.90 0.71 0.83
ICDH 0.58 0.02 0.46 -0.83 0.82 0.36 0.33 -0.41 0.62 -0.56 0.37 0.76
TPS 0.79 0.41 0.59 -0.66 0.96 0.71 0.66 -0.75 0.66 -0.84 0.65 0.94
TPP 0.84 0.65 0.61 -0.44 0.96 0.89 0.81 -0.92 0.60 -0.95 0.78 0.96
TRE 0.28 0.82 0.10 0.62 0.13 0.71 0.60 -0.67 -0.12 -0.48 0.49 0.21
Fruc (n) -0.66 -0.06 -0.60 0.92 -0.84 -0.33 -0.39 0.38 -0.76 0.57 -0.45 -0.78
Gluc (n) 0.50 -0.03 0.35 -0.76 0.77 0.34 0.27 -0.39 0.52 -0.51 0.29 0.72
Sac (n) 0.93 0.84 0.95 -0.41 0.73 0.73 0.93 -0.70 0.85 -0.84 0.97 0.78
Tre (n) 0.00 -0.60 0.00 -0.73 0.29 -0.29 -0.31 0.24 0.24 0.08 -0.25 0.20
Ast (n) -0.16 -0.71 -0.16 -0.62 0.14 -0.40 -0.46 0.34 0.08 0.22 -0.40 0.05
Alm (n) 0.18 -0.04 0.51 -0.41 -0.09 -0.34 0.03 0.38 0.52 0.14 0.18 -0.09

Tabla 3.5 Matriz de coeficientes de correlacidn simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacién del nitrégeno (ANA, ANT, TFN, LI




M. truncatula

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TEN Lb PSN PNN Fruc (n) Gluc (
PSPA 1.00
PSR 0.94 1.00
PSP 0.99 0.97 1.00
RPA 0.72 0.90 0.80 1.00
ANA 0.97 0.91 0.96 0.75 1.00
ANT 0.56 0.63 0.59 0.43 0.37 1.00
TFN 0.00 0.06 0.02 -0.11 -0.23 0.81 1.00
Lb 0.97 0.89 0.96 0.61 0.90 0.69 0.21 1.00
PSN 0.99 0.98 1.00 0.81 0.96 0.61 0.04 0.95 1.00
PNN -0.99 -0.93 -0.98 -0.73 -0.99 -0.46 0.12 -0.94 -0.98 1.00
Fruc (n) 0.98 0.87 0.95 0.58 0.93 0.60 0.10 0.99 0.94 -0.96 1.00
Gluc (n) 0.99 0.93 0.98 0.67 0.92 0.68 0.17 1.00 0.97 -0.96 0.99
Sac (n) -0.71 -0.86 -0.78 -0.97 -0.80 -0.23 0.33 -0.56 -0.79 0.76 -0.57
Tre (n) 0.27 0.58 0.40 0.86 0.32 0.26 -0.06 0.16 0.42 -0.29 0.10
Ast (n) 0.07 -0.24 -0.05 -0.40 0.18 -0.62 -0.66 0.01 -0.08 -0.14 0.12
Alm (n) -0.17 -0.42 -0.27 -0.76 -0.32 0.17 0.50 0.02 -0.29 0.24 0.02
Fo -0.85 -0.61 -0.77 -0.25 -0.81 -0.34 0.05 -0.87 -0.75 0.84 -0.91
Fm -0.31 -0.03 -0.21 0.13 -0.44 0.51 0.71 -0.22 -0.18 0.39 -0.34
Fv/Fm 0.89 0.74 0.85 0.38 0.78 0.70 0.32 0.97 0.84 -0.84 0.96
FO/Fm -0.89 -0.74 -0.85 -0.38 -0.78 -0.70 -0.31 -0.96 -0.84 0.84 -0.96
Ca 0.86 0.86 0.88 0.61 0.73 0.90 0.50 0.94 0.88 -0.80 0.89
Cb 0.80 0.90 0.85 0.75 0.68 0.91 0.50 0.85 0.86 -0.74 0.79
Ca/b 0.74 0.55 0.68 0.14 0.61 0.68 0.44 0.87 0.67 -0.68 0.86
X+C 0.96 0.93 0.97 0.69 0.88 0.76 0.27 0.99 0.97 -0.92 0.97
PT 0.88 0.89 0.90 0.65 0.75 0.89 0.47 0.94 0.90 -0.82 0.89




Tabla 3.6 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables relacionadas con el crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacion del nitrégeno (ANA, ANT, TFN, LI
japonicus

PSPA PSR PSP RPA ANA ANT TEN Lb PSN PNN Fruc (n) Gluc (n)
PSPA 1.00
PSR 0.77 1.00
PSP 0.93 0.64 1.00
RPA -0.58 0.07 -0.67 1.00
ANA 0.93 0.59 0.78 -0.66 1.00
ANT 0.81 0.91 0.57 -0.07 0.79 1.00
TEN 0.94 0.94 0.82 -0.26 0.81 0.93 1.00
Lb -0.81 -0.88 -0.56 0.11 -0.81 -1.00 -0.91 1.00
PSN 0.89 0.46 0.97 -0.83 0.80 0.46 0.70 -0.46 1.00
PNN -0.94 -0.84 -0.77 0.38 -0.93 -0.95 -0.96 0.95 -0.70 1.00
Fruc (n) -0.66 -0.06 -0.60 0.92 -0.84 -0.33 -0.39 0.38 -0.76 0.57 1.00
Gluc (n) 0.50 -0.03 0.35 -0.76 0.77 0.34 0.27 -0.39 0.52 -0.51 -0.94
Sac (n) 0.93 0.84 0.95 -0.41 0.73 0.73 0.93 -0.70 0.85 -0.84 -0.40
Tre (n) 0.00 -0.60 0.00 -0.73 0.29 -0.29 -0.31 0.24 0.24 0.08 -0.75
Ast (n) -0.16 -0.71 -0.16 -0.62 0.14 -0.40 -0.46 0.34 0.08 0.22 -0.64
Alm (n) 0.18 -0.04 0.51 -0.41 -0.09 -0.34 0.03 0.38 0.52 0.14 -0.04
FO 0.84 0.30 0.82 -0.92 0.90 0.47 0.60 -0.49 0.92 -0.72 -0.95
Fm 0.92 0.46 0.91 -0.85 0.92 0.57 0.73 -0.58 0.96 -0.80 -0.88
FO/Fm -0.95 -0.75 -0.99 0.56 -0.78 -0.66 -0.89 0.65 -0.93 0.82 0.53
Fv/Fm 0.95 0.73 0.99 -0.58 0.78 0.65 0.88 -0.64 0.94 -0.81 -0.54
Ca 0.95 0.55 0.97 -0.79 0.88 0.58 0.78 -0.58 0.99 -0.80 -0.77
Cb 0.94 0.54 0.97 -0.80 0.87 0.57 0.78 -0.57 0.99 -0.79 -0.78
Ca/b 0.89 0.44 0.95 -0.86 0.83 0.46 0.69 -0.47 1.00 -0.71 -0.80
X+C 0.92 0.51 0.97 -0.81 0.84 0.52 0.75 -0.52 1.00 -0.75 -0.76
PT 0.94 0.54 0.97 -0.80 0.87 0.57 0.78 -0.57 0.99 -0.79 -0.77




Tabla 3.7 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las actividades enzimaticas (SS, 1A, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP, TRE) y fluorescencia y contenido de pig:

SS A HK PEPC MDH ICDH TPS TPP TRE Fo Fm
SS 1.00
A 0.99 1.00
HK -0.44 -0.32 1.00
PEPC 0.94 0.92 -0.58 1.00
MDH 0.75 0.67 -0.70 0.64 1.00
ICDH 0.83 0.75 -0.75 0.76 0.98 1.00
TPS 0.96 0.99 -0.17 0.87 0.58 0.65 1.00
TPP 0.42 0.35 -0.36 0.18 0.85 0.75 0.30 1.00
TRE 0.39 0.33 -0.30 0.14 0.82 0.71 0.29 1.00 1.00
Fo -0.52 -0.50 0.11 -0.23 -0.77 -0.68 -0.49 -0.94 -0.95 1.00
Fm -0.26 -0.34 -0.65 0.04 -0.09 -0.01 -0.46 -0.35 -0.40 0.64 1.00
Fv/IFm 0.51 0.44 -0.49 0.31 0.92 0.84 0.37 0.99 0.98 -0.91 -0.26
FO/Fm -0.51 -0.44 0.48 -0.31 -0.92 -0.84 -0.37 -0.99 -0.98 0.91 0.27
Ca 0.25 0.13 -0.67 0.14 0.82 0.74 0.02 0.88 0.86 -0.67 0.13
Cb 0.01 -0.11 -0.67 -0.05 0.66 0.57 -0.23 0.75 0.72 -0.48 0.31
Ca/b 0.71 0.64 -0.57 0.54 0.98 0.94 0.57 0.92 0.90 -0.88 -0.24
X+C 0.17 0.08 -0.46 0.00 0.77 0.65 0.00 0.94 0.93 -0.78 -0.09
PT 0.20 0.09 -0.64 0.09 0.80 0.70 -0.02 0.88 0.86 -0.66 0.12




Tabla 3.8 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las actividades enzimaticas (SS, IA, HK, PEPC, MDH, ICDH, TPS, TPP, TRE) y fluorescencia y contenido de pig:

SS Al HK PEPC MDH ICDH TPS TPP TRE FO Fm
SS 1.00
Al 0.87 1.00
HK -0.09 0.14 1.00
PEPC 0.99 0.91 -0.15 1.00
MDH 0.71 0.83 -0.38 0.81 1.00
ICDH 0.37 0.76 0.57 0.42 0.51 1.00
TPS 0.65 0.94 0.24 0.72 0.80 0.91 1.00
TPP 0.78 0.96 -0.05 0.85 0.94 0.74 0.95 1.00
TRE 0.49 0.21 -0.91 0.53 0.58 -0.40 0.01 0.32 1.00
FO 0.68 0.88 0.59 0.67 0.48 0.88 0.87 0.75 -0.26 1.00
Fm 0.80 0.91 0.49 0.78 0.53 0.79 0.84 0.77 -0.11 0.98 1.00
FO/Fm -0.95 -0.81 -0.18 -0.90 -0.49 -0.40 -0.58 -0.64 -0.25 -0.77 -0.87
Fv/IFm 0.95 0.81 0.20 0.90 0.48 0.41 0.59 0.64 0.22 0.78 0.88
Ca 0.86 0.88 0.43 0.83 0.48 0.66 0.75 0.71 -0.02 0.93 0.98
Cb 0.86 0.88 0.44 0.82 0.48 0.66 0.74 0.71 -0.04 0.94 0.98
Calb 0.79 0.82 0.54 0.74 0.38 0.68 0.71 0.64 -0.15 0.95 0.98
X+C 0.84 0.84 0.47 0.79 0.41 0.64 0.70 0.65 -0.07 0.93 0.97
PT 0.86 0.87 0.44 0.82 0.47 0.66 0.74 0.70 -0.03 0.93 0.98







Resultados

4. Estudio comparativo entre cepas isogénicas de S. meliloti con la
biosintesis de trehalosa alterada en simbiosis con M. sativa en respuesta a
la salinidad

Se utilizaron cuatro simbiosis formadas por M. sativa inoculadas con
la cepa parental S. meliloti 1021, la isogénica ots- (en la que se inactiva la
via TPS), la mots- (en la que se inactiva la via MOTS) y la doble mutante
ots- mots-, (con las dos vias anteriores inactivas TPS-MOTS). Todas ellas
son tratadas con 40 mM de NaCl y se mantiene un control sin sal, el
experimento se llevd hasta floracion y se determind el crecimiento de las
plantas, fijacion de nitrégeno, metabolismo carbonado en general y de la
trehalosa en particular, asi como el contenido de carbohidratos en nodulo.

4.1. Analisis de crecimiento

El anélisis de los parametros de crecimiento PSPA, PSR y PSP (fig.
4.1) mostro que en todas las simbiosis con cepas mutantes, el crecimiento de
las plantas fue entre un 15% y un 30% menor que en las inoculadas con la
parental. En general, la relacion raiz/parte aérea no varia significativamente
entre las simbiosis ensayadas apreciandose aumentos del 11% y 20% en las
simbiosis procedentes de las mutantes simples. Existen correlaciones
significativas entre los parametros de crecimiento determinados (tabla 4.1).

La salinidad afectdé mas al crecimiento de plantas inoculadas con
cepas mutantes, siendo esto mas evidente en las inoculadas con la ots-,
donde se observo una disminucion del PSP del 60% frente al 45% detectado
en las inoculadas con la mots- y doble mutante, mientras que con la parental
la disminucion fue del 18%. La salinidad disminuy6 en mayor proporcion el
PSR frente al PSPA en las plantas inoculadas con la cepa parental y las
mutantes ots- y mots-, en las que se observa una reduccion entre el 30% y
70% del PSR frente al 12% a 50% en el PSPA, sin embargo, en las
inoculadas con la doble mutante, el efecto del NaCl fue similar en parte
aérea y raiz, ya que decrecieron un 40% y 50% respectivamente. La relacion
raiz/parte aérea sufrié un descenso mayor por efecto de la sal en las plantas
inoculadas con las mutantes ots-, y mots-, que fue del 50% y 60%
respectivamente, mientras que en las inoculadas con la parental y doble
mutante, este descenso fue del 20% y 14% respectivamente.

203



mg planta™

mg planta'l

Resultados

1 0 mM NaCl [0 40 mM NaCl

400 300
PSPA PSR

300 -
i |

+ 200 r
200 r M +

"IN w%

mg planta'1

P ots- mots- ots-mots p ots- mots- ots-mots

750 1.0
PSP RPA
600 | + 08 + +
450 F | Hn JF + 0.6 h i
300 t 04 +
150 0.2 +
0 0.0
p ots- mots- ots-mots P ots- mots- ots-mots

Figura 4.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso seco
de planta (PSP) y relacion raiz/parte aérea (RPA) de M. sativa inoculadas con las
cepas de S. meliloti 1021 parental (P), ots-, mots- y doble mutante ots-mots- y
tratadas con 40 mM de NaCl. Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.

4.2. Fijacion de nitrogeno

En la figura 4.2. se muestran los parametros relacionados con la
fijacién del nitrégeno: actividad nitrogenasa aparente, actividad nitrogenasa
total, tasa de fijacion de N, peso seco de nddulos y peso normalizado de
nodulos. Los datos numéricos se localizan en la tabla A 4.3. junto con el
analisis de varianza en la tabla A 4.4. en el apéndice.
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Sorprendentemente, tanto la actividad nitrogenasa aparente como la
actividad total aumentaron en nodulos de plantas inoculadas con cualquiera
de las cepas mutantes respecto de las inoculadas con la parental: a) la ANA
aumento entre 2 y 2.6 veces dependiendo de la mutante, b) la ANT se
incrementd un 30% en nddulos procedentes de las cepas ots- y doble
mutante, y un 88% en los de la mots-, ¢) este efecto solo se observd en la
TFN de nddulos de la cepa mots- en los que se obtuvo un valor doble
respecto del detectado con la parental.

El efecto de la salinidad se detecté con mayor intensidad en nédulos
de plantas inoculadas con la cepa doble mutante (ots-mots-), donde la ANA,
ANT y TFN fue un 80% menor que en los control. En plantas inoculadas
con la cepa ots-, la ANA, ANT y TFN mostraron una disminucion del 60%,
70% y 80% respectivamente por efecto de la sal, resultados similares para
ANT y TFN se observan con la cepa parental. La respuesta de la salinidad
mas suave se observa en los nédulos procedentes de la cepa mots-, donde el
descenso fue entre el 40% y 45% en los tres parametros mencionados.

El peso seco de nddulos fue entre un 15% y 25% inferior en plantas
inoculadas con mutantes respecto de la parental, mientras que el peso
normalizado de ndédulo es semejante en las cuatro simbiosis ensayadas. La
salinidad afecta al PSN segun la cepa: en nodulos de la parental y doble
mutante no se observan diferencias significativas con el control, mientras
que en los de la ots- y mots- decrece un 40% y 15% por efecto del NaCl. El
PNN se incrementd en todas las plantas inoculadas con mutantes por la
salinidad, siendo mayor este efecto en nddulos procedentes de la doble
mutante (50%), mientras que este parametro en plantas control no vario
significativamente con el NaCl en el medio de cultivo.

El analisis de varianza de los datos de ANA, ANT y TFN de la tabla
A 4.4 del apéndice, muestra que la variabilidad observada se debi6é en un
50% a la cepa utilizada y en un 33% al efecto de la sal. EI PSN se
correlaciona positivamente y el PNN negativamente y significativamente
con los parametros de crecimiento (tabla 4.1).
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Figura 4.2. Actividad nitrogenasa aparente (ANA), actividad nitrogenasa total
(ANT), tasa de fijacién de nitrogeno (TFN), peso seco de nddulos (PSN) y peso
normalizado de nddulos (PNN) de M. sativa inoculadas con las cepas de S. meliloti

1021 parental (P), ots-, mots- y doble mutante ots-mots- y tratadas con 40 mM de
NaCl. Cada barra es la media de 10 réplicas + SE.
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4.3. Metabolismo carbonado

En la figura 4.3. se muestran las actividades enzimaticas del
metabolismo carbonado en el citosol nodular: sacarosa sintasa, invertasa
alcalina, hexoquinasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, malato deshidrogenasa
e isocitrato deshidrogenasa. Los datos numéricos y el estudio de la varianza
de los mismos se encuentra en las tablas A 4.5 y A 4.6 del apéndice,
también se incluyen los datos numéricos y estadisticos de estas actividades
cuando se expresan en g PF* (tabla A 4.11y A 4.12).

En general se puede admitir que todas las actividades enzimaticas
estudiadas se alteran en nddulos procedentes de mutantes, siendo la
actividad menos afectada la ICDH, con reduccion del 10% en nddulos
procedentes de la ots- y la doble mutante, y la mas afectada la SS con
reducciéon del 40% en los mismos nodulos, mientras que solo en esta
actividad enzimatica se detecta que en los procedentes de la cepa mots-, esta
actividad duplica el valor obtenido en los de la parental. Otro dato de interés
es el observado en las actividades PEPC y MDH de nodulos procedentes de
la doble mutante que no varian respecto a la parental, mientras que en los de
las mutantes simples (ots- y mots-), la inhibicion oscila entre el 15% y 25%
dependiendo de la cepa y actividad enzimatica. También se observa menor
actividad HK en los nddulos de las simbiosis formadas por cepas mutantes
respecto al nivel obtenido en nddulos de la parental, con diferencias en torno
al 20%-37%, y en la actividad 1A en la que solo se detecta un descenso en
nodulos procedentes de la cepa mots- y la doble mutante.

Al observar el diagrama de barras se puede asumir que la salinidad
provoca:

a) En general en nddulos procedentes de la cepa parental de S. meliloti
1021, no afecta negativamente a las actividades enzimaticas estudiadas, ya
que solo se aprecia una inhibicion de las actividades 1A'y MDH del 20 y
30% respectivamente.

b) En nodulos procedentes de cepas mutantes la mayoria de las actividades
enzimaticas se inhibieron por la salinidad, a excepcion de la hexoquinasa
que no se modifico en ninguna de las simbiosis estudiadas, detectandose
incluso que en nddulos procedentes de la cepa mots-, esta actividad se
incrementd un 40%.
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Figura 4.3. Actividad sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA), hexoquinasa
(HK), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH) e
isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en nodulos de M. sativa inoculadas con las
cepas de S. meliloti 1021 parental (P), ots-, mots- y doble mutante ots-mots- y
tratadas con 40 mM de NaCl. Cada barra es la media de 4 réplicas + SE.
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c¢) Los nodulos de la mutante ots- son, junto con los de la parental los menos
afectados por el estrés salino, ya que en los de la cepa parental disminuye la
actividad 1A (20%) y la MDH (30%) y en los de la cepa ots- se detecta una
inhibicién en torno al 40% en las actividades enzimaticas relacionadas con
la hidrolisis de sacarosa y del 23% en la MDH, incluso la actividad PEPC
aumento el 14% con esta cepa en respuesta a 40mM NaCl.

d) En las actividades SS, IA, PEPC, MDH e ICDH, el efecto negativo de la
salinidad fue mayor en nodulos procedentes de las cepas mots- y doble
mutante, donde se observd inhibicion cercana al 80% en las actividades SS e
IA, y en las actividades PEPC, MDH e ICDH entre el 30% y 50%.

Destacar la buena correlacion existente entre los parametros de
crecimiento y las actividades 1A, MDH, e ICDH nodular (tabla 4.1). Al
estudiar la varianza de estas actividades enzimaticas, un porcentaje
importante de la variabilidad observada se debe al factor sal, en la HK
(90%), en la PEPC (70%), y en la MDH (70%), en las restantes actividades
enzimaticas estudiadas, la variabilidad se reparte entre ambos factores (sal y
cepa mutante que forma la simbiosis). Estos datos coinciden tanto si la
actividad se expresa por proteina (tabla A 4.6) como por peso fresco (tabla
A 4.12).

4.4. Metabolismo de la trehalosa

Se determinaron las actividades de la sintesis y degradaciéon de
trehalosa: trehalosa-6 fosfato sintasa, trehalosa-6 fosfato fosfatasa y
trehalasa, cuyos resultados se exponen en la figura 4.4. Los datos numéricos
se reflejan en las tablas A 4.7 (expresado por mg proteina) y A 4.13
(expresado por peso fresco) del apéndice.

Imprevisiblemente, se detectd actividad TPS en los nodulos
formados tanto por la cepa parental como por las mutantes, siendo en los de
la mots- y ots-mots- un 35% y 25% mayor, y en los de la ots- un 15% menor
que en los de la parental. La actividad TPP también se detectd en todos los
nodulos aunque fue menor en los de las cepas ots- y doble mutante en un
75% y 50% respectivamente y un 37% mas activa en los nodulos
procedentes de la cepa mots-. La actividad trehalasa, solo se modifico
respecto de los nddulos formados por la cepa parental en los de la cepa ots-,
en los que la actividad fue un 40% mayor.
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Figura 4.4. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS), trehalosa-6 fosfato
fosfatasa (TPP) y trehalasa (TRE) en nédulos de M. sativa inoculadas con las
cepas de S. meliloti 1021 parental (P), ots-, mots- y doble mutante ots-mots- y
tratadas con 40 mM de NaCl. Cada barra es la media de 4 réplicas + SE.

La salinidad provoco: a) una activacion de las dos enzimas de la
sintesis de trehalosa en nddulos de la cepa parental con incrementos de 2.3
(TPS) y 1.2 (TPP) sobre la actividad detectada en los control, b) este efecto
también se detecté en los nddulos procedentes de la cepa mots- con
incrementos de 1.7 (TPS) y 1.2 (TPP), respecto a lo obtenido en los nddulos
sin sal, ¢) en los nédulos de la mutante ots- y doble mutante, solo se observa
este efecto en la actividad TPP, que aumentd 2.7 y 1.4 veces respecto a los
procedentes de esas mismas cepas sin sal, d) una reduccién de la actividad
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trehalasa entre un 55% y 65% en los nodulos de las cepas mutantes, no
afectando a la actividad de los n6dulos de la cepa parental.

4.5. Contenido de carbohidratos

Se estudio el contenido de diversos mono y disacaridos en los
nodulos: fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y trehalosa cuyos valores
expresados en pg g *PFN se exponen en la figura 4.5. Los datos relativos a
estos compuestos se localizan en las tablas del apéndice A 4.9.y A 4.10.

a) Diferencias que se observan debido a las mutantes:

El contenido de carbohidratos en nddulos, solo mostré diferencias
significativas respecto de los de la cepa parental en los formados por la cepa
ots-, en los que el nivel de sacarosa, maltosa fructosa y glucosa, aumenté un
90%, 32%, 37% y 20% respectivamente, mientras que en los nddulos
formados por las cepas mots- y doble mutante, solo se observaron
diferencias en el contenido de glucosa, que decrecid un 25% y 60%
respectivamente, y en el de maltosa que disminuyé un 20% con ambas
cepas.

La mayor concentracion de trehalosa, insolitamente se detectd en
nodulos de plantas inoculadas con la cepa doble mutante (ots-mots-), donde
el contenido fue un 22% superior al de nédulos de la cepa parental. En
nodulos formados por las cepas ots- y mots-, el nivel de trehalosa fue un
20% y 28% inferior respecto de la parental.

El carbohidrato mayoritario en todas las simbiosis ensayadas fue la
sacarosa seguido de la glucosa, fructosa, maltosa y trehalosa. El contenido
glucosa fue la mitad en nédulos de la cepa parental, la tercera parte en los de
las mutantes simples, y la quinta parte en los de la doble mutante respecto al
contenido de sacarosa. El contenido de fructosa fue en general la sexta parte
de la sacarosa obtenida en todas las simbiosis, independientemente de la
cepa de procedencia. El contenido de maltosa y trehalosa fue minoritario
con valores inferiores al 0.03% respecto del contenido de sacarosa.
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Figura 4.5. Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa en
nodulos de M. sativa inoculadas con las cepas de S. meliloti 1021 parental (P),
ots-, mots- y doble mutante ots-mots- y tratadas con 40 mM de NaCl. Cada
barra es la media de 3 réplicas + SE.
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b) Diferencias que se observan por efecto de la sal:

Los carbohidratos acumulados en nédulos formados por la cepa
parental muestran una moderada sensibilidad al NaCl, de hecho, se observan
reducciones en el contenido de fructosa (40%), sacarosa (35%), maltosa
(25%) y trehalosa (30%). Ademés, se puede generalizar que la salinidad
provocd una disminucion en el contenido de carbohidratos en nodulos
procedentes de todas las cepas ensayadas, a excepcion de los de la cepa
mots-, en los que solo decrecid el contenido de sacarosa y glucosa un 40% y
55% respectivamente.

La sacarosa fue el carbohidrato mas afectado por la sal,
independientemente de la cepa, observandose una disminucion que oscilo
entre el 75% con la doble mutante y el 33% con la cepa parental. La glucosa
nodular no se afectd por el NaCl ni en nédulos procedentes de la cepa
parental, ni en los de la doble mutante, en cambio en los procedentes de las
cepas ots- y mots-, la sal provocd una reduccién del 50% de este
carbohidrato. El efecto de la salinidad sobre el contenido de trehalosa fue
mas evidente en nodulos formados por la doble mutante, donde el valor fue
un 60% inferior respecto del control. Tanto en los nddulos de la cepa
parental como en los de la cepa ots-, la trehalosa disminuyd con la sal un
30% y un 10% respectivamente, mientras que se incrementd un 14% en los
nodulos de la cepa mots-.
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Tabla 4.1 Matriz de coeficientes de correlacidn simple entre las variables relacionadas con parametros de crecimiento (PSPA, PSR, PSP, RPA), fijacién de nitrogeno (ANA, /

de M. sativa

PSR PSP RPA ANA ANT TFN PSN PNN SS
PSPA 1.00
PSR 0.92 1.00
PSP 0.98 0.97 1.00
RPA 0.58 0.84 0.71 1.00
ANA 0.14 0.31 0.24 0.51 1.00
ANT 0.31 0.53 0.41 0.67 0.78 1.00
TFN 0.33 0.56 0.42 0.65 0.64 0.98 1.00
PSN 0.93 0.81 0.91 0.53 -0.04 0.08 0.11 1.00
PNN -0.82 -0.82 -0.82 -0.54 -0.48 -0.65 -0.64 -0.57 1.00
SS 0.58 0.74 0.63 0.70 0.16 0.61 0.69 0.44 -0.66 1.00
IA 0.77 0.77 0.79 0.56 0.45 0.53 0.51 0.61 -0.84 0.57
HK 0.45 0.11 0.31 -0.38 -0.54 -0.48 -0.41 0.54 -0.15 -0.12
PEPC 0.60 0.44 0.54 0.08 -0.07 -0.24 -0.28 0.51 -0.50 0.15
MDH 0.80 0.88 0.85 0.70 0.47 0.56 0.53 0.57 -0.89 0.59
ICDH 0.75 0.72 0.74 0.47 0.04 0.13 0.15 0.65 -0.69 0.66
TPS 0.23 0.03 0.14 -0.15 -0.24 -0.06 0.00 0.35 -0.09 0.13
TPP -0.45 -0.49 -0.50 -0.44 -0.42 -0.16 -0.07 -0.34 0.52 -0.28
TRE 0.64 0.73 0.72 0.75 0.66 0.48 0.38 0.56 -0.64 0.41
Fruc 0.05 0.18 0.13 0.28 0.80 0.70 0.60 -0.13 -0.40 0.07
Gluc 0.50 0.46 0.52 0.33 0.20 0.28 0.28 0.53 -0.39 0.29
Sac 0.30 0.42 0.40 0.53 0.75 0.54 0.43 0.23 -0.42 0.16
Malt 0.29 0.32 0.34 0.29 0.57 0.42 0.34 0.17 -0.46 0.12
Tre 0.49 0.43 0.47 0.18 0.58 0.45 0.37 0.21 -0.74 0.05
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5. Estudio bioguimico y molecular de la trehalasa

5.1. Purificacién, caracterizacion e inmunodeteccion de la trehalasa de
nddulos de Phaseolus vulgaris

5.1.1. Purificacién

La trehalasa de nodulos de P. vulgaris fue parcialmente purificada a
través de diferentes pasos en los que se incluyen: precipitacion fraccionada
con sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia
de exclusion molecular y electroforesis en geles de poliacrilamida (tabla
5.1).

Se usaron 20 g de tejido nodular fresco para asegurar un proceso
efectivo y disponer de enzima purificada para diversos ensayos. El tampon
de extraccion estaba formado por Tris-HCI 200 mM pH 8.0, sacarosa al 5%,
6 mM [-mecaptoetanol y polivinilpirrolidona (PVPP) en una proporcion
33% p/p, como estabilizador.

Tabla 5.1. Purificacion parcial de la trehalasa de nodulos de P. vulgaris

Etapa de Actividad Proteina  Actividad Rendi- Factor de
purificacion total total especifica miento purificacion
(mU) (mg) mUmg' prot (%)

Extracto crudo 15140 650.2 23 100 1.0
(NH4)2SO4 10571 114.6 92 70 4.0
DEAE Sefarosa (1) 8020 32.0 251 53 10.8
DEAE Sefarosa (2) 7750 27.8 279 51 12.0
Sefacril S-300 5130 6.1 847 34 36.4
Nativa PAGE 4210 0.4 9906 28 425.4

Una vez obtenido el extracto crudo de nddulo, se procedi6 a concentrar
la enzima mediante precipitacion fraccionada con sulfato de amonio entre el
30% y 70% de saturacion, lograndose un rendimiento del 70% y un factor
de purificacion de 4.0. Mediante cromatografia en DEAE-sefarosa, del
extracto precipitado con sulfato de amonio, se purificd la enzima 4 veces,
eluyéndose un solo pico de actividad con un rendimiento del 51%. En el
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siguiente paso de gel filtracion con sefacril S-300, la enzima se purifico 3
veces. Finalmente la enzima se separ6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (electroforesis-nativa),
alcanzdndose una purificacion total del extracto crudo de 425 veces.
Después de la purificacion, la actividad especifica final de la trehalasa
nodular fue de 9906 mU mg' proteina con un rendimiento promedio del
28%.

5.1.2. Caracterizacion
5.1.2.1. Determinacion del peso molecular

El peso molecular de la enzima nativa se estimdé en 42 kDa mediante
columnas de gel filtracion, comparando los volimenes de elucion de
distintos patrones de proteinas de pesos moleculares conocidos (Fig. 5.1).
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Figura 5.1. Estimacion del peso molecular de la trehalasa de nodulos de
P. vulgaris mediante gel filtracion. 1, tiroglobulina (669 kDa); 2, apoferritina
(443 kDa); 3, B-amilasa (200 kDa); 4, alcohol deshidrogenasa (150 kDa); 5,
albimina de suero bovino (66 kDa); 6, trehalasa nodular (42 kDa); 7,
anhidrasa carbonica (29 kDa).

Ademéds, se determind el peso molecular de la trehalasa mediante
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con SDS, y su
comparacion con proteinas patron conocidas. El peso molecular nativo de la
enzima fue de 45 kDa (Fig. 5.2).
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Los datos presentados en la figura 5.2, muestran que la trehalasa de
nddulos de P. vulgaris emigré como un tnico polipéptido, lo que sugiere
que se trata de una enzima monomérica.

0 -

Figura 5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS de la trehalasa
purificada de nddulos de P. vulgaris. 1. Marcadores de peso molecular (10
ul); 2. Enzima purificada (10 pg).

5.1.2.2. Efecto del pH

Se determiné el efecto del pH, en un amplio rango de 3.6 a 6.6, sobre la
actividad trehalasa como se muestra en la figura 5.3, en la que se observa
valores de actividad altos en todos los tampones utilizados. La enzima
muestra un pH o6ptimo entorno a 3.9 con tampodn citrato/NaOH, mientras
que pH inferiores a 3.3 y superiores a 7.5 inhibieron fuertemente la
actividad.
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Figura 5.3. Actividad de la trehalasa de nodulos de P. vulgaris a diferentes
pH. La mezcla de reaccidon contenia tampones a una concentracion 50 mM: [
citrato-NaOH (pH 3.0-5.4), O MES-KOH (pH 5.4-7.2), A tricina-KOH (pH
7.2-9.0).

5.1.2.3. Estabilidad térmica y temperatura 6ptima

La temperatura Optima para la actividad trehalasa se determind
comparando la tasa de hidrdlisis de trehalosa a temperaturas comprendidas
entre 25°C y 75°C. Este experimento mostrd que la temperatura 6ptima para
la trehalasa es 60°C (Fig. 5.4). Ademas, la enzima es relativamente estable
frente al aumento de temperatura, ya que mantiene su actividad intacta
después de 30 min de preincubacién sin sustrato a 40°C, sin embargo, la
preincubacion a 45°C y 50°C provoc6 una pérdida del 40% de la actividad,
llegdndose a casi la inactivacion completa a los 60°C.
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Figura 5.4. Termoestabilidad (A) y temperatura 6ptima (O) de la trehalasa de
nddulos de P.vulgaris. Para determinar la termoestabilidad, la enzima fue
preincubada en MES-KOH pH 6.3 durante 30 min a las temperaturas
indicadas, después se afnadid a la mezcla trehalosa 100 mM y se midi6 la
actividad.

5.1.2.4. Especificidad de sustrato

Tabla 5.2. Especificidad de sustrato de la trehalasa parcialmente
purificada de nddulos de P. vulgaris.

Sustratos Actividad
(50 mM) (%)
Trehalosa 100.0
Sacarosa 71.4
Maltosa 17.9
Melobiosa 16.1
Celobiosa 16.1
Rafinosa 54
Lactosa 0.0
Turanosa 0.0
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La trehalasa purificada de nodulos de P. vulgaris no tiene una alta
especificidad por el sustrato, ya que como se muestra en la tabla 5.2, es
capaz de hidrolizar los enlaces a-glucosidos de la sacarosa, con la que
alcanzd un 71% de actividad frente a la trehalosa, mientras que con maltosa,
melobiosa y celobiosa, la actividad fue entorno al 17%.

5.1.2.5. Parametros cinéticos

La determinacion de K;, y Vma se realizd midiendo la actividad
trehalasa con concentraciones crecientes de trehalosa, obteniéndose una
curva de saturacion de sustrato (Fig.5.5). Debido a que la aproximacion a
Vmax s€ hace asintoticamente, se representa el inverso de la velocidad
inicial, frente al inverso de la concentracion de sustrato (grafica de
Lineweaver-Burk, Fig. 5.6), obteniendo una linea recta cuya interseccion en
el eje x es -1/Ky,, y la interseccion en el eje y es 1/Vimax. La Ky de la
trehalasa fue 0.109 mM a 37°C y pH 6.3, y la Vi 217.8 U mg™" prot min™".

400

300 ~

Velocidad
N
o
o

[Sustrato]

Figura 5.5. Curva de saturacion de sustrato de la trehalasa de nodulos de
P. vulgaris.
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Figura 5.6. Determinacion del valor de Ky, y Vinax de la trehalasa de nddulos de
P. vulgaris en una representacion de la grafica de Lineweaver-Burk.

5.1.2.6. Activadores e inhibidores

Se ensayo el efecto de varios compuestos como posibles activadores o
inhibidores de la actividad trehalasa que se muestran en la tabla 5.3. Los
iones metalicos Na* y Mn®" incrementaron la actividad trehalasa alrededor
de un 30% y el Mg*" un 26%, mientras que el EDTA y el Fe’" disminuyeron
su actividad un 50% y un 70% respectivamente y el Hg" en un 95%.

Tabla 5.3. Influencia de varios efectores sobre la actividad
trehalasa de nddulos de P. vulgaris. La actividad relativa se
expreso en porcentaje de actividad en ausencia de efectores

Efectores Actividad
(10 mM) (%)
Control 100.0
Na" 133.3
Mn** 131.4
Mg** 125.7
Li 117.1
Co** 114.3
K 108.6
Ca* 100.0
Fe** 20.0
Hg" 5.7
EDTA 53.6
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5.1.3. Inmunodeteccion de la trehalasa en P. vulgaris

Se llevaron a cabo dos tipos de estudios: en el primero de ellos se abordo
la localizacion de la trehalasa en diferentes o6rganos de la simbiosis P.
vulgaris-R. tropicci CIAT 899 en floracion (28 dias); en el segundo, se
sigui6 la ontogenia de esta proteina nodular en distintos estados fenologicos:
crecimiento vegetativo (21 dias), floracion (28 dias) y fructificacion (35
dias). La trehalasa se detectd por inmunodetecciéon de la proteina en
extractos crudos de diferentes o6rganos mediante western blot, utilizando
anticuerpos policlonales especificos anti-trehalasa obtenidos a partir de
suero de conejo inmunizado con la proteina purificada de nddulos de P.
vulgaris.

5.1.3.1. En hoja, raiz, nddulo y flor

La actividad trehalasa en diferentes 6rganos de P. vulgaris se representa
en el diagrama de barras de la figura 5.7. Se detect6 actividad en todos los
organos de la planta estudiados, correspondiendo la maxima actividad a
noédulos, donde fue 5, 3 y 2 veces mayor que la obtenida en hoja, flor y raiz
respectivamente.
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Figura 5.7. Actividad trehalasa en hoja, raiz, nodulo y flor de P. vulgaris a
los 28 dias de cultivo.

La inmunodeteccion de la proteina de extractos crudos de cada uno de
los 6rganos, mostrd una banda visible en nédulo que también se visualiza en
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el extracto de raiz no detectandose la proteina en hoja (Fig. 5.7). En flor
podemos observar una banda reconocida especificamente por el anticuerpo
con un tamafio diferente a la de nodulo y raiz, lo que indicaria la presencia
de una isoforma de trehalasa en este 6rgano.

F R H N

Figura 5.8. Proteina de la trehalasa en flor (F), raiz (R), hoja (H) y nodulo
(N) de P. vulgaris a los 28 dias de cultivo.

5.1.3.2. En la ontogenia del nédulo

El estudio de la actividad trehalasa en nddulos de P. vulgaris en
diferentes estados fenoldgicos del crecimiento y desarrollo de la planta (Fig.
5.9), pone de manifiesto que en el crecimiento vegetativo se detecta mayor
actividad, que decrece un 10% en la etapa de floracion y un 30% en la de
fructificacion, cuando los nodulos son senescentes.
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Figura 5.9. Actividad trehalasa en noédulo de P. vulgaris a los 21
(vegetativo), 28 (floracion) y 35 (senescencia) dias de cultivo.

La inmunodeteccién de la proteina (Fig. 5.10) mostré como el descenso
de actividad trehalasa detectado, se corresponde con una disminucion en la
cantidad de proteina de trehalasa presente en los extractos de nodulo.
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Figura 5.10. Proteina de la trehalasa en nddulo de P. vulgaris a los 21
(vegetativo), 28 (floracidon) y 35 (senescencia) dias de cultivo.
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5.2. Purificacion y caracterizacion de la trehalasa de nddulos de
M. sativa

5.2.1. Purificacién

La purificacion de la trehalasa nodular de M. sativa se realizé siguiendo
el mismo protocolo que para la de P. vulgaris (5.1.), a excepcion de la
electroforesis en gel de poliacrilamida que no se pudo llevar a cabo. El

rendimiento en cada uno de las etapas de purificacion se indica en la tabla
5.4.

Tabla 5.4. Purificacion parcial de la trehalasa de
nodulos de M. sativa

. .. Rendimient  Factor d
Etapa de purificacion endimien actor de

0 purificacion
(%)
Extracto crudo 100 1.0
(NH4)2SO4 (30-70%) 54 2.5
DEAE Sefarosa (1) 36 6.0
DEAE Sefarosa (2) 25 9.0
Sefacril S-300 24 22.0

Una vez obtenido el extracto crudo de nddulo se procedié a concentrar la
trehalasa mediante precipitacion fraccionada con sulfato de amonio entre el
30% y 70% de saturacion, lograndose un rendimiento del 54% y un factor
de purificacion de 2.5. Por cromatografia en DEAE-sefarosa (del extracto
precipitado con sulfato de amonio) se purificé la enzima 9 veces, con un
rendimiento del 25%. En el siguiente paso de gel filtracion con sefacril S-
300, la enzima fue purificada 9 veces con un rendimiento del 24%. El
purificado parcial fue utilizado para la caracterizacion de la enzima.

5.2.2. Caracterizacion
5.2.2.1. Efecto del pH

Se determiné el efecto del pH en la actividad trehalasa en un rango de
2.7 a 9.0, como se muestra en la figura 5.11, donde se observa una mayor
actividad a pH 3.6 y 7.5 con los tampones citrato y tricina respectivamente.
La enzima mostrd un pH 6ptimo entorno a 3.9 con el tampon citrato/NaOH,
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mientras que valores de pH inferiores a 3.3 y mayores que 7.5 inhibieron
fuertemente la actividad.
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Figura 5.11. Actividad de la trehalasa de nodulos de M. sativa a diferentes

pH. La mezcla de reaccion contenia los tampones a una concentracion 50
mM: [ citrato-NaOH (pH 3.0-5.4), O MES-KOH (pH 5.4-7.2), A tricina-
KOH (pH 7.2-9.0).

5.2.2.2. Estabilidad térmica y temperatura éptima

La temperatura Optima se determind comparando la tasa de hidrolisis de
trehalosa a temperaturas comprendidas entre 25°C y 75°C. Este experimento
mostrd que la temperatura 6ptima de la trehalasa es de 60°C (Fig. 5.12). La
enzima fue relativamente estable al aumento de temperatura ya que mantuvo
su actividad casi intacta después de 30 min de preincubacion sin sustrato a
40°C, sin embargo, la preincubacion a 45°C y 50°C provocd una pérdida del
15% y 20% de actividad respectivamente, llegdndose a casi la inactivacion
completa a los 60°C.
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Figura 5.12. Termoestabilidad (A) y temperatura 6éptima (O) de la trehalasa
nodular de M. sativa. Para la determinacion de la termoestabilidad, la
enzima fue preincubada en MES-KOH pH 6.3 durante 30 min a las
temperaturas indicadas, después se afiadié a la mezcla trehalosa 100 mM y
se midio 1a actividad.

5.2.2.3. Especificidad de sustrato

La trehalasa purificada de nodulos de M. sativa no tuvo una alta
especificidad por el sustrato, ya que como se muestra en la tabla 5.5, fue
capaz de hidrolizar los enlaces a-glucosidos de la sacarosa, celobiosa,
lactosa, rafinosa, melobiosa, y débilmente el de la maltosa en las
proporciones que se especifican en la tabla respecto de la trehalasa.
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Tabla 5.5. Especificidad de sustrato para la trehalasa parcialmente
purificada de nodulos de M. sativa

Sustratos Actividad
(50 mM) (%)
Trehalosa 100.0
Sacarosa 87.2
Celobiosa 70.2
Lactosa 57.4
Rafinosa 57.4
Melobiosa 53.2
Turanosa 38.3
Maltosa 25.5

5.2.2.4. Activadores e inhibidores

Se ensay¢ el efecto de posibles activadores o inhibidores de la trehalasa,
como se muestra en la tabla 5.6. Todos los iones metalicos ensayados
excepto el Fe** y el Hg" incrementaron la actividad, siendo este incremento
del 44% con el Mn*" y del 34% con el Co”". Solo actuaron como inhibidores
de la actividad enzimatica en este estudio el Fe’*, que redujo la actividad un
70% y el Hg™ que la inactivd completamente.

Tabla 5.6. Influencia de varios efectores sobre la trehalasa
de nédulos de M. sativa. La actividad relativa se expreso en
porcentaje de actividad en ausencia de efectores

Efectores Actividad
(5 mM) (%)
Control 100
Mn** 144
Co* 134
Mg** 131
Na© 122
EDTA 119
Ca*" 119
Li 116
K' 113
Fe** 31
Hg" 0
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5.3. Clonacién y analisis de expresion del gen que codifica para la
trehalasa nodular de M. truncatula

5.3.1. Clonacion del ADNc

La clonacién se realizd mediante PCR utilizando los oligonucledtidos
MtTrel y MtTre2 (material y métodos 4.8.2.6.) a partir de ADNc obtenido
de ARN de nodulos, hojas y raices de M. truncatula. La amplificacion del
ADNCc mediante PCR se realiz6 de forma independiente para cada tejido y
obtuvo una banda idéntica para los tres tejidos estudiados. La banda
obtenida se clond en el vector comercial pPCRScript (Stratagene) en el sitio
Srfl (Smal) del vector siguiendo los protocolos de ligacion y transformacion
recomendados por el fabricante (Figura 5.13). Los clones obtenidos fueron
secuenciados, usando oligonucleotidos (universales y reverso) presentes en
el plasmido de clonacion, para comprobar la veracidad de los mismos. El
tamafio exacto de las bandas que se obtuvieron fue de 774 pares de bases
(Figura 2).

———— +)
Ampicilina lac?'
_—Kpn'l
pPCR-Script Amp SK(+) >
o ——3Sacl
3.0 kb _
/.'TF lac
;:IU:: on-
MtTre2 EcoR1
Kpnl EcoRlL — Sacl

MtTre
mtTrel

Figura 5.13. Esquema de la clonacion de las bandas amplificadas a partir
de los ADNc de los diferentes tejidos. Todos los clones obtenidos tenian
la misma orientacion respecto del sitio ECORI del vector.
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La secuencia de nucledtidos amplificada fue idéntica en nddulos, raiz y
hoja sin encontrarse diferencias a lo largo de toda la secuencia. El analisis
de las correspondientes secuencias de aminodcidos (Figura 5.14) revel6 que
se trataba de una proteina con alta homologia con proteinas de trehalasas lo
cual nos indic6 que la amplificacion y clonacion se habian llevado a cabo de
forma correcta.

Siguiendo la nomenclatura de otras trehalasas de plantas, designamos
MTTRE1L para el gen trehalasa de Medicago truncatula. La secuencia de
nucledtidos contiene un marco de lectura abierto de 258 aminoacidos, y fue

depositada en un banco de genes con el numero de acceso EF012278.

1 TATGAGATAT

ACGCTAGGAC

61 CTGAAAGAGC
121GGTTGCACTC
181 TCCACAATGG
241 TACCGTGAAC
301CACCCTCCCA
361TTTCTACTTG
421ACTGCTGAAC
481 TGGAATGCAA
541GTTCAAGTTT
601 TTGTGGATGA
661 AAAACCTCTG
721CAGTGGGACT

ACGAGTTTTG
GCACTTTAAA
ACAAGGCATC
TAGCATCAGC
ACTTCACAAC
GGATGGAACT
ACTTCCTGCA
ACATGAAACA
GGGATACCCT
AGCCATTTTA
GCCTGCTTCG
TCCCAAATGG

TGGTGATATA
GAATTCAGAT
TCGCTATTAT
TGCTTCCAAG
TGCTGAATCA
ATTGTCTACA
TAATATTGCC
AATTTCTGAT
ATGGCTTGAT
GCACCAGAAT
CTCAGATGCT
TGCCGCTGGA
TTGGGCTCCA

GAATTAGTTA
ATACATAAAG
GCAAGGTGGA
TTCACGACTG
GGATGGGATT
ACATCAGTGA
TTCTTTGCAA
GTTAGAAAGG
TCCTGGCTCA
CAAAATGTAT
TTGCTAGTGA
GTTGCAACTT
CTTCAACACA

AAAGGTCTCT
TGAACATTTC
ACAAACCAAG
TTTCAGAAAA
TCAGCACAAG
TACCTGTTGA
ATGTTACTGG
AGGCAATTAA
GCAATACCAC
TTGCTTCCAA
GTGATGTTCT
CTTTGAGTGA
TGTTAGTTGA

GCCTGCACTA
GGATGCTCAA
GCCAGAATCG
ACAACATTTT
ATGGATGAGA
TTTAAATGCA
AGATAATAGG
CTCGGTTTTC
ACATGAGAAG
TTTTGTTCCT
TAAAAGTCTC
TTCAGGACAG
AGGC

Figura 5.14. Secuencia nucleotidica parcial del ADNc de MTTRE1

1 YEIYARTGDI ELVKRSLPAL LKEHEFWNSD IHKVNISDAQ GCTRTLNRYY ARWNKPRPES
61 STMDKASASK FTTVSEKQHF YRELASAAES GWDFSTRWMR HPPNFTTLST TSVIPVDLNA
121FLLGMELNIA FFANVTGDNR TAEHFLQISD VRKEAINSVF WNANMKQWLD SWLSNTTHEK
181VQVWDTLHQN QNVFASNFVP LWMKPFYSDA LLVSDVLKSL KTSGLLRAAG VATSLSDSGQ
241QWDFPNGWAP LQHMLVG

Figura 5.15. Secuencia aminoacidica parcial de la proteina MTTRE1
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ATTRE1L YYTNRSQPPLLSSMVYE[RINVIKEEELYRKA I L S Y EFINSCKEKVY
GMTREL ~  ——mmmmmmmmmmo YE[RINSLIGEVELYKRSLIGANESGE Y EFINSDIFKLT
MTTRELT ~  ——mmmmmmmmmmo o YELNIARLIGE 1 ELYKRSLIGAMMEHERINSD 1 [FKVN
OSTREL =~ ——mmmmmmmmmmm VLD[RMATGEMAFYRRV FlgSIIEEHSEIMEE VENVA
ATTRE1 IRBANSY DHVESEYAVINGREESS V FEEE SISGFSTMLERQREHRD 1
GMTRE1L 1 LBAQECTHTIENENYAK I DRGIREESS | MBKASIENFSSVSERQQFYRELA
MTTRE1 1 SBAQECTRTIENNYARINGIREESS TVMEKASISKF TTVSERQHEYRELR
OSTRE1 VMENHERVANES R QAMINZGREESAT I JEEFESKL STAA-EK[EYHQVA
ATTRE1L TARESECIES TRINEDPPNFIVMALITS VY RNV ELEK IEL D[RR MMKY

GMTRE1 SARESEWES TRINENPPNFLRILAITSV I GYRIENAGL MGJELNJAL FAKV
MTTRE1 SARESEWES TRIMEHPPNFLRIL SUTSV | GYRIENAGL MGELNIAFFANY
OSTRE1 STRE TEWRES SRINIEDS TOMURIL THSC 1 1 GYRIEN T | BKIIEQDIAFFAKL

ATTRE1L SEDQNGSDREVKASKAREKRFQTVFINEKAGEIMR YIS - - -- SSGENQ-
GMTRE1 TEDNSTAER[FLENSDLFKKAMDS I FINANKKSIRYINS - S - TCEEVHVW
MTTRE1 TEDNRTAEHFLQ 1 EDVEKERINSVANANMKSIRSIESNT - THEKVQVW
OSTRE1 1€ESTTSE I GSEASKARHNE1DSVLIINADMESIMRYIEP TDGNCQGVY QW
ATTREL ~ ————- ETNVESNEAR 1 INS INS---—-- BENLVKKYVTARKNSEH I AP
GMTRE1 KNEHQNONVESNEVELIMKPEYE------ BTSLVSSYVESEKTSENLRD
MTTRE1 DTLHQNONVZSNEVELIMKPFYE- - ---- DALLVSDYLKSEKTRENLRA
OSTRE1 KS 1 SQNRA I ZNEVELIL NAQHSGL EQFVEEAKSVRYMRSHQKSENL QP

ATTRE1L AGLINT SLUNSGQQWDEPNGWAPSQE [VeEel
GMTRE1 AGIZAT SLUEGOQWD gPNGWAPIQZ I EV/=eN
MTTRE1 AGYAT SRS GQQWDEPNGWAPNQLLEv
OSTRE1 AGLATSIEIGOOWD EPNGWAPQ M V=e

Figura 5.16. Alineamientos de las secuencias aminoacidicas de
trehalasas de Arabidopsis thaliana (ATTRE1), Glycine max (GMTREL1),
Medicago truncatula (MTTRE1) y Oryza sativa (OSTRE1).

GMTRE1 YEI'YASTGDYELVKRSLPALLKENEFWNSD IHK/BI1[EDAQGCT[ZTLNRYY
MTTRE1 YE ' YARTGDUEL VKRSLPALLKEFEFWNSD IHKWN ISDAQGCTRTLNRYY

GMTRE1 AWBKPRPESS|IMDKASASNFERV SEKQOFYRELASAAESGWDFSTRWMR|
MTTRE1 ARWNKPRPESSIMDKASAS|NFIIVSEKQEFYRELASAAESGWDFSTRWMR

GMTRE1 NPPNFTTLINTTSVIPVDLNAFLLGMELN I AIBFANVTGDNSTAERFL{ENSD
MTTRE1 FPPNFTTLETTSVIPVDLNAFLLGMELN I AIFFANVTGDNRETAEZFLOJISD

GMTRE1L HRKIATSHIFWNANEK QWL DYWL SIS TOEEVEVWERIEHONQNVFASNFVP
MTTRE1 VRKEA NS F N ANYK QWL DRWL NI TR E RV VWl HONQNVFASNE VP,

GMTRE1 LWVMKPFY SDISILVSEVIYSSLKTSGLLRBAGVATSLIIDSGQQWDFPNGWAP]
MTTRE1 LWMKPFYSDEYELVSVRESLKTSGLLRIAAGVATSLEDSGQQWDFPNGWAP)

GMTRE1 LQHML V(=€
MTTRE1 LOHMLVER

Figura 5.17. Alineamientos de las secuencias aminoacidicas de
trehalasas de Glycine max (GMTREl) y Medicago truncatula
(MTTRELD).
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La comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos de MTTREI
con las secuencias presentes en las bases de datos reveld que las mejores
identidades se obtuvieron con trehalasas de plantas y concretamente con
trehalasas de plantas, concretamente con ATTRE1 de Arabidopsis, con
OSTREI de arroz y con GMTRE]1 de soja (Figura 5.16). En todos ellos se
observa un alto grado de conservacion a lo largo de la proteina.

Sin embargo, la trehalasa de M. truncatula presenta la mejor identidad
con la trehalasa de soja (Glycine max), al menos en la secuencia parcial de
258 aminodcidos analizados (Figura 5.17).

En la figura 6 se muestra un arbol filogenético construido con secuencias
parciales de proteinas de diferentes trehalasas pertenecientes a organismos
de diferentes reinos. El andlisis muestra la existencia de 3 subgrupos
principales encontrdndose todas las de plantas dentro del mismo
agrupamiento.

ittre
Gmtre
Mitre
Ostre

_|
_(

Figura 5.18. Arbol filogenético de las secuencias deducidas de
aminoacidos de las trehalasas de diferentes organismos: Arabidopsis
thaliana (ATTRE), Glycine max (GMTRE), Medicago truncatula
(MTTRE), Oryza sativa (OSTRE), Neurospora crassa (NCTRE),
Escherichia coli (ECTRE), Tenebrio molitor (TMTRE), Bombix mori
(BMTRE), Rattus norvegicus (RATRE), Caenorhabditis elegans
(CETRE). El recuadro agrupa a las trehalasas de plantas.

Las identidades (en porcentaje) encontradas con diferentes trehalasas de
otros organismos se muestran en la tabla 5.7. MTTREI se encuentra
altamente conservada y presentd una alta identidad con las trehalasas de
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Arabidopsis (58%) y Oryza sativa (52%). Identidades menores también se
observaron con otros organismos como Caenorhabditis elegans (37%), Mus
musculus, Homo sapiens (34%), Escherichia coli y Bombix mori (32%), sin
embargo la mejor identidad se encontré con G. max (82%), siendo idéntica
casi a lo largo de toda la secuencia. Esta ultima observacion podria sugerir
que las trehalasas de leguminosas comparten un ancestro comun cercano.

Tabla 5.7. Identidades de proteinas de trehalasa de diferentes organismos
con la de M. truncatula.

Organismo % Identidad
Glycine max 82
Arabidopsis 58
Oryza sativa 52
Caenorhabditis elegans 37
Mus musculus 34
Homo sapiens 34
Escherichia coli 32
Bombix mori 32

5.3.2. Expresion del gen MTTREL en diferentes tejidos de M. truncatula

La expresion de MTTREL en los diferentes tejidos de M truncatula fue
analizada mediante RT-PCR a partir de preparaciones de ARN de los tejidos
a estudiar (nodulos, raices y hojas). Ademas se incluyo el gen constitutivo
Rib18S (ARN ribosémico 18 s) y un gen especifico de tejido MTENODA40
(Enod 40) como controles. La RT-PCR se realiz6 alcanzando el mismo
numero de ciclos para los tres genes. La figura 5.19 muestra que MTTRE1
se expresa en nodulos con relativa abundancia donde parece estar inducido
con respecto a las raices y hojas. El ribosémico 18s, utilizado como control
de expresion constitutivo, mostré una expresion similar en todos los tejidos
y Enod40, que fue usado como control de expresion tisular, esta altamente
inducido en ndédulos tal y como se esperaba.
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MTTRE1

ST v — —

Figura 5.19. Analisis de la expresion de MTTREL en hoja (H), raiz (R) y
nédulo (N) de M. truncatula. La expresion génica se analizd mediante
RT-PCR. Como controles de expresion génica se utilizaron el ADN
ribosomico 18S (constitutivo) y Enod40 (expresion especifica de tejido).

5.3.3. Expresion de MTTRE1l en nddulos de M. truncatula en

condiciones de salinidad

La expresion de MTTREL1 se analizdo mediante PCR cuantitativa a tiempo

real en ARN aislado de nodulos de plantas de M. truncatula que

previamente fueron tratadas con dosis 150 y 250 mM de NaCl durante 2, 4 y

8 horas incluyéndose en cada tiempo un control al que no se le aplico sal.

L1 Control I 150 mM NaCl E 250 mM NaCl

1.6
3 <
EH:J 1.2 I I
SE f
c = 1 l
83 0.8 -
&S
29 04
ol
o

0

2 4 8
Horas

Figura 5.20. Efecto de la salinidad sobre la expresion del gen MTTRE1
en nddulos de M. truncatula. E1 ARN se extrajo de nddulos de plantas
tratadas con 0, 150 y 250 mM NaCl durante 2, 4 y 8 horas. Los ARNs
fueron reverso transcritos y la expresion se ensayd mediante RT-PCR
cuantitativa a tiempo real usando oligonucledtidos gen-especificos para
MTTRE1L y el factor de elongacion EFI-a. El cambio inducido en la
expresion génica de MTTREL por la salinidad se calculd usando el
método 2724,
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Como se muestra en la figura 5.20, los niveles de transcripcion del gen
MTTREL disminuyeron con el tratamiento salino en los tres tiempos
estudiados, siendo este descenso del 65% a las 2 y 4 horas con 150 mM
NaCl y del 80% a las 8 horas. Con la dosis 250 mM de NaCl, el descenso no
mostrd una progresion en funcién del tiempo siendo del 50%, 20% y 80% a
las 2, 4 y 8 horas respectivamente respecto de los nodulos control.
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6. Metabolismo de la trehalosa en Bradyrhizobium japonicum en vida
libre y en simbiosis con Glycine max en ambiente salino

Un primer tipo de experimento se realizd con B. japonicum USDA
110 en vida libre, en el que se evalud el crecimiento en condiciones control
y de salinidad (40 mM NaCl) mediante D.O. y recuento de UFC (fig. 6.1.).
Ademas, se determinod el contenido de trehalosa durante el crecimiento del
cultivo (fig. 6.2.), y las actividades enzimaticas implicadas en su sintesis con
0y 40 mM NacCl a los 7 dias de cultivo (tabla 6.1.).

En el segundo tipo de experimento, plantas de soja inoculadas con
B. japonicum USDA 110 y tratadas con 100 mM NaCl dos semanas previas
a su cosecha, se recolectaron en floracidon, y se procedid a estudiar el
crecimiento y nodulacion de la planta, y a la obtencion de bacteroides del
nédulo. Para ello se separd la fraccion citosdlica y bacteroidal y se
determinaron las actividades trehalasa, trehalosa sintasa,
maltooligosiltrehalosa sintasa y trehalosa-6 fosfato sintasa.

6.1. En vida libre
6.1.1. Curvas de crecimiento

En la figura 6.1 se representan las curvas de crecimiento de
B. japonicum expresadas como D.O. y UFC con 0 y 40mM NaCl.

e 0 mM NaCl m 40 mM NaCl

25 ZUU
D.0. 600 UFC

2.0 160

1.5 1 120

1.0 1 80

0.5 40

0.0 0

24 48 72 96 120 144 168 24 48 72 96 120 144 168

Horas Horas

Figura 6.1. Curvas de crecimiento de B. japonicum USDA 110 en condiciones control
y tratadas con 40 mM NaCl expresada en densidad optica (D.O.) y unidades

formadoras de colonias (UFC). Cada punto es la media de 3 réplicas + SE.
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Entre las 24 y 72 horas, los cultivos se encontraban en fase de
crecimiento logaritmico, alcanzando la fase de crecimiento estacionario a las
96 horas de cultivo.

La mayor diferencia entre la D.O. de cultivos control y con sal se
encontré durante la fase de crecimiento logaritmico, cuando la D.O. de los
cultivos con sal fue entre el 10% y el 30% menor. Durante la fase de
crecimiento estacionario, esta diferencia se redujo, oscilando entre el 4% y
el 9% a los 168 horas de cultivo.

Las curvas de crecimiento realizadas mediante recuento de colonias
(UFC), mostraron que a las 96 horas de cultivo se obtiene el maximo nivel
de células viables, detectandose a las 168 horas un 12% menos de colonias.
El mayor efecto de la salinidad se observa a las 72 horas (fase logaritmica)
con un 50% menos de colonias en los cultivos con sal. Durante la fase
estacionaria de crecimiento, las diferencias entre los control y con sal
oscilaron entre el 35% y el 45% a las 168 horas.

6.1.2. Contenido de trehalosa

El contenido de trehalosa tanto si se expresa en funcion de la D.O.
como del nimero de UFC (figura 6.2), se incrementa durante los 7 dias de
cultivo, aunque el hecho mas destacable es la diferencia en el contenido de
trehalosa entre los control y con sal, en los que se observa un mayor
contenido.

e 0 mM NaCl m 40 mM NaCl

60 1.0
Trehalosa Trehalosa
0.8
40 A -
0 06 -
[N
)
2 0.4
20 - =
0.2 1
0 0.0
0 72 96 120 144 168 0 72 96 120 144 168
Horas Horas

Figura 6.2. Contenido de trehalosa en B. japonicum USDA 110 en condiciones control
y tratadas con 40 mM NaCl expresada en pg D.O." y pug UFC™. Cada punto es la media
de 3 réplicas +SE.
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Cuando el contenido de trehalosa se expresa por D.O., esta
diferencia oscila entre el 30% a las 72 horas y el 85% a las 120, 144 y 168
horas, mientras que cuando se expresa en UFC, la diferencia aumenta,
oscilando entre el 90% a las 72 horas y alrededor de 2.5 veces mas en los
otros tiempos de muestreo.

6.1.3. Actividades enzimaticas

Se determinaron las actividades trehalosa-6 fosfato sintasa,
maltooligosiltrehalosa sintasa y trehalosa sintasa en B. japonicum USDA
110 en vida libre, exponiéndose los resultados en la tabla 6.1 y el analisis de
varianza en la tabla A 6.7. del apéndice.

Las tres vias de sintesis de trehalosa conocidas (via TPS, MOTS y
TS), fueron activas en B. japonicum USDA 110 en vida libre, siendo la ruta
mayoritaria la catalizada por la actividad trehalosa sintasa, seguida de la
actividad trehalosa-6 fosfato sintasa. La actividad maltooligosiltrehalosa
sintasa solo represent6 un 3.7% de la actividad trehalosa sintasa.

La salinidad indujo un aumento de la biosintesis de trehalosa en la
bacteria en vida libre, que se manifestd con un incremento en la actividad de
las tres vias de sintesis: 80% MOTS, 40% TS y 60% TPS

Tabla 6.1. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg'1prot h™, maltooligosiltrehalosa sintasa (MOTS) y trehalosa sintasa (TS)
expresadas en nmol trehalosa mg'1 prot h” en B. japonicum USDA 110.

NaCl (mM) TPS MOTS TS
0 19.714° 1232 ° 32.921 °
40 31.156 ° 2.200 ° 46.941°
MDS (P < 0.05) 6.023 0.934 11.559
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6.2. Simbiosis G. max-B. japonicum
6.2.1. Analisis de crecimiento

El peso seco parte aérea, peso seco de la raiz, peso seco de la planta
y relacion raiz/parte aérea que se representan en la figura 6.3, los datos
numéricos se exponen en la tabla A 6.1 del apéndice.

El PSPA experiment6 un descenso del 65% como consecuencia del
tratamiento salino que se reflejo en el PSP, la raiz presentd6 una menor
sensibilidad a la salinidad con wuna disminuciéon del 45%, como
consecuencia de este comportamiento, la relacion RPA, aumentd en
respuesta a la salinidad el 70%.

3.0 0.5
[ PSP [ PSPA []PSR RPA [
25 ¢ 04 | 1
20 _
w 03[ :
15 S I
S 02 f
1.0 | >
0.5 011
0.0 0.0
0 100 0 100
Dosis de NaCl (mM) Dosis de NaCl (mM)

Figura 6.3. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso seco
de planta (PSP) y relacion raiz/parte aérea (RPA) de plantas de soja inoculadas
con B. japonicum USDA 110 y tratadas con 0 y 100 mM NaCl a las 6 semanas
de cultivo. Cada barra es la media de 6 réplicas + SE.

6.2.2. Fijacion de nitrogeno

Relacionado con el proceso de fijacion de nitrogeno, se determiné la
masa nodular, asi como su relacion con el peso seco de parte aérea (PNN),
tal como se expone en la figura 6.4. Los datos numéricos de estos
parametros y su analisis de varianza estan reflejados en las tablas A 6.3 y A
6.4 del apéndice.
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El peso seco de nddulos mostrd una disminucion del 60% con la
dosis 100 mM NaCl, lo que indica una inhibicion paralela al descenso del
crecimiento de la planta. El peso normalizado de nddulos aumentd
ligeramente con la salinidad, aunque esta variacidon no fue estadisticamente
significativa, lo que indica que la salinidad afectd6 de igual manera a la
biomasa de la parte aérea de la planta y a la nodular.

0.15 0.08
PSN PNN [
J
0.06 r I
0.10 | ; & !
7
o
"o 004 |
z
0.05 | e
I o 0.02 +
0.00 0.00
0 100 0 100
Dosis de NaCl (mM) Dosis de NaCl (mM)

Figura 6.4. Peso seco de nddulos (PSN) y peso normalizado de nédulos (PNN)
de plantas de soja inoculadas con B. japonicum USDA 110 y tratadas con 0 y
100 mM Nacl a las 6 semanas de cultivo. Cada barra es la media de 6 réplicas +
SE.

6.2.3. Metabolismo de la trehalosa: bacteroide y citosol nodular

En la figura 6.5 se muestran las actividades enziméaticas implicadas
en la sintesis de trehalosa, comparandose las actividades obtenidas en
bacteroides aislados de nodulos de soja y en B. japonicum USDA 110 en
vida libre, también se expone la actividad trehalasa en el citosol nodular.
Los datos numéricos de estas actividades enzimaticas y el analisis de la
varianza se localizan en las tablas de la A 6.5. a la A 6.8. del apéndice
(ambas inclusive).

Las tres rutas de biosintesis de trehalosa estudiadas (via TPS, MOTS
y TS) fueron activas en bacteroides al igual que en la bacteria en vida libre,
siendo la ruta mayoritaria la catalizada por la actividad trehalosa sintasa,
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que representd el 70% del total de la actividad biosintética de trehalosa en
bacteroides. La actividad maltooligosiltrehalosa sintasa fue la segunda
enzima mas activa en bacteroides, ya que representd el 30% del total de la
biosintesis, mientras que en la bacteria en vida libre solo represent6 un 2%,
lo que indica que esta actividad se induce en el proceso de nodulacion. La
actividad trehalosa-6 fosfato sintasa, por el contrario, se inhibié durante el
proceso de nodulacion, representando tan solo el 1% de la sintesis de
trehalosa en el bacteroide, mientras que en la bacteria en vida libre fue la
segunda mas activa.

B Bacteroide ] Bacteriaenvidalibre [ Citosol nodular
35 40
TPS [ MOTS
30 - \ =
S 30 t
25 - &
20 I g
! S 20 |
15 2
[
10 g 10 F
51 :
[
0 0
Control Sal Control Sal
80 10
TS = TRE
1S
- 8 [
60 5 [
o j
IE’ 6 |
40 r o
o 4t
2
- o
20 s 5
o
=
0 0
Control Sal Control Sal

Figura 6.5. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS), maltooligosiltrehalosa
sintasa (MOTYS) y trehalosa sintasa (TS) en B. japonicum USDA 110 en vida libre
tratadas con 0 y 40 mM NacCl, en bacteroides de nédulos de soja con 0 y 100 mM
NaCl, y actividad trehalasa (TRE) en citosol nodular de soja. Cada barra es la
media de 3 réplicas + SE.
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En bacteroides el efecto de la salinidad fue menor y mas desigual, en
comparacion con la bacteria en vida libre, incrementandose las actividades
MOTS y TS un 15% y 7% respectivamente, y disminuyendo la TPS un
30%.

La actividad trehalasa del citosol nodular, experimentd una
inhibicion por la sal del 30%, presentando un comportamiento similar al
detectado en nddulos de L. japonicus y M. truncatula (experimentos 1y 2).

6.2.4. Contenido de azlcares del nédulo

El carbohidrato mayoritario en nodulos de soja fue la sacarosa
(figura 6.6), con una proporcidon 5.6 y 4 veces mayor que trehalosa y
maltosa, y un 62% mayor que glucosa. Estas proporciones se mantuvieron
en condiciones de salinidad para la trehalosa, puesto que la diferencia entre
sacarosa, y maltosa y glucosa en estas condiciones, aumentaron a 10 y 2.3
veces. Esto se debid a que en respuesta al estrés salino, el contenido de
sacarosa se incrementd un 60%, mientras que la glucosa apenas aumento
con la salinidad (10%), y la maltosa decrecié un 35%. La trehalosa por el
contrario, experiment6 un incremento con la salinidad similar al de la
sacarosa (70%).

La concentracion de maltosa, que decrecid6 en condiciones de
salinidad, no afect6 a la actividad TS (figura 6.5), que se mantuvo constante
independientemente de la concentracion de sustrato.
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Figura 6.6. Contenido de sacarosa, trehalosa, maltosa y glucosa y en noédulos de
plantas de soja inoculadas con B. japonicum USDA 110 y tratadas con 0 y 100
mM NacCl a las 6 semanas de cultivo. Cada barra es la media de 3 réplicas + SE.
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Discusion

1. Efecto del estrés salino en la simbiosis M. truncatula-S. meliloti y
L. japonicus-M. loti desde el inicio del cultivo (long-term)

La salinidad provoca una disminucion del crecimiento y desarrollo de
las plantas, y estas y desarrollan procesos y estrategias morfoldgicas y
fisiologicas que les permiten sobrevivir en esas condiciones. La capacidad
de adaptacion a la salinidad puede variar considerablemente entre diferentes
especies de leguminosas (Laiichli, 1984), por lo que la sensibilidad y/o
tolerancia a la salinidad de M. truncatula y L. japonicus cultivadas en
condiciones simbidticas es diferente.

En las dos especies estudiadas, la sal provocé una disminucion
significativa del peso seco de la planta (fig. 1.1), que afectd tanto al peso
seco de parte aérea como de raiz. Resultados similares se han obtenido con
leguminosas como haba (Zahran y Sprent 1986), soja (Grattan y Maas
1988), garbanzo (Soussi et al., 1999) y guisante (Cordovilla et al., 1999). En
este estudio se evidencia que tanto el peso seco de parte aérea como de raiz
fueron mas severamente afectados en M. truncatula que en L. japonicus.

El crecimiento de la raiz respecto de la parte aérea, definido aqui
como relacion raiz/parte aérea (RPA), se ha considerado como un aspecto
morfologico que influye en el rendimiento o eficiencia de la planta en
cuanto la raiz es un sumidero de carbohidratos procedentes de la hoja. En
este trabajo se observa que en L. japonicus la disminucion del peso seco de
raiz es igual a la disminucion de la parte aérea, lo que explica que la relacion
RPA se mantenga constante en todos los tratamientos, mientras que en
M. truncatula una mayor sensibilidad de la raiz a la salinidad provoca una
disminucion de la relacion RPA. Este resultado contrasta con el obtenido
con leguminosas de grano como Vicia faba (Cordovilla et al., 1994), Cicer
arietinum (Soussi et al., 1998) y Phaseolus vulgaris (Khadri et al., 2006) en
las que se produjo un incremento de la relacion RPA en condiciones de
salinidad, lo que evidencié una mayor sensibilidad de la parte aérea a la
salinidad en estas especies. Wignarajah (1990) observd que la sal inhibia
mas el crecimiento de la parte aérea que de la raiz, relacionando este hecho
con la hipétesis del equilibrio funcional de Munns (1993) segun la cual, la
inhibicion de la actividad fisiologica de las hojas y el incremento de los
requerimientos de la raiz para buscar agua y elementos minerales,
necesarios para la planta, daria lugar a un desplazamiento de los nutrientes
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hacia la raiz. También Ocana et al., (1998) establecen en un estudio
realizado con diez genotipos de Vicia faba, que una elevada relacion
raiz/parte aérea puede estar relacionada con un bajo suministro de
nutrientes.

El peso seco de nodulos se redujo significativamente con la dosis
menor de sal en L. japonicus mientras que en M. truncatula la disminucion
no fue significativa (fig. 1.2). Esta disminucioén puede ser debido al efecto
adverso en el proceso de infeccion, en el inicio de la nodulacion, en el
numero de nédulos formados, o en el desarrollo del ndédulo (Zahran 1999).
En este sentido, el déficit hidrico inducido por la salinidad, podria
condicionar el mayor efecto de la salinidad observado sobre los nodulos
determinados, ya que en estos, es la expansion celular mas que la division
celular la responsable del incremento del tamafo del ndédulo (Brown and
Walsh, 1994).

Cuando el peso seco de nodulos se relaciona con el crecimiento de la
parte aérea de la planta, se obtiene el peso normalizado de nodulo,
considerado como un indice de crecimiento adecuado para relacionar el
efecto de determinadas condiciones adversas sobre el crecimiento nodular
en relacion con el de la planta. El PNN es mayor en la simbiosis de
L. japonicus que en la de M. truncatula (fig. 1.2), lo que indica una mayor
eficiencia de los nodulos determinados de L. japonicus respecto de los de
M. truncatula, otro aspecto destacable, es el aumento del peso normalizado
de los nodulos de M. truncatula con la salinidad, lo que indica una pérdida
de la productividad de la nitrogenasa por efecto de la sal que se refleja en
una disminucion de la parte aérea, mientras que la masa nodular permanece
constante.

La actividad nitrogenasa aparente, total y la tasa de fijacién del
nitrogeno, es superior en L. japonicus que en M. truncatula, lo que indica
una mayor capacidad fijadora de nitrogeno de los nddulos determinados
frente a los indeterminados. El contenido de leghemoglobina también es
superior en nodulos de L. japonicus mientras que en los de M. truncatula,
estos resultados estan de acuerdo con la observacion de que en nddulos
indeterminados, solo parte del tejido contiene leghemoglobina y es fijador
de nitrogeno (Sprent, 1979; Hirsch, 1992). La reduccién en el contenido de
leghemoglobina en condiciones de salinidad en nodulos de M. truncatula
podria limitar la difusion de oxigeno hacia los bacteroides, afectando al
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proceso de respiracion tal como observaron Fernandez-Pascual et al. (1996)
en nddulos de guisante en condiciones de estrés salino. Por el contrario, en
L. japonicus el contenido de leghemoglobina aumentd, probablemente
debido a la disminucion de la masa nodular por el estrés osmoético inducido
por la sal.

El efecto de la salinidad sobre la actividad nitrogenasa también
presenta diferencias entre ambas especies, de manera que en M. truncatula,
esta actividad solo se vio limitada por la dosis mayor de sal y en
L. japonicus el descenso de la actividad fue proporcional al incremento de la
salinidad en el medio. Se asume con estos resultados que en L. japonicus la
nitrogenasa es mas sensible a la salinidad que el proceso de nodulacion,
coincidiendo con lo descrito por Rao et al. (2002), que atribuyeron este
fenomeno a un efecto directo del NaCl sobre la nitrogenasa. En
M. truncatula, el mantenimiento de la masa nodular pudo ser responsable de
un menor efecto de la salinidad sobre la nitrogenasa, ya que parece que la
planta también puede regular el crecimiento de los nddulos aumentando su
tamafio en condiciones adversas.

El fotosintato es transportado a los nodulos prioritariamente como
sacarosa, que puede ser hidrolizada por la sacarosa sintasa e invertasa
alcalina, activas en un amplio rango de especies de leguminosas como
Trifolium repens, Phaseolus vulgais, Lotus corniculatus y Lupinus albus
(Gordon 1992) entre otras. En este trabajo se ha mostrado que las dos
enzimas son activas en nodulos de L. japonicus y M. truncatula, aunque la
actividad sacarosa sintasa fue menor en noédulos de L. japonicus (fig. 1.3), lo
que podria compensarse con la mayor actividad invertasa detectada en los
mismos. Ambas enzimas, presentan una mayor sensibilidad a la sal en
nédulos de M. truncatula, mientras que en los de L. japonicus las
diferencias por efecto de la sal fueron menores. Fernandez-Pascual et al.
(1996) mostraron que la salinidad inducia una disminucion de la actividad
sacarosa sintasa en nddulos de guisante, confirmandose mas tarde por
Gordon et al. (1997), que la sacarosa sintasa estaba implicada en la
respuesta de nodulos de soja a un amplio rango de estreses abidticos entre
los que se incluyen la salinidad. En estas condiciones, se observa como el
descenso de la actividad sacarosa sintasa presenta una elevada correlacion
con la actividad nitrogenasa en ambas especies, de acuerdo con lo
observado por Gordon et al. (1997) en nddulos de soja y Galvez et al.
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(2005) en nodulos de guisante en condiciones de estrés hidrico. La
disminucién de estas actividades enzimaticas, provocan una acumulacion de
azucares en condiciones de estrés (Gonzalez et al., 1995). El metabolismo
de los sustratos carbonados procedentes de la hidrdlisis de la sacarosa, ha
sido estudiado en nodulos determinados de G. max (Gordon 1992), Vicia
faba (Ocana et al., 1999) y P. vulgaris (Lina 2000), sin embargo este
metabolismo no se conoce tanto en nddulos indeterminados, aunque existen
experimentos realizados en ndédulos de Cicer arietinum (Soussi et al., 1998).

Los niveles de actividad malato deshidrogenasa en el citosol nodular
de L. japonicus y M. truncatula son semejantes a diferencia de la actividad
fosfoenolpiruvato carboxilasa, que presenta una actividad 5 veces mayor en
ndédulos de L. japonicus (fig. 1.3), esto podria relacionarse con la mayor
actividad nitrogenasa observada en estos nodulos, ya que las actividades
MDH y PEPC en el citosol nodular producen malato, que es el principal
sustrato energético para el bacteroide (Garnazarska y Ratajczak 1999). La
inhibicion de estas actividades enzimadticas en condiciones de estrés salino
se puede relacionar con la disminucion de la actividad nitrogenasa, debido a
un menor aporte de malato a los bacteroides. No obstante, en nddulos de
guisante (Delgado et al., 1993) y garbanzo (Soussi et al., 1998) se
observaron incrementos de la actividad PEPC por la salinidad, por lo que el
estimulo de la via PEPC-MDH por el estrés salino podria depender de la
especie de leguminosa. En general, la mdxima actividad de las enzimas
formadoras de acidos dicarbosilicos PEPC, MDH e ICDH se detecta en
nddulos de L. japonicus, y ademas fueron menos sensibles a la sal que las
obtenidas en los de M. truncatula. En ambas leguminosas muestran una
elevada correlacion con la actividad SS y el contenido de sacarosa en el
nddulo (tablas 1.6 y 1.7), que indicaria una correlacion en la disponibilidad
de este sustrato con la actividad de estas enzimas.

La concentracion de trehalosa y la actividad trehalasa en nodulos de
L. japonicus muestra una correlacion negativa (r=-0.70), mientras que la
actividad trehalasa nodular tiene una mayor correlacion con la actividad
nitrogenasa tanto en nddulos de L. japonicus como de M. truncatula, en
lugar de con la disponibilidad de sustrato, tal como observaron Miiller et al.
(1994). Ademas, la actividad trehalasa es mayor en nddulos de L. japonicus
respecto de los de M. truncatula (fig. 1.4). Estos resultados estan de acuerdo
con los de Miiller et al. (1994), que demostré una mayor actividad trehalasa
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en nodulos efectivos de soja respecto de nddulos inefectivos. Nuestra
hipotesis de partida es que el control de la concentracion de trehalosa en los
nddulos se debe principalmente a la actividad trehalasa, ya que se trata de
una proteina inducida en el nddulo (Miiller et al., 1995), aunque nuestros
resultados indican que el control de la trehalosa en el nodulo puede estar
influenciado por otros factores como la fijacion de nitrogeno. La actividad
trehalosa-6-fosfato sintasa, responsable de la sintesis de trehalosa en el
nddulo, se inhibiod por efecto de la salinidad en ambas especies (fig. 1.4), por
lo que la acumulacion de trehalosa observada en los nddulos en condiciones
de salinidad, debi6 estar mediada por una serie de mecanismos hasta ahora
desconocidos.

La sacarosa es el carbohidrato mayoritario en los nddulos de ambas
especies del mismo modo que lo fue en nddulos de lenteja (Chopra et al.,
2003). Su concentracion disminuye con el aumento de sal en el medio (fig.
1.5), resultados opuestos a los encontrados en nédulos de otras especies de
leguminosas en condiciones de estrés salino, como en Lupinus albus
(Fernandez-Pascual et al., 1996), y Medicago sativa (Fougére et al., 1991);
donde este incremento refleja el efecto osmorregulador de la sacarosa en
muchas especies vegetales. En nodulos de soja (Miiller et al., 1996) y
guisante (Galvez et al., 2005) en condiciones de estrés hidrico, las
concentraciones de sacarosa se multiplicaron, junto con el descenso de las
actividades enzimaticas que catalizan su hidrolisis, lo que justificaria su
acumulacion (Gonzalez et al., 1995). La reduccion de la acumulacion de
sacarosa en nodulos de L. japonicus y M. truncatula, podria relacionarse
con una reduccion del flujo de sacarosa desde la parte aérea hacia los
noédulos, como se deduce de la disminucion de la eficiencia fotosintética y
del contenido de clorofila en ambas especies en condiciones de estrés salino.
La maltosa presenta un comportamiento similar al de la sacarosa frente al
estrés salino, mostrando una correlacion significativa con las actividades
MDH y PEPC (tablas 1.4y 1.5).

La trehalosa es el tUnico azucar analizado en el nddulo cuya
concentracion aumenta en respuesta a la salinidad en ambas especies, al
igual que se observo con anterioridad en nodulos de Medicago sativa
(Fougere et al., 1991) y en nddulos de soja en condiciones de estrés hidrico
(Miiller et al., 1996). Estos resultados apoyarian el posible papel de la
trehalosa como osmoprotector en condiciones de estrés (Sanpedro y Uribe,
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2004), sin embargo, en todos los casos anteriormente citados, la
concentracion de trehalosa no supuso mas de un 2.5% del total de
carbohidratos del nodulo, por lo que su concentracion era demasiado baja
como para contribuir eficientemente a la osmorregulacion en el nodulo. No
obstante, la trehalosa puede contribuir a la estabilizacién de proteinas y
membranas frente a los dafos causados en condiciones de estrés como
indicaron (Elbein et al., 2003; Sanpedro y Uribe, 2004).

Con el estrés salino se observa una reduccion del contenido de
aminoacidos de los nédulos de ambas especies, aunque el efecto es mas
significativo en nodulos de M. truncatula. Este efecto es diferente al
descrito por Soussi et al. (1998) en noédulos de garbanzo, y por Gordon et al.
(1997) en nddulos de soja, donde el estrés produjo una acumulacion de
aminoacidos. Estas diferencias podrian explicarse por la especie vegetal y/o
el tiempo de aplicacion de la sal. Sin embargo, en M. truncatula el
contenido de aminoacidos en hojas tiende a aumentar con la salinidad, lo
que coincide con los autores citados anteriormente. La acumulacion
selectiva de aminoacidos intracelulares, u otros solutos orgénicos, es una
respuesta fisioldgica en muchos organismos al estrés osmotico (Gilbert et
al., 1998), puesto que participan en el ajuste osmotico de la planta (Nolte y
Hanson 1997).

La prolina, se acumula en bacterias (Miller y Wood 1996) y en plantas
(Delauiney y Verna 1993) en respuesta al estrés osmotico. El contenido de
prolina se analizd en hojas, raices y nddulos de las plantas observandose la
mayor acumulacion de prolina en respuesta a la salinidad en hojas de
M. truncatula. Las concentraciones mas altas de prolina en hojas se asocian
a variedades mas sensibles a la salinidad (Soussi et al., 1999), pudiendo
considerarse una consecuencia del dafio provocado por el estrés (Lutts et al.,
1996), contradiciendo la funcidon osmoprotectora cldsicamente asignada a
este compuesto, en este sentido se detecta una mayor acumulacion de
prolina en hojas y raiz de M. truncatula, lo que indicaria una mayor
sensibilidad a la salinidad de esta especie.

El contenido de almidon en nddulos de M. truncatula
(indeterminados) es 12 veces mayor que en los de L. japonicus
(determinados), lo que podria relacionarse con el hecho de que en nodulos
indeterminados se almacena almidén tanto en células infectadas como no
infectadas, mientras que en los nddulos determinados, no se detecta almidon
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en células infectadas (Gordon, 1992). El incremento del contenido de
almidén en noédulos de L. japonicus, podria estar relacionado con la
disminucién de los niveles de sacarosa debido a la formacion de ADP-
glucosa por la actividad sacarosa sintasa (Pozueta-Romero et al., 1999).
Zrenner et al. (1995), sugirieron que en algunos tejidos la sacarosa sintasa
se encuentra directamente implicada en la sintesis de almidén, lo que
explicaria porqué los niveles de almidon decrecieron de forma paralela a la
disminucion de actividad sacarosa sintasa en M. truncatula (r=0.95), donde
esta enzima presentd una mayor sensibilidad a la salinidad.

Fotosintesis

Un descenso en el contenido de pigmentos fotosintéticos es a menudo
uno de los primeros sintomas de estrés asociado con la clorosis de las hojas
(Webb y Fletcher 1996). La disminucion de la concentracion de clorofilaay
b observada en M. truncatula y L. japonicus en salinidad, puede ser
atribuida a la destruccion de clorofila por un incremento en la actividad
clorofilasa, degradadora de clorofila, la cual ha demostrado ser mas activa
en condiciones de estrés salino (Neera y Ranju 2004).

Los datos de clorofila obtenidos mediante ¢l medidor SPAD, muestran
una elevada correlacion con las concentraciones de pigmentos totales
(r=0.88 M. truncatula; r=0.99 L. japonicus) (tablas 1.8 y 1.9), lo que pone
de manifiesto la utilidad de este sistema para detectar la disminucion de los
pigmentos fotosintéticos por efecto de la salinidad en M. truncatula y
L. japonicus. También se observa una relacion linear entre los datos SPAD
y la concentracion de nitrégeno en las hojas (tablas 1.8 y 1.9), de acuerdo
con observaciones realizadas en otras especies como cebada (Wienhold y
Krupinsky, 1999), maiz (Schepers et al., 1992), arroz (Peng et al., 1993),
trigo (Peltonen et al., 1995) y algodon (Wood et al., 1992). Estos resultados
permiten concluir que el medidor de clorofila SPAD, puede ser
potencialmente usado para conocer el estado nitrogenado de la planta, y por
tanto la eficiencia de la fijaciéon del nitrogeno y de la fotosintesis en
leguminosas en condiciones de estrés salino.

La emision de fluorescencia por las clorofilas del centro de reaccion
del fotosistema II (FSII), es uno de los parametros fisioldgicos que
presentan correlacion con la tolerancia a la salinidad (Mekkaoui et al. 1989;
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Monneveux et al. 1990). La relacion F,/Fy, se considera proporcional a la
eficiencia fotosintética del FS II (Lichtenthaler 1996), y el efecto de los
diferentes factores ambientales de estrés sobre este, incluyendo la salinidad
(Percival et al., 2003), pueden reflejarse en una reduccion de la relacion
Fy/Fn. La reduccion del rendimiento fotosintético que se produce en
diversos experimentos (figs. 1.8 y 3.6), puede ser debida a un dafio en el
FSII causado por la salinidad (Everard et al., 1994; Lutts et al. 1996; El-
Shintinawy, 2000), aunque Lu y Zhang (1998) describieron que el FS II era
muy resistente a la salinidad. Verhoeven et al. (1997) demostraron que una
deficiencia de N se reflejaba en una reduccion del cociente F,/Fp,, en hojas
de espinaca, por lo que el descenso de este indice, podria estar inducido por
una disminucion de la disponibilidad de nitrégeno por la planta, en lugar de
directamente por el efecto de la salinidad.

El rendimiento fotosintético no fotoquimico del FSII, Fy/F,, representa
la influencia de la fluorescencia de la clorofila y la disipacion no radioactiva
de la energia en hojas adaptadas a oscuridad, cuando todos los centros de
reaccion se encuentran abiertos (Rohacek 2002). El indice F¢/Fy, en plantas
no estresadas se encuentra entre los valores 0.14<F,/F,<0.20, Bilger el al.
(1987) indicaron que este cociente se incrementa significativamente en
plantas estresadas o dafiadas tal como se observa tanto en L. japonicus como
en M. truncatula (figs. 1.8 y 3.6). La causa principal de este incremento, de
Fo/Fm, puede atribuirse a una disminucion de la energia de excitacion
durante su transferencia a los centros de reaccion, y a un incremento de la
pérdida de energia del proceso no fotoquimico (Rohacek 2002). Basandose
en los datos de F,/Fy, y Fo/Fp, se puede concluir que la salinidad afecta a los
centros de reaccion del FSII, bien directamente (Masojidek y Hall 1992), o
por una aceleracion de la senescencia (Hasson y Pojakoff-Mayber, 1981;
Kura-Hotta et al., 1987).

Los cambios observados en la fluorescencia provocados por la
salinidad estan acompafados de cambios en el contenido de nitrégeno y en
la biomasa de la planta (tablas 1.4, 1.5, A 1.1 y A 1.3), probablemente
debido a una inhibicién de la fijacion del nitrégeno y a una reduccion de la
fotosintesis. El efecto de la salinidad sobre estos parametros es mayor en
M. truncatula que en L. japonicus, que presenta una mayor tolerancia a la
salinidad, por lo que la emision de fluorescencia por las clorofilas es un
indicador 1til del estrés salino en M. truncatula y L. japonicus.
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Nutricién mineral

Las condiciones de salinidad, provocan una alteracion del equilibrio
nutricional de las plantas (Zhu 1998), que se manifiesta con el aumento de
algunos iones inorganicos en los tejidos vegetales para mantener el
potencial osmotico y el flujo de agua al interior de la planta (Wang et al.,
1997), y la disminucién de otros debido a las interferencias que el Na"
provoca en su absorcion (Grattan y Grieve 1999).

El contenido de nitrogeno en parte aérea y raiz de M. truncatula no se
modifica significativamente con la sal, e incluso se incrementa levemente en
raiz (tabla 1.2). Este escaso efecto ha sido descrito por Bartolini et al.
(1991) en plantas de olivo y Zidan et al. (1992) en maiz. En L. japonicus
por el contrario si disminuye la concentracion de nitrogeno con la sal, lo que
evidencia que la eficiencia de la fijacion de nitrogeno medida como
nitrégeno acumulado en la planta (Herridge y Danso, 1995), disminuye con
la dosis de sal, independientemente de que la actividad nitrogenasa sea
mayor en esta especie.

El fosforo se acumula tanto en parte aérea como raiz de M. truncatula
(tabla 1.2) con el aumento de la salinidad, tal como en Lupinus donde
Treeby y Van Stevenink (1988) observaron un incremento de la absorcion
de este elemento en condiciones de estrés salino, por lo que le asignaron un
posible papel en el ajuste osmético. En contraste, en plantas de garbanzo y
judia, la sal indujo una disminucién de la concentracion de fosforo tanto en
parte aérea como raiz (Soussi et al., 1999; Zuiiiga et al., 1997).

En L. japonicus la sal provoca una disminucion de la concentracion de
Ca®" tanto en parte aérea como en raiz, mientras que en M. truncatula este
efecto es mucho menor. Marschner (1994) y Alam (1995) describieron una
disminuciéon del calcio en hojas jovenes de plantas superiores en
condiciones de estrés salino, asi como Pardossi et al. (1999) en apio, siendo
la deficiencia de calcio en parte aérea un sintoma comun del estrés salino
(Alam 1995). Liu y Zhu (1997) y Zhu et al. (1998) describieron la respuesta
del calcio en la tolerancia de las plantas a la sal, siendo la disminucién de
éste en raices estresadas mayor en variedades sensibles (Subbarao et al.,
1990). La salinidad reduce la absorcion de calcio, provocando una alta
relacion Na'/Ca®* que restringe el crecimiento de la planta (Hansen y
Munns 1988). Méas recientemente se ha observado que el calcio puede
inducir un aumento en las concentraciones de hierro en el nddulo en
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condiciones de estrés, favoreciendo asi la fijacion de nitrogeno e
incrementando la tolerancia a la salinidad (Bolafios et al., 2006).

El porcentaje de magnesio es mucho mayor en raiz respecto de parte
aérea, donde su concentracion aumenta en condiciones de salinidad en
ambas especies, al contrario de raiz donde disminuye, al igual que los
resultados obtenidos en Cicer arietinum (Soussi et al., 1999). El magnesio
se ha relacionado con el transporte de carbohidratos hacia la raiz (Cackmak
et al., 1994), y es el atomo central de la molécula de clorofila, con
influencia en la estructura y funcion del cloroplasto (Marschner, 1994).

Los sintomas especificos de la toxicidad al Na' incluyen: alta
concentracion de Na' en los tejidos, baja relacion K'/Na', inhibicion de la
elongacion de la raiz y del crecimiento de la planta, alterando la absorcion
de otros iones como el potasio (Cramer 2002). Ashraf y McNeilly (2004)
sugirieron que el mantenimiento de la elevada relacion K'/Na” es un criterio
de tolerancia a la salinidad. En este trabajo se aprecia tanto en raiz como en
parte aérea una importante acumulaciéon de sodio en ambas leguminosas y
una disminucidon del potasio, observandose una correlacion negativa entre
ambos parametros (tablas 1.10 y 1.11). Este fendmeno se explicaria por una
interaccion competitiva entre el sodio y el potasio, que condicionaria la
inhibicion de la entrada de potasio por los altos niveles de sodio presentes
en el medio (Tejera et al., 2006; Hoire y Schroeder 2004). La tolerancia a la
salinidad de forrajeras como M. sativa, esta relacionada con la capacidad de
la planta de limitar el transporte de Na' y CI” hacia la parte aérea (Hoire y
Schroeder 2004). Se considera que las plantas mas tolerantes a la salinidad
son mas eficientes limitando la acumulacién de estos iones con el fin de
evitar las concentraciones toxicas que afectan los procesos metabdlicos y
por lo tanto, el crecimiento de la planta (Shi et al., 2003). En L. japonicus
los niveles de Na" en la raiz son relativamente elevados respecto de la hoja,
pudiendo existir un cierto control en el transporte de sodio hacia la parte
aérea.
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2. Evolucion ontogénica del crecimiento, fijaciébn de nitrogeno y
metabolismo  carbonado nodular en las simbiosis M. truncatula-S.
melilotiy L. japonicus-M. loti: efecto del NaCl (short-term)

a) Crecimiento y fijacion de nitrégeno

Las respuestas inducidas por el estrés salino en la simbiosis
Rhizobium-leguminosa son muy variadas, debido entre otras causas a que el
efecto de la sal aplicada a largo plazo (long term), es diferente de la
respuesta que se obtiene en periodos mas cortos de exposicion a la salinidad
(short term) (Thiel et al., 1998). Por este motivo en esta memoria se
presenta un estudio del efecto del NaCl aplicado durante el periodo de
crecimiento vegetativo de las plantas, cuando la simbiosis ya estaba
establecida, realizdndose muestreos en diferentes estados fenologicos de los
cultivos. Munns (1993) indicé que una forma de entender los mecanismos
de tolerancia a la salinidad, es seguir la evolucion de la serie de eventos que
se inician con la exposicion a la sal.

Los resultados obtenidos confirman que L. japonicus es mas tolerante
a la salinidad, ya que mostrd respuestas similares a M. truncatula incluso
utilizando el doble de la dosis de sal. Cuando se adiciond sal en el
crecimiento vegetativo a ambas especies, el efecto del NaCl sobre el
crecimiento fue similar, observandose en las primeras semanas después del
tratamiento una aceleracion en el crecimiento de las plantas con sal respecto
de las control, que en la semana previa a finalizar el tiempo de
experimentacion se inhibié condicionando que el peso seco de plantas con
sal fuera inferior al de las control. La salinidad afecta tanto a parte aérea
como a raiz de ambas especies, siendo la relacion RPA mayor en respuesta a
la salinidad en L. japonicus en la evolucion del cultivo, lo que indica un
desarrollo mayor de la raiz respecto de la parte aérea en plantas con sal. Este
fenémeno fue descrito en P.vulgaris por Wignarajah (1990), quien lo
explicé como un desplazamiento de nutrientes a la raiz en condiciones de
salinidad.

La actividad nitrogenasa de nodulos es maxima en el crecimiento
vegetativo, cuando los nodulos estan formados, observandose una caida de
la actividad coincidiendo con el inicio de floraciéon y fructificacion de las
plantas, a pesar de que continu6 el incremento de la masa nodular en ambas
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especies. Este descenso gradual de la actividad especifica puede estar
relacionado con el aumento en la proporcion de tejido no fijador en noédulos.
Resultados similares se han obtenido en haba (Ocana et al., 1999), lenteja
(Awan 1994) y guisante (Suganuma et al., 1993).

. En este experimento, las plantas crecieron sin sal durante las
primeras semanas, por lo que no hay un efecto negativo de la salinidad en la
iniciacion y formacion del nddulo, de hecho hay autores que confirman que
el proceso de formacion del nddulo es el evento de la simbiosis Rhizobium-
leguminosa mas sensible al estrés salino (Zharan 1999). Sin embargo, la
salinidad potencia la disminucion de la actividad nitrogenasa en todos los
tiempos estudiados. No obstante, la salinidad inhibe més intensamente la
actividad nitrogenasa que el peso seco de los nddulos, debido a una
reduccion de la actividad nodular (Cordovilla et al., 1995) o a la
diferenciacion de nuevos nodulos (Hafeez et al., 1988).

b) Metabolismo nodular

El estudio de las enzimas responsables de la hidrolisis de sacarosa en
el nédulo, pone de manifiesto que tanto la actividad SS como IA en
crecimiento vegetativo, es superior en nodulos determinados de L. japonicus
que en indeterminados de M. truncatula (fig. 2.3), sin embargo, en ambas
especies la actividad de estas enzimas varia con el estado fenologico de la
planta, como anteriormente describio Xu et al., (1989). La SS alcanza la
maxima actividad en nodulos de L. japonicus coincidiendo con la maxima
actividad nitrogenasa (crecimiento vegetativo) (fig. 2.3), al igual que los
resultados de Anthon y Emerich (1990) en nodulos de soja. Una explicacion
a este comportamiento seria considerar que en esta etapa se inicia el aporte
de fotosintato al nddulo, y la SS controlaria el metabolismo y suministro de
carbono a los bacteroides. El tamafio del “pool” de metabolitos como la
sacarosa entre otros apoya esta idea (Miiller et al., 1994). La actividad 1A
decrece notablemente a partir del primer muestreo, coincidiendo con el
inicio de la etapa reproductiva de ambas especies. Esta observacion coincide
con resultados anteriores, que indicaban que la actividad IA era la principal
enzima degradadora de sacarosa en nodulos jovenes de soja (Morell y
Copeland 1984), asi como con el aumento de los niveles de expresion del
gen LjInvl en nédulos de L. japonicus en sus etapas iniciales de desarrollo
(Flemetakis et al., 2006). La actividad SS permanece estable en plantas de
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L. japonicus control a lo largo del tiempo de experimentacion (fig. 2.3).
Emerich et al., (1988) sugirieron que la hidrélisis de sacarosa por la SS
podria ser mas ventajosa cuando la disponibilidad de carbono es limitada, ya
que la conversion de la sacarosa en triosa-P requiere tres moléculas de ATP,
mientras que la invertasa utiliza cuatro (Huber y Akawara 1986). Ademas,
la sintasa deja de ser activa cuando se interrumpe el suministro de carbono
al bacteroide, lo que en condiciones fisioldgicas ocurre en la senescencia del
nodulo.

Las actividades MDH y PEPC permanecen estables en nddulos de
L. japonicus al pasar del crecimiento vegetativo a floracion, cuando la
actividad comenz6 a disminuir, en M. truncatula la actividad solo decrece
en el altimo muestreo cuando las plantas se encontraban en fructificacion
(fig. 2.3). Tanto en estudios de estrés hidrico (Irigoyen et al., 1992) como
salino (Delgado et al., 1993), se han descrito incrementos de estas
actividades, mientras que en garbanzo Soussi et al., (1998) concluye que la
respuesta de esta via metabdlica a la salinidad depende del tiempo de
aplicacion del tratamiento y de la duracion de éste. Nuestros resultados
indican un efecto negativo de la salinidad que aumenta con la duracion del
tratamiento salino.

El paso de crecimiento vegetativo a reproductor viene acompanado
por una caida de distintas actividades enzimaticas del metabolismo nodular.
Los procesos metabolicos que tienen lugar en la senescencia de los nddulos
no son bien conocidos, aunque se trata de una fase decisiva en la evolucion
de la simbiosis Rhizobium-leguminosa (Sprent y Raven 1992). Clasicamente
se establece que la fijacion de nitrogeno decae después de la floracion y se
atribuye a una reduccion de la disponibilidad de carbono para los nédulos
(Phillips 1980). Sin embargo, con el mantenimiento de una elevada
actividad MDH, se sugiere que la limitacion del carbono no es la causa
primaria de la senescencia.

La sintesis de trehalosa en nodulos de M. truncatula experimenta un
notable incremento durante la floracion e inicio de fructificacion, cuando la
actividad TPS se duplica respecto de la alcanzada en crecimiento vegetativo.
En nodulos de L. japonicus en cambio, a penas se observan variaciones en la
actividad TPS en el tiempo de experimentacion, aunque la actividad es algo
mayor en fructificacion. Estos resultados concuerdan con el aumento del
contenido de trehalosa en la senescencia del nddulo, tal como observaron
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Miiller et al. (2001). La salinidad sin embargo, no induce un aumento de la
actividad TPS en nodulos, por lo que no parece estar implicada en los
mecanismos de defensa frente a este tipo de estrés. La actividad trehalasa,
decrece en condiciones de estrés salino en las dos especies, siendo mayor el
efecto en nddulos de L. japonicus en los que si se incrementa el contenido
de trehalosa, lo que apoyaria la hipotesis del control de la concentracion de
trehalosa en el ndédulo por la actividad trehalasa. En nddulos de
M. truncatula, la maxima actividad trehalasa coincide con la de la sacarosa
sintasa, en el inicio de floracioén, siendo la correlacion entre ambas
actividades enzimaticas significativa (P<0.05) (tabla 2.2).

¢) Metabolitos

La salinidad aplicada a la simbiosis ya establecida afecta al contenido
de sacarosa de forma diferente a como lo hace con la aplicacion de la sal al
inicio del cultivo, cuando decrecid. El contenido de sacarosa en nodulos de
L. japonicus se incrementa durante el inicio de la floracion en respuesta al
tratamiento salino, tal como observaron Fernandez-Pascual et al. (1996) en
L. albus y Fougere et al. (1991) en M. sativa en respuesta a 6 dias y 2
semanas de aplicacion del tratamiento salino respectivamente. Este
incremento de sacarosa en nddulo se produce de forma simultdnea a la
disminucién de la actividad sacarosa sintasa (r=-0.84) e invertasa alcalina
(r=-0.77) (tabla 2.8), lo que explicaria su acumulacién, tal como indicd
Gonzalez et al. (1995). En M. truncatula por el contrario la sacarosa
permanece constante en todos los estadios fenologicos en las plantas con
sal, presentando al inicio de floracion la maxima concentracion de sacarosa
en plantas control. El contenido de fructosa, glucosa y maltosa, también
presentan una mayor concentracion en nodulos de L. japonicus en
condiciones de estrés salino, lo que demuestra su participacion en el ajuste
osmotico del nédulo. Es destacable el aumento de trehalosa en nddulos de
L. japonicus coincidiendo con el ultimo muestreo realizado en
fructificacion, este resultado equivale al detectado por Miiller et al. (2001)
en nodulos senescentes de soja, en los que la trehalosa fue el carbohidrato
mas abundante.

El contenido de azucares solubles totales se incrementa con la
salinidad en nddulos y hojas de L. japonicus, alcanzando los niveles mas
altos en fructificacion, cuando la actividad sacarosa sintasa e invertasa
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alcalina son mas bajas. En nddulos de soja se ha descrito una relacion
negativa entre la sacarosa sintasa y los azucares solubles en nodulos
(Gonzalez et al., 1998), tal como se observa en L. japonicus (r=-0.75) (tabla
2.8), lo que podria ser clave para la regulaciéon de la respuesta del
metabolismo carbonado nodular al estrés salino.

En noddulos determinados (L. japonicus) e indeterminados
(M. truncatula), la acumulacion de aminoacidos es distinta, de tal manera
que en los indeterminados, la concentracion disminuye con la salinidad, tal
como se observo en el experimento 1 (long term), mientras que en los
determinados, como un efecto directo del estrés salino, aumenta el nivel de
aminoacidos (fig. 2.7), tal como descibieron Soussi et al. (1998) en ndédulos
de garbanzo, y Gordon et al. (1997) en los de soja, por lo que éstos podrian
participar en los mecanismos de respuesta fisioldgica al estrés osmotico
(ajuste osmotico), como se ha observado en muchas otras plantas (Gilbert et
al., 1998). A pesar de la respuesta en aminoacidos totales en nodulos de
M. truncatula, la prolina si responde con un aumento de concentracion en
respuesta a la salinidad, incluso en todos los tejidos de la planta, siendo esta
respuesta mayor en nodulo y hoja en el crecimiento reproductor. En
L. japonicus sin embargo, la mayor respuesta a la salinidad se observa
coincidiendo con la floracion (fig. 2.7). La prolina en nodulos y hojas de
M. truncatula podria ser indicador de la mayor sensibilidad a la salinidad de
esta especie, tal y como indicaron (Soussi et al., 1999), cuando detectaron
mas prolina en variedades de judia sensibles al estrés salino.

d) Fotosintesis

En el presente estudio, la sintesis de clorofila disminuye a la vez que
el contenido de prolina aumenta, sugiriéndose que ambos compuestos se
forman a partir de un precursor comun, el glutamato (Le Dily et al., 1993),
lo que concuerda con el comportamiento opuesto entre le contenido de
prolina y clorofila.

El incremento de la concentracion de clorofila hasta el final del
cultivo de L. japonicus sugiere que la falta de fotosintato no es causante de
la inhibicion de la actividad nitrogenasa, que presentd una tendencia similar
a la via PEPC-MDH, lo que apoya la hipotesis de Delgado et al. (1993)
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sobre la limitacion del aporte de sustratos energéticos, principalmente
malato, a los bacteroides.

3. Influencia de la validamicina A en la simbiosis M. truncatula-
S. meliloti y L. japonicus-M. loti en condiciones de salinidad

La validamicina A, inhibidor de la actividad trehalasa, puede inducir
la acumulacion de trehalosa en la planta, seglin la hip6tesis de Miiller et al.,
(1994a), que predice que la trehalasa es responsable de evitar la
acumulacion de trehalosa en el nodulo. Entre las funciones de la trehalosa
en plantas se encuentran la regulacion del metabolismo de carbohidratos
(Eastmond y Gram 2003) y la proteccion frente al estrés (Elbein et al., 2003;
Bae et al., 2005), también en el nddulo la trehalosa puede controlar ambos
procesos (Gordon et al., 1997; Miiller et al., 1999).

Considerando estos dos aspectos de la trehalosa, en los resultados se
evidencia que la validamicina A por si sola, no induce alteraciones en el
crecimiento de M. truncatula, mientras que en L. japonicus si se observa
una ligera disminucién de los pardmetros de crecimiento, asi como del
metabolismo carbonado nodular. En relacion con estos datos, Miiller et al.
(1995) y Tejera et al. (2005), no encontraron un efecto de la validamicina A
sobre el crecimiento ni la actividad nitrogenasa de plantas de soja y judia
respectivamente.

Cuando la validamicina A se adicion6 junto con el tratamiento salino,
se producen variaciones en el crecimiento de las plantas que sugieren que el
aumento de la trehalosa en nédulos (fig. 3.2), asi como en otros o6rganos de
la planta, mejoran la tolerancia de éstas a la salinidad, aunque estos cambios
no se reflejan en la actividad nitrogenasa ni en el metabolismo carbonado
nodular.

Sin duda, el efecto mas significativo de la validamicina A, es la
induccién de la acumulacién de trehalosa en nodulos de las dos especies
estudiadas, confirméndose de esta forma la hipdtesis de que la trehalasa
nodular, es la principal enzima responsable del control de la concentracion
de trehalosa en el nodulo, donde se encuentra inducida (Miiller et al.,
1994a), habiéndosele atribuido una funcion detoxificadora frente a las
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posibles alteraciones del metabolismo carbonado en la planta, provocadas
por la trehalosa sintetizada por el microsimbionte o proveniente del exterior
(Miiller et al., 1995a). Sin embargo, mientras que en insectos la adicion de
un inhibidor de trehalasa puede suponer su muerte (Kono et al., 1993), en
las plantas estudiadas, no se observaron consecuencias significativas ni en
su crecimiento ni en las caracteristicas simbioticas estudiadas, por lo que se
puede decir que la trehalosa no es siempre toxica en plantas, como en el
caso de Cuscuta reflexa (Veluthambi et al., 1981), una planta parasita con
una baja actividad trehalasa, en la que la trehalosa produce necrosis.

La interaccion de la validamicina A con el NaCl en el medio provoca
en nodulos de ambas especies, que la concentracion de trehalosa sea menor
que cuando se adiciona solo el inhibidor, a lo que no es posible dar una
explicacion, teniendo en cuenta que la actividad trehalasa estuvo mas
inhibida por la salinidad en comparacioén con la TPS (fig. 3.4). Otro hecho
significativo es que la trehalosa practicamente se encuentra relegada al
nddulo, en comparacion con el resto de 6rganos de la planta (fig. 3.5), tal y
como postuld con anterioridad Streeter (1980), lo que permite afirmar que el
origen de la trehalosa en ambas leguminosas es consecuencia de la
interaccion simbidtica con el rizobio, como se observo en raices de plantas
micorrizadas (Schubert et al., 1992) o infectadas por microorganismos
productores de trehalosa (Brodmann 2002).

La trehalosa interfiere en la distribucion de carbohidratos en ambas
especies, de hecho, cuando se acumula trehalosa provoca un descenso de los
principales carbohidratos no estructurales, sacarosa y almidon en todos los
organos de la planta (fig. 3.5). El motivo de estos cambios es desconocido,
aunque es interesante resefiar que en hojas de cebada, la trehalosa indujo la
actividad sacarosa fructosil transferasa, y otras enzimas inducidas por la
sacarosa (Wagner et al., 1986). Se especula que la trehalosa pueda interferir
con la regulacion de enzimas implicadas en la distribucion de carbohidratos
en la planta (Kolbe et al., 2005)

En nédulos de Vigna unguiculata y G. max, la adicion de validamicina
A aumento6 la trehalosa y disminuyd la sacarosa y el almidon (Miiller et al.,
1995a). En este trabajo, la salinidad y la validamicia A incrementan los
azucares solubles totales de nddulos, pero no los de sacarosa y glucosa (fig.
3.5). La disminucion del contenido de sacarosa del noédulo, podria ser
debido a una disminucién del flujo de fotoasimilados de la parte aérea, ya
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que hay una caida de la eficiencia fotosintética (fig. 3.6) en condiciones de
salinidad, que ademas se refleja en una disminucion del PSPA (fig. 3.1).

La trehalosa constituye aproximadamente alrededor del 6% del total
de azucares en nodulos de L. japonicus y del 2% en los de M. truncatula,
ademas, nuestros resultados muestran un incremento del 50% en el
contenido de trehalosa en nddulos de L. japonicus en respuesta al estrés
salino (fig. 3.5), lo que apoya el papel de este disacdrido como posible
osmoprotector frente a este estrés en esta especie, mientras que en
M. truncatula no se apreciaron variaciones significativas de este parametro
por la salinidad. Un incremento en la concentraciéon de trehalosa en
respuesta a la salinidad, también ha sido descrito en ndédulos de M. sativa
(Fougere et al., 1991) en los de P. vulgaris (Farias-Rodriguez et al., 1998) y
en los de G. max (Miiller et al., 1996) en condiciones de sequia.

Miiller et al. (1998) encontraron que en nodulos de soja crecidos en
condiciones de esterilidad, a los que se les afiadié trehalosa exodgena al
medio de cultivo, se produjo una fuerte induccion de la actividad SS y en
menor medida de la IA. En este trabajo, los resultados muestran que la
acumulacién de trehalosa en el nodulo por efecto de la validamicina A, solo
afecta a la actividad SS nodular de L. japonicus (fig. 3.3), que experimenta
un descenso, mientras que la interaccion de la validamicina A con la
salinidad no produce ninguna variacion. Por el contrario, la validamicina A
si afecta drasticamente a la actividad trehalasa nodular de ambas especies
inhibiéndola, tal y como observaron Miiller et al. (1992) en ndédulos de soja.
La trehalasa nodular de P.vulgaris presenta una respuesta similar a las
anteriores, sugiriéndose ademds que ésta podria estar implicada en la
formaciéon y desarrollo del nodulo, y que es capaz de hidrolizar otros
disacaridos como sacarosa y maltosa (Tejera et al., 2005).

La acumulacién de trehalosa en nddulos por efecto de la validamicina
A, mejora la respuesta de L. japonicus y M. truncatula en condiciones de
salinidad, incrementando el peso seco de la planta un 20% y 15%
respectivamente en relacion a las plantas que no fueron tratadas con
validamicina A. No obstante, el papel de la trehalosa en relacion con el
establecimiento de la simbiosis, su relacidon con otros compuestos
carbonados y nitrogenados, asi como con las actividades enzimaticas
implicadas en la asimilacion del amonio, precisaria de un mayor estudio. No
se descarta que otros solutos compatibles como aminodcidos y prolina, que
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se incrementaron en los nodulos en condiciones de salinidad, podrian estar
implicados en la proteccion y/o adaptacion de L. japonicus a la salinidad.
Experimentos realizados previamente por Marquez et al., (2005) mostraron
un incremento de hasta 12 veces de la concentracion de prolina en respuesta
al estrés hidrico y salino. Los resultados de este experimento permiten un
mejor conocimiento de las respuestas fisiologicas de L. japonicus y
M. truncatula al estrés salino en condiciones simbioticas.

4. Purificacion y caracterizacion de la trehalasa de nodulos de
P. vulgaris y M. sativa

Se han purificado trehalasas de bacterias, levaduras y otros hongos
(Inagaki et al., 2001; Lodesborough et al., 1984; Mittenbiihler y Kolzer
1988; Zimmermann et al., 1990), mamiferos (Nakano y Sactor 1984; Ruf et
al., 1990) e invertebrados (Ddmitryjuk y Zo6ltowska 2003; Lee et al., 2001),
sin embargo, existen pocos trabajos que describan la purificacion de esta
enzima de nédulos de leguminosas, a excepcion de la de nddulos de soja
(Miiller et al., 1992).

Las trehalasas nodulares de P. vulgaris y M. sativa, muestran
diferencias tanto en peso molecular como en carga, lo que dificult6 la
purificacion de ambas trehalasas por el mismo procedimiento. Esto se
evidencio cuando al pasar el extracto de M. sativa por la columna de
intercambio i6nico, no se separd la trehalasa de otras proteinas, mientras que
esto si ocurrié con la de P. vulgaris. Cuando se paso el purificado parcial
por una columna de gel filtracion, en el que la separacion se hace en base a
su tamafo molecular, la enzima de M. sativa, eluy6 de diferente forma a
como lo hizo la de P. vulgaris, no pudiéndose determinar su peso molecular,
concluyéndose que el tamafio molecular de ambas enzimas es diferente,
puesto que eluyeron en fracciones distintas.

El peso molecular de la trehalasa nativa de P. vulgaris estimado en
condiciones no desnaturalizantes es de 42 kDa, mientras que con la
estimacion del peso molecular de la proteina en gel de poliacrilamida SDS,
el peso molecular es de 45 kDa, sugiriendo ademas que se trata de una
proteina monomérica. Este peso molecular fue similar al estimado para
organismos tan diversos como Acidobacterium capsulatum (57 kDa)
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(Inagaki et al., 2001), Dictyoltelum discoideum (42 kDa) (Temeswari y
Cotter 1997), Tenebrio molitor (43-62 kDa) (Yaginuma et al., 1996) y
G. max (54 kDa) (Miiller et al., 1992), lo que sugiere que se trata de una
proteina con un origen comun y altamente conservada en los diferentes
reinos.

La trehalasa de nodulos de P. vulgaris muestra un amplio rango de
pH, manteniéndose la actividad de la enzima alta entre valores de pH 3.6 y
6.6, mientras que en M. sativa se detectan dos valores de pH de mayor
actividad: 3.6 y 7.5. Resultados similares fueron descritos por Miiller et al.
(1992) para la trehalasa de nddulos de soja en condiciones diferentes.
Investigaciones anteriores mostraron un pH oOptimo entre 4.0 y 5.7 en
trehalasas de Saccaromyces y levaduras (Kelly y Catley 1976;
Lodesborough et al., 1984; Panek y Souza 1964), sin embargo, también se
han descrito valores de pH mayores (6.0-6.9) (Yarar et al., 2000) y menores
(2.5) (Inagaki et al., 2001) en estos mismos organismos. Previamente se
habia sugerido que la elevada actividad de la trehalasa a pH 4cido, carecia
de relevancia fisioldgica, excepto si la enzima estuviera asociada con la
vacuola, como se demostr6 en levaduras (Salminen y Streeter, 1986), por
ello es interesante sefialar que se ha detectado una acidificacion del espacio
peribacteroideo debido a las H'-ATPasas localizadas en la membrana
peribacteroidea (Andreev et al., 1999), y a la cadena de transporte
electronico respiratoria del bacteroide que bombean protones al espacio
peribacteroideo, por lo cual el pH &4cido podria tener una relevancia
fisiologica en la actividad trehalasa en nodulos.

En cuanto a la temperatura Optima y termoestabilidad de la trehalasa
de nodulos de P. vulgaris y M. sativa, se observan comportamientos
similares en otras trehalasas aisladas de diferentes organismos como:
Humicola grises, nodulos de soja, Lymantria dispar, Lobosphaera sp. o
A. capsulatum (Inagaki et al., 2001; Miiller et al., 1992; Nakano et al.,
1994; Valaitis y Bowers 1993; Zimmermann et al., 1990) donde la trehalasa
presentd una elevada estabilidad a altas temperaturas.

La trehalasa de nddulos de P. vulgaris y M. sativa no muestra una
especificidad absoluta de sustrato, sugiriendo que se trata de una enzima
versatil capaz de hidrolizar los enlaces a-glucosido de otros azicares, lo que
le permite intervenir en el metabolismo carbonado nodular a niveles
diferentes del catabolismo de la trehalosa. La especificidad de esta trehalasa
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es similar a la encontrada por otros autores, de modo que Panek y Souza
(1964) en la trehalasa purificada de levaduras demostraron que tiene
especificidad para trehalosa y rafinosa entre otros oligosacaridos, Miiller et
al (1992) encontraron especificidad para la trehalosa y la maltosa y
Dmitryjuk y Zoéltowska (2003) encontraron especificidad para sacarosa,
isomaltosa y maltosa. Estas observaciones contrastan con los
descubrimientos de Kelly y Catley (1976), Mittebiihler y Kolzer (1988) o
Inagaki et al. (2001), quienes en sus experimentos, utilizando la enzima
purificada indicaron que la trehalasa presenta una alta especificidad por su
sustrato.

La K, determinada para otras trehalasas, mostraron una gran
diversidad segun los diferentes organismos, oscilando los valores entre 0.2 y
20 mM. Asi en levaduras Mittenbiihler y Kolzer (1988) describieron una K,
de 4.7 mM a un pH 4.5, Panek y Souza (1964) una K, de 0.4 mM a pH 5.6,
Lodesborough y Varimo (1984) una K, de la trehalasa vacuolar de 1.4 mM
apH 5.0, 5.8 y 6.5, y Kelly y Catley (1976) una K, 0.5 mM a pH 5.5. En
nddulos de soja la K, fue de 0.28 mM (Miiller et al., 1992) y en nédulos de
P. vulgaris de 0.109 mM, lo que indic6 una alta afinidad de la trehalasa por
su sustrato en nddulos.

Los efectores e inhibidores de la trehalasa de nodulos de P. vulgaris,
coinciden con los ensayados por otros autores (Dmitryjuk y Zdltowska
2003; Inagaki et al., 2001; Lodesborough y Varimo 1984; Yarar et al.,
2000), quienes demostraron que el EDTA a una concentracion 10 mM
inhibe la trehalasa. Sin embargo, la trehalasa aislada de noédulos de M. sativa
no fue inhibida por el EDTA (fig. 5.6), al igual que se observo en la
trehalasa nodular de soja (Miiller et al., 1992), aunque la concentracion de
EDTA utilizada por Miiller et al. (1992) fue 5 veces inferior a utilizada en
este estudio.

De acuerdo con nuestros resultados, la trehalasa de nddulos de
P. vulgaris es similar a la purificada de nodulos de soja (Miiller et al.,
1992), basandonos en el peso molecular, la temperatura 6ptima y la K. No
obstante, la trehalasa de P. vulgaris es fuertemente activada por el Na',
Mn>" y Mg*" e inactivada por el EDTA, al igual que otras trehalasas acidas
(Dmitryjuk y Zo6ltowska 2003; Inagaki et al., 2001; Yaginuma et al., 1996),
caracteristicas que no se describen en la de nodulos de soja (Miiller et al.,
1992). En el reino de los hongos, se han caracterizado dos clases de
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trehalasas (Lodesborough y Varimo 1984), las trehalasas acidas (con mayor
similitud con la de ndédulos de P. vulgaris) y las neutras.

Aunque la proteina fue parcialmente purificada, la banda
correspondiente a la trehalasa en los geles desnaturalizantes estaba lo
suficientemente separada para su posterior uso en la inmunizaciéon de los
conejos. De esta forma se obtuvo un antisuero frente a trehalasa de nddulos
de P. vulgaris con un alto titulo de anticuerpos policlonales. Como muestra
el “western blot” (figs. 5.8 y 5.10), en un extracto crudo de nddulos, los
anticuerpos reconocieron una unica proteina de 45 kD, coincidente con la
trehalasa purificada. En extracto crudo de flor, se detectd un polipéptido de
menor peso molecular, aunque en menor proporcion que en nodulo (fig.
5.8). En los ensayos realizados con extractos crudos de hoja no se detecta
ningin polipéptido de caracteristicas semejantes, mientras que en raiz, se
observa una banda del mismo tamano que la del nddulo, aunque con una
menor intensidad.

También se ha visto por “western blot” que la intensidad de la tincién
no refleja directamente la actividad trehalasa de los distintos 6rganos de
P. vulgaris, asi como el efecto de la salinidad sobre ésta actividad, lo que
indica que la actividad de la enzima estd sujeta a regulacion
postraduccional.

5. Clonacion y expresion de del gen de la trehalasa de M. truncatula en
condiciones de estrés salino

El andlisis de la secuencia parcial de la trehalasa de 258 aminoacidos
de M. truncatula (MTTRE1), revela que presenta un alto grado de similitud
con la de G. max (Aeschbacher et al., 1999), siendo la identidad entre ambas
del 89% a lo largo de toda la secuencia analizada, haciendose extensivo este
resultado probablemente al resto de la proteina. Esta alta homologia no
resulta sorprendente, debido a que las trehalasas de leguminosas pueden
tener un ancestro comin. MTTRE1 también presenta homologia con las
trehalasas de diversos organismos, incluyendo bacterias, insectos y
mamiferos con las que solo comparti6 entre un 32% y 37% de identidad en
diferentes bloques conservados (tabla 5.7).
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MTTREL1 se expresa de forma constitutiva pero a bajo nivel en hojas y
raices de M. truncatula, aunque la expresion de este gen se encuentra
inducida en nddulos (fig. 5.19). Este resultado difiere del encontrado para el
gen de la trehalasa de soja, donde GMTREL1 se expresa de forma constitutiva
pero a bajo nivel en varios tejidos, incluyendo raices y ndédulos. Aunque la
actividad trehalasa es unas 10 veces mayor en nddulos que en raices de soja,
la induccion de la expresion de GMTREL en nddulos, comparado con las
raices no se observo a nivel de ARN (Aeschbacher et al., 1999). Miiller et
al. (1995b) sugirieron que debido a que la trehalasa se expresa en multiples
tejidos a bajo nivel, esto se podria relacionar con su funcidon como protector
de la planta frente a la trehalosa exdgena producida por microorganismos.
En este caso, GMTREL parece no estar sujeta a regulacion transcripcional
debido a la presencia de trehalosa liberada por los bacteroides. En
M. truncatula por el contrario si se observa una induccion a nivel
transcripcional de MTTRE1 en nodulos, comparado con los niveles de
expresion en hoja y raiz, indicando una regulacion a este nivel de la enzima
en presencia del microsimbionte (S. meliloti) en los nddulos. Este resultado
resulta interesante ya que muestra la existencia de diferentes formas de
regulacion génica en soja, formadora de nodulos determinados y con
cantidades de trehalosa importantes en el ndédulo (Miiller et al., 1992), y
M. truncatula con nédulos indeterminados y con bajos niveles de trehalosa
nodular.

El estrés salino regula la expresion de MTTRE1 reduciendo el nivel de
transcritos en nodulos de plantas con NaCl. Esta disminucion es mayor en
plantas tratadas con la dosis menor de sal (150 mM), donde ademas la
reduccion muestra una progresion en el tiempo. En este estudio no podemos
saber si el descenso de la expresion génica se correlaciona con la actividad
de la enzima en las condiciones en que se realizd la RT-PCR, ya que las
diferencias en las actividades enzimaticas son dificiles de detectar dentro de
intervalos de tiempo tan pequenos. Sin embargo, existen evidencias de que
la salinidad no solo afectd a la expresion de MTTREL, sino que la salinidad
ademds provocd un descenso de la actividad trehalasa, asi como de las
enzimas responsables de la sintesis de trehalosa.

Solo un reducido nimero de plantas acumulan trehalosa en respuesta
al estrés, acumulando en su lugar la mayoria sacarosa (Wingler 2002). Sin
embargo, la trehalosa se encuentra ampliamente distribuida en el reino
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vegetal, asi como la correspondiente enzima responsable de su degradacion
(trehalasa), que ha sido identificada en diferentes tejidos (Miiller et al.,
1995). En leguminosas, pocas trehalasas han sido caracterizadas desde un
punto de vista bioquimico y molecular, a excepcion de la trehalasa de
ndédulos de soja, que ha sido ampliamente estudiada (Miiller et al., 1992;
Miiller et al., 1995; Miiller et al., 1998; Aeschbacher et al., 1999). Trehalosa
y trehalasa parecen tener un papel en el nddulo de leguminosas, donde se
dan condiciones de estrés ambiental, sin embargo, este no parece ser comun
en todas las leguminosas debido a las diferencias encontradas en cuanto a la
acumulacion de trehalosa (Miiller et al., 1994).

En resumen, con los datos disponibles hasta ahora, se sugiere que el
gen de la trehalasa de M. truncatula puede tener un papel en la respuesta del
nédulo a condiciones de estrés salino, aunque los niveles de trehalosa
detectados son bajos como para que esta pueda tener un papel importante en
la respuesta de toda la planta a la salinidad.

6. Metabolismo de la trehalosa en B.japonicum en vida libre y en
simbiosis con G. max en ambiente salino

El descubrimiento mas importante de este experimento es que
B. japonicun USDA 110, presenta los tres mecanismos independientes de
sintesis de trehalosa. Es conocida la gran importancia de este disacarido en
numerosos organismos (De Smet et al., 2000; Elbein et al., 2003; Wolf et
al., 2003) pudiéndose incluir entre estos a Bradyrhizobium spp. por la
presencia de tres mecanismos de sintesis independientes.

Resulta de interés que ciertas enzimas de la sintesis de trehalosa estén
inducidas mientras que otras reprimidas cuando B. japonicum establece una
relacion simbidtica con plantas de soja. Las causas que determinan que las
actividades TS y MOTS sean dominantes en bacteroides (fig. 6.3), mientras
que la actividad TPS sea mucho menor que en la bacteria en vida libre no
han sido establecidas. No parece que el mayor potencial osmdtico del
interior del nédulo sea la razon para estas diferencias, asumiendo que las
condiciones de estrés salino a las que fueron sometidas las bacterias en vida
libre, pudieran simular las condiciones de estrés osmotico del interior del
nodulo.
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Existen evidencias de que durante las etapas tempranas de la
interaccion simbiodtica entre el rizobio y la planta, la bacteria se encuentra en
condiciones de estrés osmotico, y que por tanto el metabolismo de la
trehalosa puede tener un papel significativo en la fisiologia de la bacteria en
el interior del nodulo, en este sentido, Jense et al. (2005) encontraron que en
S. meliloti una mutacion en el transporte y/o utilizaciéon de la trehalosa,
impide a la bacteria colonizar las raices de M. sativa, por lo que la trehalosa
parece estar implicada de alguna manera en la etapa inicial de la interaccion
simbiotica.

El predominio de la actividad TS en el bacteroide resuelta curioso, ya
que las concentraciones de maltosa en el nodulo, y especialmente en los
bacteroides son muy bajas (Streeter 1987), ademas, B. japonicum crecid
pobremente cuando se utilizd la maltosa como fuente de carbono en el
medio de cultivo y el suministro de maltosa al cultivo de B. japonicum no
incrementd los niveles de actividad TS. Los bacteroides no acumulan
glucogeno, por lo que la maltosa derivada de este polisacarido no puede
actuar como sustrato de la actividad TS, permaneciendo desconocido el
origen de la maltosa suministrada a la actividad TS.

Aunque se ha detectado una concentracion baja de trehalosa en
nddulos de algunas leguminosas (Miiller et al., 1994a), la acumulacioén de
cantidades sustanciales de trehalosa en los de soja si estd documentada
(Streeter 1985; Streeter 1987). El comportamiento de las enzimas
responsables de la sintesis de trehalosa, solo demuestra la versatilidad de
este disacarido en nddulos de soja, pero no las razones por las que se
acumula en éstos. La ausencia de un incremento de estas actividades
enzimaticas por el estrés salino en bacteroides (fig. 6.3), sugiere que la
acumulacién de trehalosa en nodulos, se debe en mayor medida a la
disminucién de la actividad trehalasa que al incremento de su sintesis en
nédulo, lo que indicaria que la trehalasa es independiente de la
concentracion de sustrato, y que la disminucion de su actividad, favorece la
acumulacion de trehalosa en condiciones de estrés salino.

En B. japonicum la trehalosa es el principal carbohidrato, y se
acumula en la fase estacionaria, aunque las concentraciones de trehalosa
pueden variar ampliamente (Streeter 1985). En las curvas de crecimiento
(fig. 6.1), se observa que el nivel maximo se alcanza en fase estacionaria, tal
y como se ha descrito en S. meliloti (Talibart et al., 1997). La acumulacion
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de trehalosa se ha asociado con el incremento de la tolerancia de los rizobios
frente a varios tipos de estrés (Argiielles et al., 2000), habiéndose
identificado como soluto compatible que se acumula en algunos rizobios en
condiciones hiperosmoticas (Ghittoni y Bueno 1996; Dardanelli et al.,
2000), estas observaciones coinciden con los datos obtenidos que indican
una mayor acumulacion de trehalosa en los cultivos en condiciones de estrés
salino (fig. 6.2) debido al aumento de la actividad TPS (tabla 6.1), como
observaron Dardanelli et al. 2000 en Bradyrhizobium sp. USDA 3187 y
Rhizobium sp. TAL 1000.
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1. M. truncatula es mas sensible a la salinidad que L. japonicus, lo que se
refleja en el crecimiento de la planta, actividad fotosintética y en el
metabolismo nodular. En ambas especies la salinidad provoca un
incremento del contenido de metabolitos relacionados con el ajuste
osmatico en parte aérea.

2. Desde el punto de vista fisioldgico y metabodlico, los nddulos
determinados de L. japonicus respecto a los indeterminados de
M. truncatula, son mas eficientes en la fijacion simbiotica del nitrégeno con
mayor actividad nitrogenasa y produccion de leghemoglobina. Asi mismo,
el metabolismo carbonado nodular, incluyendo el de la trehalosa, es méas
activo. Esta mayor actividad metabdlica favorece que el contenido de
sacarosa, fructosa, glucosa y maltosa sea en nddulos determinados
(L. japonicus) menor que en los indeterminados (M. truncatula).

3. El contenido de trehalosa en el nodulo estd regulado por la actividad
trehalasa, debido a la relacion inversa existente entre ambos pardmetros, a lo
largo de la ontogenia del cultivo, incluso en condiciones de salinidad.
Aunque se detecta un aumento de este disacarido en nddulos de
M. truncatula en estas condiciones, se puede asumir que la trehalosa nodular
no contribuye al ajuste osmatico debido a su presencia minoritaria.

4. La validamicina A favorece el aumento de la trehalosa en el nodulo, sin
embargo, éste compuesto organico no afecta al crecimiento de la planta, al
proceso de fijacibn de nitrogeno, ni al metabolismo nodular de
M. truncatula. En condiciones de salinidad, la validamicina A mejor6 los
efectos negativos provocados por la sal en el crecimiento, y otros procesos
fisioldgicos en las dos especies de leguminosas estudiadas.

5. Se ha purificado parcialmente la trehalasa de nddulos de P. vulgaris y de
M. sativa, ambas son proteinas que presentan caracteristicas enzimaticas
diferentes en las dos especies. La trehalasa de nodulos de P. vulgaris es un
monomero con un peso molecular de 45 kDa, un pH 6ptimo de 3.9 y una K,
Y Vinax de 0.109 mM y 217.8 U mg™ prot min™* respectivamente. Ademés,
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ambas trehalasas presentan: a) baja especificidad por el sustrato, pudiendo
hidrolizar disacaridos como sacarosa, maltosa, celobiosa, melobiosa y
rafinosa, b) alta estabilidad a temperaturas elevadas con una temperatura
6ptima de 60°C, c) tanto el Na* como el Mn?*, Mg®*, Li*,Co®* y K* actuaron
como activadores de la enzima mientras que el Fe** y el Hg* como
inhibidores.

6. Se ha clonado el gen de la trehalasa de M. truncatula, que muestra una
elevada homologia con él de otras trehalasas de plantas y animales,
correspondiendo la mayor identidad al de la trehalasa de nodulos de soja. La
expresion de este gen se encuentra inducida en nédulo, presentando un nivel
de expresion basal en raices y hojas. La salinidad inhibi6 la expresiéon de
este gen en el nodulo.

7. B. japonicum USDA 110 tiene tres mecanismos independientes de
sintesis de trehalosa tanto en simbiosis como en vida libre, induciéndose la
via maltooligosiltrehalosa sintasa y trehalosa sintasa en el bacteroide y
predominando la trehalosa 6 fosfato sintasa en la bacteria en vida libre. En
condiciones de estrés salino, el aumento de trehalosa esta inducido por
mecanismos distintos: en el nddulo se debié a una disminucion de la
actividad trehalasa citosdlica, mientras que en la bacteria debido a un
aumento de la biosintesis (via TPS).
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Tabla A 1.1 Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg planta'1 y relacion raiz/parte aérea (RPA), en plantas

de M. truncatula

NaCl (mM) PSPA PSR PSP RPA
0 491 @ 157 @ 659 @ 0.317 °
25 298 ° 83° 391 ° 0.282 °
50 256 ° 57 ° 323 ° 0.225°

MDS (P < 0.05) 60 27 79 0.049

Tabla A 1.2 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) PSPA
NaCl 125282 2 62641 43.89 0.0000
Error 12846 9 1427
Total 138128 11
b) PSR
NaCl 21476 2 10738 37.13 0.0000
Error 2603 9 289
Total 24079 11
c) PSP
NaCl 252084 2 126042 51.65 0.0000
Error 21964 9 2440
Total 274048 11
d) RPA
NaCl 0.0218 2 0.0109 10.64 0.0022
Error 0.0124 12 0.0010
Total 0.0342 14
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Tabla A 1.3 Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg pIanta'1 y relacién raiz/parte aérea (RPA), en plantas
de L. japonicus

NaCl (mM) PSPA PSR PSP RPA
0 161 @ 522 222 2 0.328 °
25 102 ° 34° 141 ° 0.338 °
50 94 ° 30° 131 ° 0.327 °
MDS (P < 0.05) 23 8 29 0.064

Tabla A 1.4 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
NaCl 10528 2 5264 24.37 0.0002
Error 1944 9 216
Total 12472 11
b) PSR
NaCl 1099 2 549 23.28 0.0003
Error 212 9 23
Total 1311 11
c) PSP
NacCl 19934 2 9967 29.53 0.0001
Error 3037 9 337
Total 22972 11
d) RPA
NaCl 0.000306 2 0.00015 0.094 0.9109
Error 0.014614 9 0.00162
Total 0.014920 11
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Tabla A 1.5 Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y nitrogenasa total (ANT)
expresadas en pmol H, g” PSN h™", tasa de fijacion de nitrogeno (TFN) expresada
en pymol N, g PSN h™', contenido de leghemoglobina (Lb) en mg g”' PFN, peso
seco de nddulo (PSN) en mg planta'1 y peso normalizado de nédulo (PNN) en mg

PSN mg™' PSPA en M. truncatula

NaCl (mM) ANA ANT TFN Lb PSN PNN
0 58.60% 263.44%  67.44° 6.94 11402 0.023°
25 44.68° 246.45° 65.60° 398° 10132 0.035°%®
50 42.60° 150.31° 35.75° 1.21° 10132 0.040°
MDS (P <0.05) 13.08 14.74 1.32 3.82 0.012

Tabla A 1.6 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) ANA
NaCl 908 2 454 4.02 0.0401
Error 1695 15 113
Total 2603 17
b) ANT
NaCl 44666 2 22333 15.2 0.0002
Error 22034 15 1469
Total 66699 17
c) TFN
NaCl 4419 2 2210 15.41 0.0002
Error 2151 15 143
Total 6570 17
d) Lb
NaCl 6.56 2 3.282 48.031 0.0000
Error 0.61 9 0.068
Total 7.18 11
e) PSN
NaCl 4.335 2 2.168 0.384 0.6947
Error 51.415 9 5.713
Total 55.750 11
f) PNN
NaCl 0.000587 2 0.0002937 4.863 0.0371
Error 0.000544 9 0.0000604
Total 0.001131 11
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Tabla A 1.7 Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y nitrogenasa total (ANT)
expresadas en pymol H, g'1 PSN h”, tasa de fijacién de nitrégeno (TFN) expresada
en pmol N, g PSN h™', contenido de leghemoglobina (Lb) en mg g~ PFN, peso
seco de nddulo (PSN) en mg planta™ y peso normalizado de nédulo (PNN) en mg

PSN mg' PSPA en L. japonicus

NaCl (mM) ANA ANT TFN Lb PSN PNN
0 233.34 2% 856.67% 207.45° 11.44° 9.40% 0.059°
25 212.03% 586.77° 125.58°  14.64¢ 5.68° 0.057°
50 81.09° 297.94° 7195° 12.28° 6.30° 0.067 °
MDS (P <0.05) 70.34 116.75 59.65 1.04 195  0.016

Tabla A 1.8 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) ANA
NaCl 54373 2 27186 14.20 0.0016
Error 17236 9 1915
Total 71609 11
b) ANT
NaCl 624602 2 312301 28.90 0.0001
Error 97245 9 10805
Total 721847 11
c) TFN
NacCl 37327 2 18663 13.76 0.0018
Error 12205 9 1356
Total 49532 11
d) Lb
NaCl 22.085 2 11.043 47.59 0.0000
Error 2.088 9 0.232
Total 24174 11
e) PSN
NaCl 31.835 2 15.918 10.67 0.0042
Error 13.428 9 1.492
Total 45.263 11
f) PNN
NaCl 0.00022 2 0.00011 1.03 0.3955
Error 0.00095 9 0.00011
Total 0.00117 11
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Tabla A 1.9 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en ymol NAD mg'1 prot
h”, invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa mg™ prot h”', hexoquinasa (HK) en
pumol NADP mg™' prot h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato
deshidrogenasa (MDH) en umol NADH mg'1 prot h™ e isocitrato deshidrogenasa
(ICDH) en pmol NADP mg™" prot h™" en nodulos de M. truncatula

NaCl (mM) SS HK PEPC MDH ICDH
0 01212 18352 0671° 03042 54632 2016°
25 0.061° 1427° 07602 0161° 3891° 1.227°
50 0.033° 0.863° 0607° 0.062° 2240° 0484°
MDS (P < 0.05) 0.009 0.119 0.067 0.060 3.95 0.114

Tabla A 1.10 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl 0.1940 2 0.0970 53.52 0.0000
Error 0.0026 10 0.0002
Total 0.1966 12
b) IA
NaCl 1.903 2 0.952 169.86 0.0000
Error 0.050 9 0.006
Total 1.954 11
c) HK
NaCl 0.0474 2 0.0237 13.58 0.0019
Error 0.0157 9 0.0017
Total 0.0632 11
e) PEPC
NaCl 0.119 2 0.059 41.58 0.0000
Error 0.013 9 0.001
Total 0.132 11
f) MDH
NaCl 2078 2 1039.020 170.35 0.0000
Error 55 9 6.099
Total 2133 11
g) ICDH
NaCl 4.692 2 2.346 456.45 0.0000
Error 0.046 9 0.005
Total 4,738 11
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Tabla A 1.11 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en pmol NAD mg'1 prot
h”, invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa mg ™' prot h™', hexoquinasa (HK) en pmol
NADP mg™ prot h™', fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) en umol NADH mg'1 prot h™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en pmol
NADP mg™ prot h™ en nédulos de L. japonicus

NaCl (mM) SS IA HK PEPC MDH ICDH
0 0.142° 23222 0232 ° 1519°% 61652 1.292°
25 0.158°% 2092° 0324 ° 1283° 5832% 1.325°
50 0.096° 2202 0388 ® 1.087° 5518° 1.238°

MDS (P < 0.05) 0.013 0.167 0.026 0.193 5.38 0.055

Tabla A 1.12 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl 0.01024 2 0.0051214 69.904 0.0000
Error 0.00065 9 0.0000733
Total 0.01090 11
b) IA
NaCl 0.106 2 0.0529 4.855 0.0370
Error 0.098 9 0.0109
Total 0.204 11
c) HK
NaCl 0.0490 2 0.0245 89.722 0.0000
Error 0.0025 9 0.0002
Total 0.0515 11
e) PEPC
NaCl 0.374 2 0.187 12.810 0.0023
Error 0.131 9 0.015
Total 0.505 11
f) MDH
NaCl 83.685 2 41.843 3.700 0.0670
Error 101.649 9 11.294
Total 185.334 11
g) ICDH
NaCl 0.015 2 0.0077 6.580 0.0173
Error 0.011 9 0.0012
Total 0.026 11
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Tabla A 1.13 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg'1prot min”, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; mg'1 prot min”' y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg'1 prot ™' en nodulos de M. truncatula

NaCl (mM) TPS TPP TRE
0 1.334 2 1.281 2 1.480 @
25 0.682 ° 0.600 ° 1.421 @
50 0.593 © 0.200 © 0.832°
MDS (P < 0.05) 0.038 0.096 0.171

Tabla A 1.14 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl 1.309 2 0.654 1155.452 0.0000
Error 0.005 9 0.001
Total 1.314 11
b) TPP
NaCl 8.972 2 4.486 78.390 0.0000
Error 0.069 6 0.011
Total 9.041 8
c) TRE
NaCl 1.025 2 0.513 45.05 0.0000
Error 0.102 9 0.011
Total 1.128 11

Tabla A 1.15 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg 'prot min”, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P, mg™" prot min™ vy
trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg'1 prot h™ en nédulos de L. japonicus

NaCl (mM) TPS TPP TRE
0 0.966 ° 4.233° 2.109 °
25 0.436 ° 7.139 ° 1.913°
50 0.481 " 6.737 ° 1.544 °
MDS (P < 0.05) 0.284 0.679 0.164
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Tabla A 1.16 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl 0.528 2 0.259 12.78 0.0069
Error 0.122 6 0.020
Total 0.639 8
b) TPP
NaCl 74.37 2 37.18 12.86 0.0001
Error 3.47 6 1.73
Total 77.84 8
d) TRE
NaCl 0.659 2 0.329 31.33 0.0001
Error 0.095 9 0.011
Total 0.753 1

Tabla A 1.17 Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa y trehalosa en pg g PFN
en nodulos de M. truncatula

NaCl (mM) Sacarosa Maltosa Fructosa Trehalosa
0 2993.45 *° 59.74 ° 344.69° 10.86 °
25 1867.24 ° 37.71° 253.54° 25.86 °
50 930.37 °© 18.55 ° 256.14° 21.12°
MDS (P < 0.05) 897.53 10.47 53.53 4.23

Tabla A 1.18 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

a) Sacarosa
NaCl
Error
Total

b) Maltosa
NaCl
Error
Total

c¢) Fructosa
NaCl
Error
Total

d) Trehalosa
NaCl
Error
Total

SC gl CM F calculada P
6.40E+06 2 3.20E+06 15.88 0.0040
1.21E+06 6 201529
7.61E+06 8

2425 2 1213 45.53 0.0002
160 6 27
2585 8
15984 2 7992 11.22 0.0094
4272 6 712
20256 8
356.975 2 178.488 44.43 0.0003
24,102 6 4.017
381.077 8
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Tabla A 1.19 Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa en

ug g PFN en nédulos de L. japonicus

NaCl (mM) Sacarosa Maltosa Fructosa Glucosa Trehalosa
0 1675.64° 2677 169.11° 7458°  2545°
25 94361° 1379 °  156.27° 82.71° 29.15°
50 994.81° 1715 °  184.59° 105.42° 25.33°
MDS (P < 0.05) 217.32 8.56 29.75 17.04 3.24

Tabla A 1.20 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

a) Sacarosa
NaCl
Error
Total

b) Maltosa
NacCl
Error
Total

¢) Fructosa
NaCl
Error
Total

d) Glucosa
NaCl
Error
Total

e) Trehalosa
NaCl
Error
Total

SC gl CM F calculada P
1.00E+06 2 501006 42.35 0.0003
70977.4 6 11830
1.07E+06 8
272 2 136 8.89 0.0161
92 6 15
364 8
1207 2 603 2.75 0.1421
1317 6 219
2523 8
1522 2 761 10.05 0.0122
454 6 76
1976 8
28.20 2 14.101 4.53 0.0632
18.66 6 3.111
46.87 8
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Tabla A 1.21 Contenido de azucares solubles totales (Ast) y almidon (Alm)
expresado en mg glucosa g PF en nédulo (n), raiz (r) y hoja (h) de M. truncatula

NaCl (mM) Ast(n) Ast(r) Ast(h) Alm(n) Alm(h)
0 19.89 @ 4.48° 8.69 ° 7.86 2 18.22 @
25 14.47 ° 5.50 @ 13.08 ° 1.94° 10.17 °
50 10.33 © 414 ° 15.86 @ 1.90 ° 5.85 °
MDS (P < 0.05) 1.55 0.93 0.45 0.56 1.47

Tabla A 1.22 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) Ast(n)
NaCl 183 2 91.934 98.908 0.0000
Error 8 9 0.929
Total 192 11
b) Ast(r)
NaCl 3.984 2 1.992 6.544 0.0176
Error 2.739 9 0.304
Total 6.723 11
c) Ast(h)
NaCl 104.427 2 52.214 823.566 0.0000
Error 0.571 9 0.063
Total 104.998 11
d) Alm(n)
NaCl 94.161 2 47.080 498.583 0.0000
Error 0.850 9 0.094
Total 95.011 11
e) Alm(h)
NaCl 315.054 2 157.527 194.326 0.0000
Error 7.296 9 0.811
Total 322.350 11
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Tabla A 1.23 Contenido de azucares solubles totales (Ast) y almidon (Alm)
expresado en mg glucosa g PF en nédulo (n), raiz (r) y hoja (h) de L. japonicus

NaCl (mM) Ast(n) Ast(r) Ast(h) Alm(n) Alm(h)
0 6.92° 363° 9.18 ° 063° 590°
25 8.18 @ 7.40° 11.40 @ 0.94° 9.26 °
50 7.06° 9.23° 10.99 ° 176 @ 21.45 2
MDS (P < 0.05) 0.93 0.44 0.51 0.16 1.37

Tabla A 1.24 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) Ast (n)
NaCl 3.862 2 1.931 6.445 0.0183
Error 2.697 9 0.300
Total 6.559 11
b) Ast (1)
NaCl 65.057 2 32.529 495.665 0.0000
Error 0.591 9 0.066
Total 65.648 11
c) Ast (h)
NaCl 11.117 2 5.559 66.449 0.0000
Error 0.753 9 0.084
Total 11.870 11
d) Alm (n)
NacCl 2.755 2 1.378 133.25 0.0000
Error 0.093 9 0.010
Total 2.848 11
e) Alm (h)
NaCl 535 2 267.765 361.836 0.0000
Error 6 9 0.740
Total 542 11
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Tabla A 1.25 Contenido de aminoacidos totales (Aa) expresado en mg g'1 PFy
prolina (Pro) en g g’ PF y en hoja (h), raiz (r) y nédulo (n) de M. truncatula

NaCl (mM) Aa(n) Aa(r) Aa(h) Pro(n) Pro(r) Pro(h)
0 6.69 @ 3.38° 144 ° 8045°% 17.70° 17.75°
25 541° 337° 174" 3712° 35737 169.68°
50 1.55 °© 3.89° 1992 5580° 25172 389.85°
MDS (P <0.05) 0.13 0.26 0.15 15.45 20.86 23.24

Tabla A 1.26 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Aa(n)
NaCl 57.372 2 28.686 4137 0.0000
Error 0.062 9 0.007
Total 57.434 11
b) Aa(r)
NaCl 0.714 2 0.357 13.571 0.0019
Error 0.237 9 0.026
Total 0.951 11
c) Aa (h)
NaCl 0.604 2 0.302 34.772 0.0001
Error 0.078 9 0.009
Total 0.682 11
d) Pro(n)
NaCl 3777 2 1888 21.336 0.0004
Error 796 9 88
Total 4574 11
e) Pro(r)
NaCl 648 2 324 1.933 0.2002
Error 1509 9 167
Total 2158 11
f) Pro(h)
NaCl 280022 2 140011 696 0.0000
Error 1809 9 201
Total 281831 11
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Tabla A 1.27 Contenido de aminoacidos totales (Aa) expresado en mg g'1 PFy
prolina (Pro) en pg g’ PF y en hoja (h), raiz (r) y nddulo (n) de L. japonicus

NaCl (mM) Aa (n) Aa (r) Aa (h) Pro (n) Pro (r) Pro (h)
0 1166 % 538° 2492 6327° 0.00° 102.79 @
25 12502 598° 213° 62522 13.22° 40.72°
50 939° 423° 246°% 4758° 9537°% 86.32°
MDS (P < 0.05) 0.84 0.27 0.23 4.65 3.23

Tabla A 1.28 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) Aa (n)
NaCl 20.731 2 10.365 37.272 0.0000
Error 2.503 9 0.278
Total 23.234 11
b) Aa (r)
NaCl 6.331 2 3.166 109 0.0000
Error 0.261 9 0.029
Total 6.593 11
c) Aa (h)
NaCl 0.312 2 0.156 7.303 0.0130
Error 0.192 9 0.021
Total 0.504 11
f) Pro (n)
NaCl 626 2 313 16.840 0.0009
Error 167 9 18
Total 793 11
e) Pro (r)
NaCl 21366 2 10683 1795 0.0000
Error 53 9 6
Total 21420 11
d) Pro (h)
NaCl 8271 2 4135 1014 0.0000
Error 36 9 4
Total 8308 11
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Tabla A 1.29 Fluorescencia inicial (Fo), relacion fluorescencia inicial fluorescencia
maxima (F¢/Fy), fluorescencia maxima (F), relacion fluorescencia variable
fluorescencia maxima (F,/F) y clorofila en unidades SPAD, en plantas de
M. truncatula

NaCl (mM) Fo Fo/Fm Fr Fu/Fm SPAD
0 1682  0.175° 968 @ 0.826 2 40.1 2
25 1778 0.182° 948 @ 0.812° 322°
50 1702  0.196 2 843 ° 0.796 © 282 °
MDS (P < 0.05) 12 0.012 75 0.012 1.6

Tabla A 1.30 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Fo
NaCl 254 2 127.40 1.613 0.2396
Error 947 12 78.96
Total 1202 14
b) Fo/Fr
NaCl 0.00221 2 0.001104 14.68 0.0006
Error 0.00090 12 0.000075
Total 0.00311 14
C) Fm
NaCl 44.680 2 22.340 7.454 0.0079
Error 35.964 12 2.997
Total 80.645 14
d) F./Fn,
NaCl 0.00219 2 0.0010958 14.808 0.0006
Error 0.00088 12 0.0000740
Total 0.00308 14
e) SPAD
NaCl 368 2 184.412 131.006 0.0000
Error 16 12 1.407
Total 385 14
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Tabla A 1.31 Fluorescencia inicial (Fg), relacion fluorescencia inicial fluorescencia
maxima (Fo/F.), fluorescencia maxima (F.), relacién fluorescencia variable
fluorescencia maxima (F,/F,) y clorofila en unidades SPAD, en plantas de
L. japonicus

NaCl (mM) Fo Fo/Fm Frn Fu/Fom SPAD
0 1172 0174 ° 670 @ 0.8252 62.1 2
25 1232 0187 %® 678 ° 0.818% 58.8 °
50 1122  0.202° 575 ° 0.803° 54.9 °
MDS (P < 0.05) 11 0.019 35 0.017 1.2

Tabla A 1.32 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Fo
NaCl 304 2 152.187 2.357 0.1369
Error 774 12 64.562
Total 1079 14
b) Fo/Fy,
NaCl 0.00114 2 0.000570 3.39 0.0681
Error 0.00202 12  0.000168
Total 0.00316 14
¢) Fm
NaCl 33 2 16.580 25.442 0.0000
Error 8 12 651
Total 41 14
d) F./Fp,
NaCl 0.00118 2 5.89E-04 3.522 0.0626
Error 0.00201 12 1.67E-04
Total 0.00319 14
e) SPAD
NaCl 129 2 64.540 83.661 0.0000
Error 9 12 0.771
Total 138 14
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Tabla A 1.33 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.1. Pigmentos fotosintéticos M. truncatula

SC gl CM F calculada P
a) Ca
NaCl 94013 2 47007 19.05 0.0006
Error 22213 9 2468
Total 116227 11
b) Cb
NaCl 17844 2 8922 82.22 0.0000
Error 977 9 109
Total 18821 11
c) Ca/b
NaCl 4.217 2 2.109 35.55 0.0001
Error 0.534 9 0.059
Total 4,751 11
d) X+C
NaCl 1225 2 613 2.45 0.1414
Error 2250 9 250
Total 3476 11
e) PT
NaCl 225140 2 112570 20.50 0.0004
Error 49422 9 5491
Total 274562 11

Tabla A 1.34 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.1. Pigmentos fotosintéticos L. japonicus

SC gl CM F calculada P
a) Ca
NaCl 82203 2 41102 251.12 0.0000
Error 982 6 164
Total 83185 8
b) Cb
NaCl 6205 2 3103 39.990 0.0003
Error 466 6 78
Total 6671 8
c) Ca/b
NacCl 0.468 2 0.234 3.810 0.0856
Error 0.369 6 0.061
Total 0.837 8
d) X+C
NaCl 2976 2 1488 41.850 0.0003
Error 213 6 36
Total 3189 8
e) PT
NaCl 201288 2 100644 97.450 0.0000
Error 6196 6 1033
Total 207485 8
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Tabla A 1.35 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.2 Nutrientes parte aérea M. truncatula (%)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 0.144 2 0.0723 6.256 0.0198
Error 0.104 9 0.0115
Total 0.248 11
b) P
NaCl 0.607 2 0.30358 1193 0.0000
Error 0.002 9 0.00025
Total 0.609 11
c)K
NaCl 8.993 2 4.496 381 0.0000
Error 0.106 9 0.012
Total 9.099 11
d) Ca
NacCl 0.0207 2 0.0103 50 0.0000
Error 0.0018 9 0.0002
Total 0.0226 11
e) Mg
NaCl 0.0667 2 0.0333 41 0.0000
Error 0.0073 9 0.0008
Total 0.0740 11
f) Na
NaCl 31.44 2 15.721 8450 0.0000
Error 0.02 9 0.002
Total 31.46 11
g) Cl
NaCl 22.844 2 11.422 9877 0.0000
Error 0.010 9 0.001
Total 22.855 11
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Tabla A 1.36 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la
tabla1.2 Nutrientes raiz M. truncatula (%)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 0.268 2 0.134 20.986 0.0004
Error 0.057 9 0.006
Total 0.326 11
b) P
NaCl 0.441 2 0.221 97.811 0.0000
Error 0.020 9 0.002
Total 0.462 11
c)K
NaCl 4.555 2 2.277 109 0.0000
Error 0.188 9 0.021
Total 4,743 11
d) Ca
NacCl 0.0107 2 0.0054 12.133 0.0028
Error 0.0040 9 0.0004
Total 0.0147 11
e) Mg
NaCl 3.572 2 1.786 12.100 0.0028
Error 1.328 9 0.147
Total 4.901 11
f) Na
NaCl 12.913 2 6.456 4.887 0.0000
Error 0.012 9 0.001
Total 12.925 11
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Tabla A 1.37 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.3 Nutrientes parte aérea L. japonicus (%)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 1.5801 2 0.79006 36.56 0.0004
Error 0.1297 6 0.02161
Total 1.7098 8
b) P
NaCl 0.0368 2 0.01838 8.770 0.0165
Error 0.0126 6 0.00209
Total 0.0493 8
c)K
NaCl 0.2625 2 0.1313 8.89 0.0160
Error 0.0885 6 0.0148
Total 0.3511 8
d) Ca
NacCl 0.0544 2 0.0272 131 0.0000
Error 0.0012 6 0.0002
Total 0.0556 8
e) Mg
NaCl 0.0284 2 0.01420 344 0.0000
Error 0.0002 6 0.00004
Total 0.0286 8
f) Na
NaCl 0.7457 2 0.37287 518 0.0000
Error 0.0043 6 0.00072
Total 0.7501 8
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Tabla A 1.38 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.3 Nutrientes raiz L. japonicus (%)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 0.2108 2 0.10542 2.290 0.1825
Error 0.2763 6 0.04605
Total 0.4872 8
b) P
NaCl 0.1213 2 0.06064 7.990 0.0203
Error 0.0455 6 0.00759
Total 0.1668 8
c)K
NaCl 1.6973 2 0.84866 23.30 0.0015
Error 0.2185 6 0.03642
Total 1.9159 8
d) Ca
NacCl 0.0397 2 0.01987 13.54 0.0060
Error 0.0088 6 0.00147
Total 0.0485 8
e) Mg
NaCl 3.0175 2 1.50873 43.25 0.0003
Error 0.2093 6 0.03488
Total 3.2267 8
f) Na
NaCl 0.9046 2 0.45232 128 0.0000
Error 0.0212 6 0.00354
Total 0.9259 8
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Tabla A 1.39 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.4 Nutrientes parte aérea M. truncatula (mg planta™)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 1.529800 2 0.76490 44.430 0.0000
Error 0.154942 9 0.01722
Total 1.684742 11
b) P
NaCl 0.225659 2 0.11283 17.245 0.0008
Error 0.058886 9 0.00654
Total 0.284545 11
c)K
NaCl 8.609928 2 4.30496 72.009 0.0000
Error 0.538051 9 0.05978
Total 9.147980 11
d) Ca
NacCl 0.358006 2 0.17900 33.278 0.0001
Error 0.048411 9 0.00538
Total 0.406417 11
e) Mg
NaCl 0.071977 2 0.03599 17.403 0.0008
Error 0.018611 9 0.00207
Total 0.090588 11
f) Na
NaCl 2.015358 2 1.00768 63.498 0.0000
Error 0.142826 9 0.01587
Total 2.158184 11
g) Cl
NaCl 0.795747 2 0.39787 11.392 0.0034
Error 0.314327 9 0.03493
Total 1.110074 11
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Tabla A 1.40. Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.4 Nutrientes raiz M. truncatula (mg planta™)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 0.0334588 2 0.0167294 48.861 0.0000
Error 0.0030815 9 0.0003424
Total 0.0365403 11
b) P
NaCl 0.0035474 2 0.0017737 12.181 0.0028
Error 0.0013105 9 0.0001456
Total 0.0048579 11
c)K
NaCl 0.3953430 2 0.1976715 63.026 0.0000
Error 0.0282273 9 0.0031364
Total 0.4235702 11
d) Ca
NaCl 0.0117476 2 0.0058738 60.411 0.0000
Error 0.0008751 9 0.0000972
Total 0.0126227 11
e) Mg
NaCl 0.6318895 2 0.3159447 45.580 0.0000
Error 0.0623851 9 0.0069317
Total 0.6942746 11
f) Na
NaCl 0.1947356 2 0.0973678 165.128 0.0000
Error 0.0053068 9 0.0005896
Total 0.2000424 11
g) Cl
NaCl 0.0255110 2 0.0127555 627.844 0.0000
Error 0.0001828 9 0.0000203
Total 0.0256939 11
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Tabla A 1.41 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.5 Nutrientes parte aérea L. japonicus (mg planta™)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 0.27692 2 0.1385 929.640 0.0000
Error 0.00134 9 0.0001
Total 0.27826 11
b) P
NaCl 0.00101 2 0.0005 33.807 0.0001
Error 0.00013 9 0.0000
Total 0.00115 11
c)K
NaCl 0.10754 2 0.0538 434.447 0.0000
Error 0.00111 9 0.0001
Total 0.10865 11
d) Ca
NaCl 0.00101 2 0.0005 33.807 0.0001
Error 0.00013 9 0.0000
Total 0.00115 11
e) Mg
NaCl 0.00200 2 0.0010 3433.078 0.0000
Error 0.00000 9 0.0000
Total 0.00201 11
f) Na
NaCl 0.00740 2 0.0037 740.144 0.0000
Error 0.00005 9 0.0000
Total 0.00745 11
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Tabla A 1.42 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
1.5 Nutrientes raiz L. japonicus (mg planta™)

SC gl CM F calculada P
a)N
NaCl 0.0118 2 0.00588 70.634 0.0000
Error 0.0007 9 0.00008
Total 0.0125 11
b) P
NaCl 0.0014 2 0.00069 97.285 0.0000
Error 0.0001 9 0.00001
Total 0.0014 11
c)K
NaCl 0.0219 2 0.01097 209.620 0.0000
Error 0.0005 9 0.00005
Total 0.0224 11
d) Ca
NaCl 0.0005 2 0.00023 160.713 0.0000
Error 0.0000 9 0.00000
Total 0.0005 11
e) Mg
NaCl 0.0220 2 0.01099 181.075 0.0000
Error 0.0005 9 0.00006
Total 0.0225 11
f) Na
NaCl 0.0003 2 0.00017 55.331 0.0000
Error 0.0000 9 0.00000
Total 0.0004 11
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Tabla A 1.43 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en pmol NAD g'1 PFN
h”, invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa g’ PFN h™', hexoquinasa (HK) en
umol NADP g’ PFN h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato
deshidrogenasa (MDH) en umol NADH g'1 PFN h1e isocitrato deshidrogenasa
(ICDH) en umol NADP g PFN h™' en nddulos de M. truncatula

NaCl (mM) SS 1A HK PEPC  MDH ICDH
0 11.576% 1.078°% 15.862 % 27.974 ® 5025.72 ® 185.450°

25 5155° 0.360° 16.730° 12.058 ° 2913.18° 91.881°

50 1.990° 0.258° 11.359° 6.697 © 2430.87 © 52.572°

MDS (P < 0.05) 0.790 0.079 1.045 2.135  190.21 10.452

Tabla A 1.44 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl 190.85 2 95.425 392.774 0.0000
Error 2.19 9 0.243
Total 193.04 11
b) IA
NaCl 1.8401 2 0.9201 328.540 0.0000
Error 0.0280 10 0.0028
Total 1.8681 12
¢) HK 66.520 2 33.2620 38.920 0.0000
NaCl 7.690 9 0.8550
Error 74.210 11
Total
d) PEPC
NaCl 15018.1 2 7509.05 551.782 0.0000
Error 122.5 9 13.61
Total 15140.6 11
e) MDH
NaCl 2.93E+08 2 1.47E+08 103.188 0.0000
Error 1.28E+07 9 1.42E+06
Total 3.06E+08 11
f) ICDH
NaCl 37276 2 18638 462 0.0000
Error 363 9 40
Total 37639 11
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Tabla A 1.45 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en pymol NAD g”' PFN
h”, invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa g PFN h™, hexoquinasa (HK) en
umol NADP g' PFN h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato
deshidrogenasa (MDH) en pmol NADH g’1 PFN h1e isocitrato deshidrogenasa
(ICDH) en pmol NADP g™ PFN h™' en nédulos de L. japonicus

NaCl (mM) SS 1A HK PEPC MDH  ICDH
0 1.863 © 2308 * 33.027° 3.288°% 133.44°% 2797 °
25 3147 % 1939 ° 43.047° 2379° 108.12° 2456 °
50 2225° 2036° 44584° 2114° 107.32° 2408°

MDS (P <0.05) 0.239 0.228 0.867 0.388 10.78 0.108

Tabla A 1.46 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl 3.508 2 1.754 78.331 0.0000
Error 0.202 9 0.022
Total 3.709 11
b) IA
NaCl 0.294 2 0.147 7.247 0.0133
Error 0.182 9 0.020
Total 0.476 11
c) HK
NaCl 315.121 2 157.561 535.686 0.0000
Error 2.647 9 0.294
Total 317.769 11
d) PEPC
NaCl 3.031 2 1.515 25.690 0.0002
Error 0.531 9 0.059
Total 3.561 11
e) MDH
NaCl 1765.820 2 882.909 21.130 0.0004
Error 376.082 9 41.787
Total 2141.900 11
f) ICDH
NaCl 0.361 2 0.1807 39.450 0.0000
Error 0.041 9 0.0046
Total 0.403 11
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Tabla A 1.47 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
g' PFN min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P, g° PFN min” y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa g PFN h™ en nodulos de M. truncatula

NaCl (mM) TPS TPP TRE
0 28.202 ° 71.429 ° 0.802 @
25 14.084 ° 36.310 ° 0.711°
50 0.462 ° 51.786 " 0.316 °
MDS (P < 0.05) 1.761 5.099 0.059

Tabla A 1.48 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl 150.001 2 75.001 550.617 0.0000
Error 1.226 9 0.136
Total 151.227 11
b) TPP
NaCl 61057 2 30528 288 0.0000
Error 951 9 105
Total 62009 1
d) TRE
NaCl 0.628 2 0.314 6.069 0.0214
Error 0.466 9 0.052
Total 1.094 11

Tabla A 1.49 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
g' PFN min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P, g* PFN min” y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa g™ PFN h™ en nédulos de L. japonicus

NaCl (mM) TPS TPP TRE
0 12.033 @ 257.679 ° 1.925 2@
25 3.634 ° 196.190 °© 1.785 @
50 6.004 ° 368.571 @ 1.385°
MDS (P < 0.05) 0.590 16.234 0.364

343



Apéndice

Tabla A 1.50 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl 150.001 2 75.001 550 0.0000
Error 1.226 9 0.136
Total 151.227 11
b) TPP
NaCl 61057 2 30528 288 0.0000
Error 951 9 105
Total 62009 11
d) TRE
NaCl 0.628 2 0.314 6.069 0.0214
Error 0.466 9 0.052
Total 1.094 11
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Tabla A 2.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg planta'1; y relacion raiz parte aérea (RPA) en plantas

de M. truncatula

Tiempo(D) NaClmM)  PSPA PSR PSP RPA

0 0 121°© 27 9 152 0.220 ©

0 141 © 45" 192 © 0.320 °

14 50 245 ¢ 59 © 310 ¢ 0.243 *°

0 279 ° 78 ¢ 364 ° 0.279 *°

21 50 443 ° 134 ° 589 ° 0.302 °

0 490 ® 194 @ 696 ° 0.395 °

28 50 443 ° 118 © 572 ° 0.265 ™
MDS (P < 0.05) 23 13 33 0.063

Tabla A 2.2. Andlisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
Tiempo(D) 886238 3 295413 182.44 0.0000
NaCl (S) 36307 1 36307 22.42 0.0000
Dx S 82877 3 27626 17.06 0.0000
Error 64769 40 1619
Total 1070190 47
b) PSR
Tiempo(D) 119678 3 39893 84.46 0.0000
NaCl (S) 25 1 25 0.05 0.8176
Dx S 27543 3 9181 19.44 0.0000
Error 18894 40 472
Total 166140 47
c) PSP
Tiempo(D) 1.7E+06 3 569717 171.32 0.0000
NaCl (S) 3.6E+04 1 36084 10.85 0.0021
Dx S 2.0E+05 3 67843 20.40 0.0000
Error 1.3E+05 40 3326
Total 2.1E+06 47
d) R/PA
Tiempo(D) 74208 3 24736 8.31 0.0002
NaCl (S) 25283 1 25283 8.49 0.0058
Dx S 44259 3 14753 4.96 0.0051
Error 119062 40 2977
Total 262812 47
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Tabla A 2.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg planta’1; y relacion raiz parte aérea (RPA) en plantas
de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl(mM)  PSPA PSR PSP RPA

0 0 77 © 31° 113 ¢ 0.404 *°

0 139 ¢ 35° 182 ° 0.250 °

14 100 159 © 70 ° 239 ° 0.443 ®

0 165 ° 37 ° 194 ° 0.225

21 100 272 @ 110 @ 421° 0.400 °

0 246 ° 69 ° 442 @ 0.185 ¢

28 100 133 ¢ 36 °© 203 © 0.253 ©
MDS (P < 0.05) 21 10 29 0.040

Tabla A 2.4. Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
Tiempo(D) 134372 3 44791 33.620 0.0000
NaCl (S) 150 1 150 0.110 0.7393
Dx S 73222 3 24408 18.320 0.0000
Error 53294 40 1332
Total 261039 47
b) PSR
Tiempo(D) 11044 3 3681 13.600 0.0000
NaCl (S) 4150 1 4150 15.340 0.0003
Dx S 18616 3 6205 22.930 0.0000
Error 10826 40 271
Total 44635 47
c) PSP
Tiempo(D) 341475 3 113825 45.270 0.0000
NaCl (S) 1507 1 1507 0.600 0.4434
Dx S 334805 3 111602 44.380 0.0000
Error 100580 40 2515
Total 778367 47
d) R/IPA
Tiempo(D) 0.216 3 0.0720 15.220 0.0000
NaCl (S) 0.142 1 0.1425 30.130 0.0000
Dx S 0.075 3 0.0251 5.300 0.0036
Error 0.189 40 0.0047
Total 0.623 47
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Tabla A 2.5. Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y actividad nitrogenasa total
(ANT) expresadas en pmol de H, g PSN h™; tasa de fijacion de nitrogeno (TFN)
expresada en pmol de N, g" PSN h™ ,contenido de leghemoglobina (Lb) en mg g™
PFN, peso seco de nédulos (PSN) en mg planta'1 y .peso normalizado de ndédulos
(PNN) en mg PSN mg'1 PSPA en M. truncatula

Tiempo(D) NaCl ANA ANT TFEN Lb PSN PNN

0 0 618272 185142 41112 544° 444° 0.036°
0 4514° 13034° 2840° 658° 528°¢ 0.038°

14 50 37.87° 96.46° 1953° 7.31°% 6.08% 0.024°

o1 0 40.202 93.17 Z" 17.66: 411°¢ 733° 0.0262
50 35.26 83.15 % 16.04 1639 12.08°% 0.027

08 0 3985° 8537° 15009 457¢ 12152 0.025°

50 3291¢% 7998° 1569°¢ 273" 11752 0.027°
MDS (P < 0.05) 4.83 13.12 3.27 0.16 1.21 0.003

Tabla A 2.6. Andlisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P

a) ANA
Tiempo(D) 5888 3 1963 24.32 0.0000
NaCl (S) 321 1 321 3.98 0.0518
Dx S 118 3 39 0.49 0.6921
Error 3874 48 81
Total 10201 55
b) ANT
Tiempo(D) 93488 3 31163 53.12 0.0000
NaCl (S) 2062 1 2062 3.52 0.0669
Dx S 2373 3 791 1.35 0.2699
Error 28158 48 587
Total 126081 55
c) TFN
Tiempo(D) 5858 3 1953 52.59 0.0000
NaCl (S) 84 1 84 2.26 0.1391
Dx S 202 3 67 1.81 0.1574
Error 1782 48 37
Total 7925 55
d) Lb

80.61 3 26.869 539.89 0.0000
NaCl (S) 6.46 1 6.460 129.80 0.0000
Dx S 13.65 3 4.551 91.45 0.0000
Error 1.19 24 0.050
Total 101.92 31
e) PSN
Tiempo(D) 439 3 146.26 30.02 0.0000
NaCl (S) 20 1 19.89 4.08 0.0500
Dx S 50 3 16.73 3.43 0.0258
Error 195 40 4.87
Total 704 47
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f) PNN

Tiempo(D) 0.001003 3 0.000334 9.01 0.0001
NaCl (S) 0.000097 1 0.000097 2.61 0.1125
Dx S 0.000532 3 0.000177 4.78 0.0054
Error 0.001780 48 0.000037

Total 0.003412 55

Tabla A 2.7. Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y actividad nitrogenasa total
(ANT) expresadas en pmol de H, g'1 PSN h™: tasa de fijacion de nitrégeno (TFN)
expresada en pmol de N, g PSN h™", contenido de leghemoglobina (Lb) en mg g~
PFN, peso seco de nddulos (PSN) en mg planta'1 y peso normalizado de nédulos
(PNN) en mg PSN mg'1 PSPA en L. japonicus

Tiempo(D) NaCl ANA ANT TFN Lb PSN PNN

0 0 76852 299152 7410% 13112 475° 0.059°
0 3255° 211.91° 59.09° 11.15° 847 0.060°

14 100 37.28° 18591° 5057° 13.05% 10.38° 0.062°
01 0 5287° 25351° 66.88°2 1058° 7.28°¢ 0.042°
100 2511 ¢ 122,06 3232° 10.09° 17.33° 0.062°
08 0 959° 9328°% 2460° 921° 26.85% 0.080°
100 5.10° 4658° 1349°¢ 1134° 16.92° 0.131°2

MDS (P<0.05)  6.55 34.03 10.19 1.39 2.28 0.011

Tabla A 2.8. Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) ANA
Tiempo(D) 29406 3 9802 77.76 0.0000
NaCl (S) 568 1 568 4.50 0.0401
Dx S 1871 3 624 4.95 0.0052
Error 5042 40 126
Total 36887 47
b) ANT
Tiempo(D) 318344 3 106115 31.56 0.0000
NaCl (S) 31566 1 31566 9.39 0.0039
Dx S 29127 3 9709 2.89 0.0473
Error 134484 40 3362
Total 513521 47
c) TFN
Tiempo(D) 18729 3 6243 20.44 0.0000
NaCl (S) 2202 1 2202 7.21 0.0105
Dx S 1970 3 657 2.15 0.1091
Error 12217 40 305
Total 35118 47
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d) Lb

Tiempo(D) 46.336 3 15.445 4.240 0.0155
NaCl (S) 6.287 1 6.287 1.720 0.2016
Dx S 10.508 3 3.503 0.960 0.4274
Error 87.522 24 3.647

Total 150.652 31

e) PSN

Tiempo(D) 1883 3 628 41.240 0.0000
NaCl (S) 3 1 3 0.200 0.6542
Dx S 607 3 202 13.290 0.0000
Error 609 40 15

Total 3102 47

f) PNN

Tiempo(D) 0.0289 3 0.00964 19.47 0.0000
NaCl (S) 0.0054 1 0.00544 10.99 0.0016
Dx S 0.0068 3 0.00227 4.59 0.0061
Error 0.0277 56 0.00049

Total 0.0689 63

Tabla A 2.9. Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en umol NAD mg™ prot h™,
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa mg "' prot h™, hexoquinasa (HK) en pmol
NADP mg™ prot h™, fosfoenoIPiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) y en pmol NADH mg™" prot h™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en pmol
NADP mg™ prot h”, en nodulos de M. truncatula

Tiem)pO(D NaCl  SS IA HK PEPC  MDH ICDH
0 0 0.099® 09952 0.803° 1260° 10912 ® 2637°
14 0 0.114 Z 0.745 : 0.758 : 1.040 : 100.97 Z 2.763:
50 0.080 0.646 0.672 0.881 95.51 2.680
o1 0 0.097 Z” 0.647 " 0.581 " 1.227 104.70 Z 1.734:
50 0.077 0.701 0.708 0.981 102.88 °  2.560
08 0 0.084 b 0.575 b 0.677 0.629 f 92.93 “ 2.725:
50 0.041 0.798 0.951 0.279 67.21 1.754
MDS (P < 0.05) 0.017 0.049  0.060 0.034 3.12 0.057

Tabla A 2.10. Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
Tiempo(D) 0.007 3 0.0023 16.931 0.0000
NaCl (S) 0.005 1 0.0047 34.384 0.0000
Dx S 0.002 3 0.0007 5.164 0.0068
Error 0.003 24 0.0001
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Total 0.017 31

b) IA

Tiempo(D) 0.5772 3 0.1924 41.42 0.0000
NaCl (S) 0.0157 1 0.0157 3.38 0.0783
Dx S 0.1084 3 0.0361 7.78 0.0008
Error 0.1115 24 0.0046

Total 0.8128 31

¢) HK

Tiempo(D) 0.153 3 0.0510 29.774 0.0000
NaCl (S) 0.050 1 0.0495 28.876 0.0000
Dx S 0.148 3 0.0494 28.833 0.0000
Error 0.041 24 0.0017

Total 0.392 31

d) PEPC

Tiempo(D) 2.9300 3 0.9767 441.15 0.0000
NaCl (S) 0.2850 1 0.2850 128.73 0.0000
Dx S 0.1317 3 0.0439 19.82 0.0000
Error 0.0531 24 0.0022

Total 3.3998 31

e) MDH

Tiempo(D) 5166.35 3 1722.120 45.970 0.0000
NaCl (S) 12.59 1 12.588 0.340 0.5675
Dx S 2739.02 3 913.007 24.370 0.0000
Error 899.07 24 37.461

Total 8817.03 31

f) IDH

Tiempo(D) 1.951 3 0.650 49.240 0.0000
NaCl (S) 0.026 1 0.026 1.980 0.1720
Dx S 3.239 3 1.080 81.730 0.0000
Error 0.317 24 0.013

Total 5.533 31

Tabla A 2.11. Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en umol NAD mg™ prot h’
' invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa mg™ prot h™', hexoquinasa (HK) en pmol
NADP mg™ prot h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) y en pmol NADH mg™" prot h™" e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en umol
NADP mg'1 prot h™', en nédulos de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl SS A HK PEPC MDH ICDH

0 0 01412 16612 0446° 3588° 150192 2976 °
0 0118 1207° 0471% 3.781°% 15523° 3.628°

14 100 0.089° 1.035°¢ 0305°% 3115° 141.71° 3.107°

01 0 0122° 1025° 0347° 2077° 133.03° 2983°

100 0.047° 0.863 % 0237° 2152% 107.04° 2.884°

08 0 0112° 0838 ¢ 0314° 209° 111.60° 2544 °
e

100 0.048° 0.750 0205 2170 100.71° 2.920
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MDS (P <0.05) 0.006 0.068 0.020 0.150 5.21 0.077

Tabla A 2.12. Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
Tiempo(D) 0.0185 3 0.00615 78.45 0.0000
NaCl (S) 0.0138 1 0.01382 176.25 0.0000
Dx S 0.0069 3 0.00232 29.52 0.0000
Error 0.0019 24 0.00008
Total 0.0411 31
b) 1A
Tiempo(D) 3.4343 3 1.1448 132.65 0.0000
NaCl (S) 0.0890 1 0.0890 10.31 0.0037
Dx S 0.0381 3 0.0127 1.47 0.2474
Error 0.2071 24 0.0086
Total 3.7685 31
c) HK
Tiempo(D) 0.4441 3 0.14803 199.53 0.0000
NaCl (S) 0.0036 1 0.00364 4.91 0.0364
Dx S 0.1469 3 0.04895 65.99 0.0000
Error 0.0178 24 0.00074
Total 0.6124 31
d) PEPC
Tiempo(D) 15.6700 3 5.2233 123.5 0.0000
NaCl (S) 0.1303 1 0.1303 3.08 0.0919
Dx S 0.7808 3 0.2603 6.15 0.0030
Error 1.0150 24 0.0423
Total 17.5961 31
e) MDH
Tiempo(D) 11287 3 3762 72.20 0.0000
NaCl (S) 1271 1 1271 24.38 0.0000
Dx S 684 3 228 4.37 0.0136
Error 1251 24 52
Total 14492 31
f) ICDH
Tiempo(D) 1.6959 3 0.5653 49.36 0.0000
NaCl (S) 0.0298 1 0.0298 2.61 0.1195
Dx S 0.8152 3 0.2717 23.73 0.0000
Error 0.2749 24 0.0115
Total 2.8158 31
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Tabla A 2.13. Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en mmol UDP
mg™' prot min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P, mg” prot min” y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg'1prot h™', en nodulos de M.truncatula

Tiempo(D) NaCl TPS TPP TRE
0 0 0.482 © 0.256 ° 0.766 °

" 0 0.679 © 0.482 @ 1.128 2

50 0.662 ° 0.382° 1.035 2

o 0 1.046 2 0.543 @ 0.950°

50 0.357 ' 0.358 ° 0.815°

08 0 0732 ° 0.357 ° 0.596 ¢

50 0.596 ¢ 0.209 °© 0.409 ©

MDS (P < 0.05) 0.039 0.065 0.128

Tabla 2.14 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
Tiempo(D) 0.240 3 0.080 27.490 0.0000
NaCl (S) 0.355 1 0.355 122.030 0.0000
Dx S 0.632 3 0.211 72.500 0.0000
Error 0.070 24 0.003
Total 1.296 31
b) TPP
Tiempo(D) 0.1794 3 0.0598 10.40 0.0005
NaCl (S) 0.0706 1 0.0706 12.27 0.0029
Dx S 0.0289 3 0.0096 1.68 0.2118
Error 0.0921 16 0.0058
Total 0.3711 23
c) TRE
Tiempo(D) 1.0537 3 0.3512 15.93 0.0000
NaCl (S) 0.0646 1 0.0646 2.93 0.1062
Dx S 0.0281 3 0.0094 0.42 0.7382
Error 0.3527 16 0.0220
Total 1.4990 23
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Tabla A 2.15 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en mmol
UDP mg™" prot min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P;mg™" prot min"
'y trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg ' prot h™", en nédulos de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl TPS TPP TRE
0 0 0.132 © 1.505 ¢ 1.509 @
1 0 0.158 ° 1.772 2 1.307 °©
100 0.134 © 1.587 ¢ 1.266 °
01 0 0.176 @ 1.707 ° 1.434 °
100 0.121 ¢ 1.575 ¢ 0.761 ¢
08 0 0.156 ° 1.830 2 0.982 ©
100 0.123 ¢ 1.382 ° 0785 °

MDS (P < 0.05) 0.007 0.058 0.15

Tabla A 2.16 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
b) TPS
Tiempo(D) 0.00130 3 0.00043 5.03 0.0076
NaCl (S) 0.00612 1 0.00612 70.75 0.0000
Dx S 0.00302 3 0.00101 11.65 0.0001
Error 0.00208 24 0.00009
Total 0.01252 31
c) TPP
Tiempo(D) 0.134 3 0.0447 6.84 0.0017
NaCl (S) 0.292 1 0.2921 44.76 0.0000
Dx S 0.212 3 0.0708 10.85 0.0001
Error 0.157 24 0.0065
Total 0.795 31
a) TRE
Tiempo(D) 1.7098 3 0.5699 13.46 0.0000
NaCl (S) 0.4146 1 0.4146 9.79 0.0046
Dx S 0.5723 3 0.1908 4.50 0.0121
Error 1.0165 24 0.0424
Total 3.7133 31
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Tabla A 2.17 Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa
expresado en ug g'1 PFN en nédulos de M. truncatula

Tiempo(D) NaCl Sacarosa Maltosa Fructosa Glucosa Trehalosa

0 0 254297 ° 7679 @ 387.96 > 114831 ? 36.06°
0 221472 % 3292 ° 20598°¢ 105348 ® 35.00°

b 50 234587 ° 5448 ¢ 360.98° 72729 ¢ 4193"
o 0 3649.14° 5448 ° 47957 % 104532 ° 53.43°
50  2400.71 % 5228 ¢ 30289¢ 71642 ¢ 4326°
- 0 286854° 68.09° 41566° 105472 * 4244"
50 2339.48 ° 5887 ° 286.87° 92593 ° 13.49°

MDS (P <0.05) 287.24 8.22 35.04 97.16 6.72

Tabla A 2.18 Analisis de la varianza correspondiente a los datos de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
Tiempo(D) 1.71E+06 3 570717 5.19 0.0108
NaCl (S) 1.02E+06 1 1.02E+06 9.24 0.0078
Dx S 1.77E+06 3 589036 5.36 0.0096
Error 1.76E+06 16 109991
Total 6.26E+06 23
b) Maltosa
Tiempo(D) 3610 3 1203 13.46 0.0001
NaCl (S) 39 1 39 0.43 0.5209
.31Dx S 794 3 265 2.96 0.0638
Error 1431 16 89
Total 5873 23
¢) Fructosa
Tiempo(D) 16432 3 5477 3.30 0.0476
NaCl (S) 21699 1 21699 13.06 0.0023
Dx S 56371 3 18790 11.31 0.0003
Error 26593 16 1662
Total 121094 23
d) Glucosa
Tiempo(D) 246529 3 82176 6.59 0.0041
NaCl (S) 15225 1 15225 1.22 0.2855
Dx S 270364 3 90121 7.23 0.0028
Error 199496 16 12469
Total 731613 23
e) Trehalosa
Tiempo(D) 1314 3 438 7.31 0.0026
NaCl (S) 219 1 219 3.66 0.0737
Dx S 1548 3 516 8.61 0.0012
Error 959 16 60
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Total 4041 23
Tabla A 2.19 Contenido de sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa y trehalosa
expresado en pg g” PFN en nédulos de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl Sacarosa Maltosa Fructosa Glucosa Trehalosa
0 0 55348 " 1350 °© 174.44 ° 113.83% 120.00 ©

0 780.09" 2449 ° 172.01° 140.18 ° 58.50 °

14
50 4719.40° 5157 2 396.33° 288.86 ¢ 134.81 *°
o 0 1638.18° 20.83 ° 201.87%* 15760° 129.91 "
50 5484122 57.73 %  304.10° 317.06 * 204.99 2
- 0 3807.23¢ 3045° 209.94° 225.44 ° 145.00 °
50 4259.04 ° 5490 ° 258.04 ° 272.12° 203.00°2

MDS (P <0.05)  438.24 10.50 30.43 43.99 16.36

Tabla A 2.20 Analisis de la varianza correspondiente a los datos de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa 4.28E+07 3 1.43E+07 55.73 0.0000
Tiempo(D) 2.54E+07 1 2.54E+07 99.49 0.0000
NaCl (S) 2.03E+07 3 6.78E+06 26.49 0.0000
Dx S 4.09E+06 16 255742
Error 9.26E+07 23
Total
b) Maltosa
Tiempo(D) 3530 3 1177 8.00 0.0018
NaCl (S) 2431 1 2431 16.52 0.0009
.31Dx S 825 3 275 1.87 0.1753
Error 2354 16 147
Total 9140 23
¢) Fructosa
Tiempo(D) 38409 3 12803 10.89 0.0004
NaCl (S) 52639 1 52639 44.78 0.0000
Dx S 41993 3 13998 11.91 0.0002
Error 18807 16 1175
Total 151848 23
d) Glucosa
Tiempo(D) 68131 3 22710 8.79 0.0011
NaCl (S) 47226 1 47226 18.28 0.0006
Dx S 27366 3 9122 3.53 0.0390
Error 41336 16 2583
Total 184059 23
e) Trehalosa
Tiempo(D) 30405 3 10135 28.34 0.0000
NaCl (S) 19552 1 19552 54.66 0.0000
Dx S 7561 3 2520 7.05 0.0031
Error 5723 16 358
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Total 63242 23

Tabla A 2.21 Contenido de azucares solubles totales (Ast) y almidon (Alm)
expresado en mg glucosa g™ PF en nédulo (n) y hoja (h) de M truncatula

Tiempo(D) NaCl Ast(n) Ast(h) Alm(n) Alm(h)
0 0 15.06 ° 3.90° 5072 142 °

1 0 11.80 ° 394 ° 278 ¢ 1.68 °©
100 12.96 © 7.08 ¢ 2.09 © 461 ¢

01 0 15.71 ° 7.62° 4.01° 7.25°
100 12.87 © 13.09 ? 3.00 @ 6.69 ©

08 0 16.96 @ 8.58 ° 432° 7.03°
100 9.29 © 12.91 @ 335°¢ 16.10 2

MDS (P < 0.05) 0.94 0.34 0.45 0.54

Tabla A 2.22 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Ast (n)
Tiempo(D) 25.57 3 8.526 7.209 0.0028
NaCl (S) 32.82 1 32.825 27.752 0.0001
Dx S 69.36 3 23.122 19.549 0.0000
Error 18.92 16 1.183
Total 146.69 23
b) Ast (h)
Dias (D) 213 3 71.263 464.491 0.0000
NaCl (S) 62 1 62.683 408.566 0.0000
Dx S 24 3 8.147 53.103 0.0000
Error 2 16 0.153
Total 303 23
d) Alm (n)
Tiempo(D) 365 3 121.772 308.164 0.0000
NaCl (S) 49 1 49.108 124.276 0.0000
Dx S 87 3 29.215 73.933 0.0000
Error 6 16 0.395
Total 508 23
¢) Aim (h)
Tiempo(D) 21.13 3 7.044 25.838 0.0000
NaCl (S) 2.66 1 2.661 9.763 0.0065
Dx S 0.98 3 0.328 1.202 0.3408
Error 4.36 16 0.273
Total 29.13 23
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Tabla A 2.23 Contenido de azucares solubles totales (Ast) y almidon (Alm)
expresado en mg glucosa g™ PF en nédulo (n) y hoja (h) de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl Ast(n) Ast(h) Alm(n) Alm(h)
0 0 2.76 ¢ 6.77 ¢ 0.79 © 13.08 ©
1 0 362° 7.03 ¢ 597 © 8.25 ¢
100 11.83 2 8.35° 9.27 @ 24.79 2
01 0 371° 8.48 ° 1.48 ¢ 7.91¢
100 10.92 ° 11.83 @ 7.74° 23.96 °
08 0 10.63 ° 10.73 ° 0.79 ° 11.74 °
100 10.38 ° 10.01 ° 1.77 ¢ 2270 °

MDS (P < 0.05) 0.81 0.89 0.34 1.04

Tabla A 2.24 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) Ast(n)
Tiempo(D) 184.95 3 61.648 69.58 0.0000
NaCl (S) 86.23 1 86.228 97.33 0.0000
Dx S 92.76 3 30.921 34.90 0.0000
Error 14.18 16 0.886
Total 378.11 23
b) Ast(h)
Tiempo(D) 57.9 3 19.287 18.26 0.0000
NaCl (S) 5.8 1 5.818 5.51 0.0321
Dx S 14.4 3 4.797 4.54 0.0174
Error 16.9 16 1.056
Total 95.0 23
c) Alm(n)
Tiempo(D) 182.6 3 60.881 402.23 0.0000
NaCl (S) 41.8 1 41.756 275.88 0.0000
Dx S 34.9 3 11.633 76.86 0.0000
Error 2.4 16 0.151
Total 261.7 23
d) Alm(h)
Tiempo(D) 59 3 19.75 13.65 0.0001
NaCl (S) 711 1 711.45 491.88 0.0000
Dx S 266 3 88.59 61.25 0.0000
Error 23 16 1.45
Total 1060 23
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Tabla A 2.25 Contenido de aminoacidos totales (Aa) expresado en

prolina (Pro) en ug g PF en nddulo (n) y hoja (h) de M. truncatula

mg g'1PF y

Tiempo(D) NaCl Aa(n) Aa(h) Pro(n) Pro(h)
0 0 10.44 *° 1.80 © 61.03 ¢ 18.59 '
1’ 0 10.04 ° 222" 81.94 ¢ 20.34 "
100 7.05° 219° 79.70 ¢ 46.54 ©
01 0 9.87° 2.25° 136.47 °  111.36 °
100 747 ° 2.50° 190.25°  508.84 °
08 0 11.82 2 244 ° 13367 ¢ 196.40 °
100 7.36 ° 1.93 ¢ 456.36 @  378.42°

MDS (P < 0.05) 1.41 0.14 28.62 12.42

Tabla A 2.26 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) Aa(n)
Tiempo(D) 14.090 3 4.697 1.776 0.1923
NaCl (S) 36.366 1 36.366 13.748 0.0019
Dx S 15.488 3 5.163 1.952 0.1620
Error 42.322 16 2.645
Total 108.266 23
b) Aa(h)
Tiempo(D) 1.071 3 0.357 12.751 0.0002
NaCl (S) 0.033 1 0.033 1.168 0.2959
Dx S 0.464 3 0.155 5.523 0.0085
Error 0.448 16 0.028
Total 2.015 23
c¢) Pro(n)
Tiempo(D) 271275 3 90425 58.78 0.0000
NaCl (S) 70023 1 70023 4552 0.0000
Dx S 144027 3 48009 31.21 0.0000
Error 36919 24 1538
Total 522246 31
d) Pro(h)
Tiempo(D) 588877 3 196292 677 0.0000
NaCl (S) 178022 1 178022 614 0.0000
Dx S 204808 3 68269 235 0.0000
Error 6955 24 289
Total 978663 31
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Tabla A 2.27 Contenido de aminoacidos totales (Aa) expresado en mg g'1PF y
prolina (Pro) en ug g'1PF y en nédulo (n) y hoja (h) de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl Aa(n) Aa(h) Pro(n) Pro(h)
0 0 6.17 ' 212 °¢ 6.50 ¢ 12.55 ©
1 0 8.58 b 2.25 b 30.40 f 14.07
100 11.51 2.01 195.85 317.47
01 0 10.08 ¢ 2.78 ° 52.81 © 32.05 ¢
100 10.74 © 1.68 ¢ 87.92 ¢ 64.49 °
08 0 10.48 2.81° 129.75 ° 71.38°
100 13.30 ® 2.01° 9950 ¢  115.92°
MDS (P < 0.05) 0.57 0.23 4.03 7.96

Tabla A 2.28 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Aa(n)
Tiempo(D) 107.382 3 35.794 81.93 0.0000
NaCl (S) 15.421 1 15.421 35.30 0.0000
Dx S 10.060 3 3.353 7.68 0.0021
Error 6.990 16 0.437
Total 139.854 23
b) Aa(h)
Tiempo(D) 0.856 3 0.285 3.78 0.0317
NaCl (S) 1.701 1 1.701 22.55 0.0002
Dx S 0.612 3 0.204 2.71 0.0800
Error 1.207 16 0.075
Total 4.375 23
c) Pro(n)
Tiempo(D) 46394 3 15465 714.11 0.0000
NaCl (S) 10877 1 10877 502.26 0.0000
Dx S 33407 3 11136 514.21 0.0000
Error 346 16 22
Total 91024 23
d) Pro(h)
Tiempo(D) 68965 3 22988 271.64 0.0000
NaCl (S) 60404 1 60404 713.77 0.0000
Dx S 92321 3 30774 363.64 0.0000
Error 1354 16 85
Total 223044 23
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Tabla A 2.29 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla 2.1.
Pigmentos fotosintéticos M. truncatula

SC gl CM F calculada P
a) Ca
Dias (D) 126903 3 42301 58.040 0.0000
NaCl (S) 14179 1 14179 19.450 0.0002
DxS 25691 3 8564 11.750 0.0001
Error 17493 24 729
Total 184266 31
b) Cb
Dias (D) 14080 3 4693 48.170 0.0000
NaCl (S) 2053 1 2053 21.080 0.0001
DxS 2932 3 977 10.030 0.0002
Error 2338 24 97
Total 21404 31
c) Ca/b
Dias (D) 0.161 3 0.0538 9.070 0.0003
NaCl (S) 0.020 1 0.0199 3.350 0.0797
DxS 0.036 3 0.0121 2.050 0.1338
Error 0.142 24 0.0059
Total 0.360 31
d) X+C
Dias (D) 7093 3 2364 78.260 0.0000
NaCl (S) 174 1 174 5.770 0.0244
DxS 340 3 113 3.750 0.0242
Error 725 24 30
Total 8333 31
e) PT
Dias (D) 304584 3 101528 64.790 0.0000
NaCl (S) 31538 1 31538 20.130 0.0002
DxS 53702 3 17901 11.420 0.0001
Error 37609 24 1567
Total 427433 31
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Tabla A 2.30 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
2.2. Pigmentos fotosintéticos L. japonicus

SC gl CM F calculada P
a) Ca
Dias (D) 45102 3 15034 97.93 0.0000
NaCl (S) 873 1 873 5.69 0.0298
DxS 107282 3 35761 232.95 0.0000
Error 2456 16 154
Total 155714 23
b) Cb
Dias (D) 2226 3 742 8.18 0.0016
NaCl (S) 127 1 127 1.40 0.2539
Dx$S 8161 3 2720 29.98 0.0000
Error 1452 16 91
Total 11966 23
c) Ca/b
Dias (D) 0.9354 3 0.3118 3.76 0.0324
NaCl (S) 0.0068 1 0.0068 0.08 0.7785
DxS 0.3072 3 0.1024 1.23 0.3301
Error 1.3281 16 0.0830
Total 2.5775 23
d) X+C
Dias (D) 8541 3 2847 20.24 0.0000
NaCl (S) 889 1 889 6.32 0.0230
DxS 8505 3 2835 20.15 0.0000
Error 2251 16 141
Total 20186 23
e) PT
Dias (D) 102199 3 34066 49.13 0.0000
NaCl (S) 4165 1 4165 6.01 0.0261
DxS 230283 3 76761 110.70 0.0000
Error 11095 16 693
Total 347742 23
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Tabla A 2.31 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en umol NAD g'PFN h™,
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa g’ PFN h™, hexoquinasa (HK) en umol
NADP g”' PFN h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) y en ymol NADH g'1 PFN min™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en umol
NADP g”' PFN min™", en nédulos de M. truncatula

Tiempo(D) NaCl SS 1A HK PEPC MDH ICDH
0 0 10539% 07602 34691' 3.276° 302.89°% 6.855°
1 0 11937° 0.584° 46350° 2420° 234.89° 6.427°
50 10273 ° 0466° 49558° 2050° 22219° 6.234°
o1 0 17.707% 0.555° 40912° 3.826° 23923° 5408°
50 13.240° 0466° 38.850° 2.119° 22219°¢ 5529¢
08 0 8374° 0438° 520907 1.103° 163.02°¢ 4.781°
50 7271 " 03787 48617° 0434" 10466° 2.731°
MDS (P <0.05) 0.750 0.021 1.258 0.079 7.08 0.129

Tabla A 2.32 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
Tiempo(D) 240.877 3 80.292 182.274 0.0000
NaCl (S) 26.171 1 26.171 59.411 0.0000
Dx S 21.718 3 7.239 16.434 0.0000
Error 10.572 24 0.441
Total 299.337 31
b) IA
Tiempo(D) 0.5326 3 0.1775 212.73 0.0000
NaCl (S) 0.0358 1 0.0358 42.94 0.0000
Dx S 0.0153 3 0.0051 6.12 0.0030
Error 0.0200 24 0.0008
Total 0.6038 31
c) HK
Tiempo(D) 1257.602 3 419.201 95.784 0.0000
NaCl (S) 2.708 1 2.708 0.619 0.4475
Dx S 50.489 3 16.830 3.845 0.0222
Error 105.037 24 4.377
Total 1415.835 31
d) PEPC
Tiempo(D) 30.0252 3 10.0084 840.15 0.0000
NaCl (S) 3.7708 1 3.7708 316.54 0.0000
Dx S 3.2274 3 1.0758 90.31 0.0000
Error 0.2859 24 0.0119
Total 37.3093 31
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e) ICDH
Tiempo(D)
NaCl (S)
Dx S

Error

Total

f) MDH
Tiempo(D)
NaCl (S)
Dx S

Error

Total

44.207
2.252
6.255
1.617

54.331

115346.00
3881.06
3834.22
4283.45

127344.00

14.736
2.252
2.085
0.067

38448.500
3881.060
1278.070

178.477

218.700
33.420
30.950

215.430
21.750
7.160

0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0001
0.0013

Tabla A 2.33 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en pmol NAD g'PFN h™,
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa g'1 PFN h™, hexoquinasa (HK) en pmol
NADP g’1 PFN h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) y en ymol NADH g'1 PFN min™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en umol
NADP g”' PFN min™, en nédulos de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl SS

HK

PEPC

MDH ICDH

0 0 5.064 °

C

1 0 4.684 d
100  4.070

0 5.697 °

21 100 2.315°

b

08 0 5.144 i
100 2.858

MDS (P <0.05)  0.242

1.323 % 16.061 °

1637 % 18.738 2
1.379° 13.891°
1537 ° 16.305°
1.296 © 11.684 ¢

1.349 “ 14.325 °
1279 ¢ 12.118 ¢

0.089

[ 0.842

2948 ° 114559 2445°

3798°% 15223° 3644°
3545° 161272 3.536°
2.026 ® 13444 ° 3.128°
2.098 ® 110.33° 2972¢

1917 ° 11334 ° 2583°
2189 ¢ 101597 20945¢

0.206

5.17 0.080

Tabla A 2.34 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
Tiempo(D) 6.005 3 2.002 17.63 0.0000
NaCl (S) 19.738 1 19.738 173.81 0.0000
Dx S 14.347 3 4,782 4211 0.0000
Error 2.725 24 0.114
Total 42.816 31
b) IA
Tiempo(D) 0.1999 3 0.0666 4.42 0.0131
NaCl (S) 0.1610 1 0.1610 10.68 0.0033
Dx S 0.0967 3 0.0322 2.14 0.1218
Error 0.3617 24 0.0151
Total 0.8193 31
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c) HK

Tiempo(D) 55.88 3 18.628 13.59 0.0000
NaCl (S) 68.15 1 68.1531 49.71 0.0000
Dx S 31.29 3 10.4291 7.61 0.0010
Error 32.91 24 1.37113

Total 188.23 31

d) PEPC

Tiempo(D) 14.6443 3 4.8814 61.45 0.0000
NaCl (S) 0.0041 1 0.0041 0.05 0.8224
Dx S 0.2818 3 0.0939 1.18 0.3372
Error 1.9065 24 0.0794

Total 16.8367 31

e) IDH

Tiempo(D) 5.6730 3 1.8910 154.51 0.0000
NaCl (S) 0.0047 1 0.0047 0.39 0.5401
Dx S 0.3292 3 0.1097 8.97 0.0004
Error 0.2937 24 0.0122

Total 6.3007 31

f) MDH

Tiempo(D) 11171 3 3724 73.09 0.0000
NaCl (S) 508 1 508 9.97 0.0043
Dx S 1238 3 413 8.10 0.0007
Error 1223 24 51

Total 14140 31

Tabla A 2.35 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
g'1 PFN min”, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; g'1 PFN min™ y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa g'1 PFN h” en nddulos de M. truncatula

Tiempo(D) NaCl TPS TPP TRE
0 0 20.666 ° 10.999 ¢ 0.586 °
1’ 0 27.658 © 19.643 ° 0.885 2
50 24.317 ¢ 17.835 ° 0.815 2
01 0 44932 2 23.314 @ 0.815 2
50 20.532 © 20.536 *° 0570 °
08 0 40.282 ° 16.071 °© 0.454 °
50 27114 © 11.607 ° 0.194 ¢
MDS (P < 0.05) 1.274 2.997 0.098
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Tabla A 2.36 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
Tiempo(D) 899 3 299 46 0.0000
NaCl (S) 836 1 836 128 0.0000
Dx S 723 3 241 37 0.0000
Error 155 24 6
Total 2615 31
b) TPP
Tiempo(D) 430 3 143 11.96 0.0002
NaCl (S) 30 1 30 2.56 0.1292
Dx S 15 3 5 0.44 0.7309
Error 191 16 12
Total 668 23
c) TRE
Tiempo(D) 0.879 3 0.293 22.94 0.0000
NaCl (S) 0.123 1 0.123 9.67 0.0067
Dx S 0.074 3 0.024 1.95 0.1629
Error 0.204 16 0.012
Total 1.282 23

Tabla A 2.37 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
g'1 PFN min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; g'1 PFN min™ y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa g” PFN h™' en nédulos de L. japonicus

Tiempo(D) NaCl (mM) TPS TPP TRE
0 0 5.675 ¢ 64.571 ¢ 1.202 °©
1a 0 6.450 ° 72.143 © 1.772 °
100 6.275 © 74.143° 1.687 °
01 0 7.550 2 73.286 ° 2.150 2
100 6.975° 90.476 ° 1.144 ©
08 0 7.625° 89.714 ® 1.580 ©
100 6.850 ° 76.714 ° 1.338 ¢

MDS (P < 0.05) 0.305 2.912 0.141

Tabla A 2.38 Analisis de varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
Tiempo(D) 14.021 3 4.674 26.79 0.0000
NaCl (S) 1.163 1 1.163 6.66 0.0164
Dx S 0.761 3 0.254 1.45 0.2521
Error 4.188 24 0.174
Total 20.132 31
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b) TPP
Tiempo(D)
NaCl (S)
Dx S

Error

Total

c) TRE
Tiempo(D)
NaCl (S)
Dx S
Error
Total

1800
19
918
387
3125

1.316
0.889
1.267
0.899
4.372

600
19
306
16

0.439
0.889
0.422
0.037

37.20
1.19
18.97

11.70
23.72
11.27

0.0000
0.2866
0.0000

0.0001
0.0001
0.0001
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Tabla A 3.1 Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg planta™; y relacion raiz parte aérea (RPA) en

M. truncatula

NaCl(mM) ValA(uM)  PSPA PSR PSP RPA
0 2352 87" 328 @ 0.369 °
0 30 222 2 114 2 344 2 0.513 @
0 100 °© 24 ¢ 128 © 0.246 °©
50 30 123 45 ° 174 ® 0.372°
MDS (P < 0.05) 14 8 22 0.038

Tabla A 3.2 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
NaCl (S) 82204 1 82204 140.20 0.0000
Val A (V) 203 1 203 0.35 0.5629
SxV 1969 1 1969 3.36 0.0818
Error 11727 20 586
Total 96104 23
b) PSR
NaCl (S) 26248 1 26248 132.46 0.0000
Val A (V) 3521 1 3521 17.77 0.0004
SxV 54 1 54 0.27 0.6064
Error 3963 20 198
Total 33787 23
d) PSP
NaCl (S) 205073 1 205073 155.61 0.0000
Val A (V) 5530 1 5530 4.20 0.0539
SxV 1388 1 1388 1.05 0.3171
Error 26357 20 1318
Total 238347 23
e) RIPA
NaCl (S) 0.104 1 0.104 25.81 0.0001
Val A (V) 0.109 1 0.109 27.00 0.0000
SxV 0.000 1 0.000 0.12 0.7348
Error 0.081 20 0.004
Total 0.295 23
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Tabla A 3.3 Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg planta™; y relacidn raiz parte aérea (RPA) en
L. japonicus

NaCI(mM) ValAuM) _ PSPA PSR PSP RPA
0 283 ° 86 ° 393 0.360 °
0 30 251 P 70° 334 ° 0.281
0 181 ¢ 69 ° 241 ¢ 0.296 °
50 30 203 ° 62 ° 284 ° 0253 °
MDS (P < 0.05) 6 2 11 0.078

Tabla A 3.4 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
NaCl (S) 27919 1 27919 297.77 0.0000
Val A (V) 124 1 124 1.32 0.2675
SxV 3544 1 3544 37.80 0.0000
Error 1500 16 94
Total 33088 19
b) PSR
NaCl (S) 745 1 745 104.43 0.0000
Val A (V) 635 1 635 89.05 0.0000
SxV 118 1 118 16.53 0.0009
Error 114 16 7
Total 1613 19
d) PSP
NaCl (S) 50874 1 50874 202.58 0.0000
Val A (V) 263 1 263 1.05 0.3215
SxV 12929 1 12929 51.48 0.0000
Error 4018 16 251
Total 68083 19
e) R/IPA
NaCl (S) 1.275E- 1 1.275E- 3.063 0.0954
Val A (V) 2.226E- 1 2.226E- 5.349 0.0315
SxV 1.888E- 1 1.888E- 0.454 0.5155
Error 8.324E- 20 4.162E-
Total 1.201E- 23
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Tabla A 3.5 Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y nitrogenasa total (ANT)
expresadas en pmol H, g" PSN h™', tasa de fijacion de nitrégeno (TFN) expresada en
umol N, g”' PSN h™', contenido de leghemoglobina (Lb) en mg g™ PFN, peso seco de
nodulo (PSN) en mg planta'1 y peso normalizado de nédulo (PNN) en mg PSN mg'1
PSPA en M. truncatula

NaCI(mM) ValA(uM)  ANA _ ANT TFN  Lb PSN PNN
0 38472 10044° 2529° 1434° 668° 0.028°

0 30 35542 113952 28712 13.06° 690° 0.031°

0 17.02° 101.36°% 2999° 371° 490° 0.049°

50 30 2563° 8282° 2201° 238°¢ 532° 0043°

MDS (P < 0.05) 5.15 16.35 3.53 0.50 0.76 0.003

Tabla A 3.6 Andlisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) ANA
NaCl (S) 1475 1 1475 23.93 0.0001
Val A (V) 48 1 48 0.78 0.3862
SxV 200 1 200 3.24 0.0870
Error 1233 20 62
Total 2956 23
b) ANT
NaCl (S) 1369 1 1369 1.95 0.1778
Val A (V) 38 1 38 0.05 0.8183
SxV 1541 1 1541 2.20 0.1540
Error 14037 20 702
Total 16985 23
c) TFN
NaCl (S) 6 1 5.94 0.22 0.6432
Val A (V) 31 1 31.12 1.16 0.2944
SxV 195 1 195.12 7.27 0.0139
Error 537 2 26.85
Total 769 2
d) Lb
NaCl (S) 10.22 1 10.22 3.02 0.1207
Val A (V) 4.28 1 4.28 1.26 0.2937
SxV 0.06 1 0.06 0.02 0.8967
Error 27.10 8 3.39
Total 41.66 1
e) PSN
NaCl (S) 17.002 1 17.002 10.58 0.0040
Val A (V) 0.602 1 0.602 0.37 0.5475
SxV 0.060 1 0.060 0.04 0.8487
Error 32.137 2 1.607
Total 49.800 2
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f) PNN

NaCl (S) 0.00154 1 0.00154 52.13 0.0000
Val A (V) 0.00002 1 0.00002 0.77 0.3907
SxV 0.00013 1 0.00013 4.46 0.0475
Error 0.00059 2 0.00003

Total 0.00229 2

Tabla A 3.7 Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y nitrogenasa total (ANT)
expresadas en pmol H, g PSN h™", tasa de fijacion de nitrégeno (TFN) expresada en
umol N, g" PSN h™", contenido de leghemoglobina (Lb) en mg g™ PFN, peso seco de
nodulo (PSN) en mg planta™ y peso normalizado de nédulo (PNN) en mg PSN mg™
PSPA en L. japonicus

NaCl(mM) Val A(uM)  ANA ANT TFN Lb PSN PNN
0 26102 25455 % 86.82°% 19.34° 16502 0.057 °
0 30 25812 22999 ° 6954° 2039 1557° 0.065°
0 13.51° 21991 ° 6227 21.04% 1280° 0.075°
50 30 1461° 19373 ° 5969° 2238° 1513° 0.077°
MDS (P<0.05) 3.25 24 .45 7.12 2.01 0.52 0.005

Tabla A 3.8 Anadlisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) ANA
NaCl (S) 845 1 844.57 43.55 0.0000
Val A (V) 1 1 1.12 0.06 0.8124
SxV 3 1 3.12 0.16 0.6926
Error 388 20 19.39
Total 1237 23
b) ANT
NaCl (S) 7539 1 7539 4.82 0.0401
Val A (V) 3861 1 3861 2.47 0.1319
SxV 4 1 4 0.00 0.9605
Error 31296 20 1565
Total 42700 23
c) TFN
NaCl (S) 1306 1 1306 8.57 0.0083
Val A (V) 919 1 919 6.03 0.0233
SxV 144 1 144 0.95 0.3422
Error 3047 20 152
Total 5415 23
d) Lb
NaCl (S) 340.557 1 340.557 1062.64 0.0000
Val A (V) 5.115 1 5.115 15.96 0.0040
SxV 0.002 1 0.002 0.01 0.9426
Error 2.564 8 0.320
Total 348.237 11
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e) PSN

NaCl (S) 15.164 1 15.16 24.11 0.0002
Val A (V) 7.039 1 7.04 11.19 0.0041
SxV 3.030 1 3.03 4.82 0.0433
Error 10.062 16 0.63

Total 35.295 19

f) PNN

NaCl (S) 0.00130 1 0.00130 19.43 0.0003
Val A (V) 0.00015 1 0.00015 2.25 0.1494
SxV 0.00004 1 0.00004 0.65 0.4307
Error 0.00134 20 0.00007

Total 0.00283 23

Tabla A 3.9 Actividad sacarosa sintasa (SS) en pmol NAD mg'1prot h”, invertasa
alcalina (IA) en nmol glucosa mg™ prot h™', hexoquinasa (HK) en umol NADP mg™
prot h™', fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa (MDH) y en
umol NADH mg™ prot h™' e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en umol NADP mg™”
prot h™', en nodulos de M. truncatula

NaCl(mM) Val AuM) __ SS IA HK PEPC  MDH ICDH
0 0.043° 0965 ° 0.526° 6.001° 172.78° 2764 °

0 30 0.041°2 0921 ° 0494° 4507° 14058° 2570°

0 0.017° 0462 ° 0490° 2331° 14757° 2479°

50 30 0.010° 0439 ° 0568°% 1270° 7838°¢ 4740°

MDS (P < 0.05) 0.002 0.038 0.022 0.739 3.65 0.078

Tabla A 3.10 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl (S) 0.003355 1 0.003355 348.68 0.0000
Val A (V) 0.000076 1 0.000076 7.87 0.0159
SxV 0.000024 1 0.000024 2.54 0.1369
Error 0.000115 12 0.000010
Total 0.003571 15
b) IA
NaCl (S) 0.97083 1 0.9708 396.65 0.0000
Val A (V) 0.00442 1 0.0044 1.81 0.2038
SxV 0.00042 1 0.0004 0.17 0.6844
Error 0.02937 12 0.0024
Total 1.00504 15
c) HK
SAL (S) 0.00153 1 0.0015 1.84 0.1999
Val A (V) 0.00206 1 0.0021 2.48 0.1414
SxV 0.01194 1 0.0119 14.38 0.0026
Error 0.00996 12 0.0008
Total 0.02549 15
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d) PEPC

NaCl (S) 47.707 1 47.707 51.78 0.0000
Val A (V) 0.188 1 0.188 0.20 0.6593
SxV 6.527 1 6.527 7.08 0.0207
Error 11.057 12 0.921

Total 65.479 15

e) MDH

NaCl (S) 7641 1 7641 40.52 0.0000
Val A (V) 10280 1 10280 54.51 0.0000
SxV 1368 1 1368 7.25 0.0195
Error 2263 12 189

Total 21553 15

f) ICDH

NaCl (S) 2.484 1 2.484 121.45 0.0000
Val A (V) 1.742 1 1.742 85.17 0.0000
SxV 0.592 1 0.592 28.94 0.0002
Error 0.246 12 0.021

Total 5.064 15

Tabla A 3.11 Actividad sacarosa sintasa gSS) en pmol NAD mg'1prot h™, invertasa
alcalina (IA) en nmol glucosa mg'1 prot h™, hexoquinasa (HK) en umol NADP mg'1
prot h™', fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa (MDH) y en
umol NADH mg™ prot h™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en umol NADP mg™
prot h”', en nddulos de L. japonicus

NaCl(mM) Val A(uM) SS IA HK PEPC  MDH ICDH
0 01792 15652 0.886°% 5.180°% 222102 3.160°

0 30 0.128° 1.426° 0623° 4410° 21461°% 3.626°

0 0.100°© 0507 ° 0.787° 3.904° 197272 2796 °

50 30 0107 ° 0555° 0.803° 3.839° 163.82° 2988 °

MDS (P < 0.05) 0.014 0.060 0.023  0.382 31.43 0.081

Tabla A 3.12 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl (S) 0.01020 1 0.01020 161.19 0.0000
Val A (V) 0.00194 1 0.00194 30.60 0.0001
SxV 0.00330 1 0.00330 52.20 0.0000
Error 0.00076 12 0.00006
Total 0.01619 15
b) IA
NaCl (S) 2.7924 1 2.7924 1406.47 0.0000
Val A (V) 0.0061 1 0.0061 3.07 0.1179
SxV 0.0264 1 0.0264 13.30 0.0065
Error 0.0159 8 0.0020
Total 2.8407 11
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c) HK

NaCl (S) 0.0066 1 0.0066 6.84 0.0225
Val A (V) 0.0610 1 0.0610 63.06 0.0000
SxV 0.0781 1 0.0781 80.77 0.0000
Error 0.0116 12 0.0010

Total 0.1572 15

d) PEPC

NaCl (S) 3.413 1 3.413 13.81 0.0029
Val A (V) 0.698 1 0.698 2.82 0.1187
SxV 0.497 1 0.497 2.01 0.1818
Error 2.966 12 0.247

Total 7.573 15

e) MDH

NaCl (S) 5717 1 5717 3.44 0.0885
Val A (V) 1677 1 1677 1.01 0.3353
SxV 674 1 674 0.41 0.5365
Error 19967 12 1664

Total 28035 15

f) ICDH

NaCl (S) 1.0040 1 1.0040 90.48 0.0000
Val A (V) 0.4326 1 0.4326 38.99 0.0000
SxV 0.0754 1 0.0754 6.79 0.0230
Error 0.1332 12 0.0111

Total 1.6452 15

Tabla A 3.13 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg'1 prot min™', trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P, mg'1 prot min™ y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg'1 prot ™" en nodulos de M. truncatula

NaCl(mM) Val A(uM) TPS TPP TRE

0 1.251 @ 4.252 @ 0.376 2

0 30 1.162 ° 2162 °© 0.100 ©

0 0.638 ¢ 3.506 ° 0.272°

50 30 0723 ° 1.756 ¢ 0.070 °
MDS (P < 0.05) 0.085 0.101 0.014

Tabla A 3.14 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl (S) 0.82942 1 0.82942 100.35 0.0000
Val A (V) 0.00001 1 0.00001 0.00 0.9767
SxV 0.02265 1 0.02265 2.74 0.1364
Error 0.06612 8 0.00826
Total 0.91820 11
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b) TPP
NaCl (S)
Val A (V)
SxV
Error
Total

¢c) TRE
NaCl (S)
Val A (V)
SxV
Error
Total

1.328
14.750
0.116
0.090
16.284

0.0180
0.2289
0.0055
0.0042
0.2566

EEGEN
TN =

R
TN A

1.328
14.750
0.116
0.008

0.01805
0.22894
0.00546
0.00035

176.33
1958.49
15.34

51.71
655.84
15.64

0.0000
0.0000
0.0020

0.0000
0.0000
0.0019

Tabla A 3.15 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg"' prot min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; mg™ prot min™ y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg™" prot h™ en nodulos de L. japonicus

NaCl(mM)  Val A(uM) TPS TPP TRE
0 0.381 ® 7.167 @ 2.963 °

0 30 0.413 2 7.135 @ 1127 ©

0 0.305 ® 4848 ° 2644 °

o0 30 0.301 ° 3.926 ° 0.851 ¢

MDS (P < 0.05) 0.085 1.732 0.021

Tabla A 3.16 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

a) TPS
NaCl (S)
Val A (V)
SxV
Error
Total

b) TPP
NaCl (S)
Val A (V)
SxV
Error
Total

¢) TRE
NaCl (S)
Val A (V)
SxV
Error
Total

SC gl CM F calculada P
0.02625 1 0.02625 9.13 0.0165
0.00060 1 0.00060 0.21 0.6603
0.00097 1 0.00097 0.34 0.5774
0.02300 8 0.00288
0.05082 11

30.555 1 30.555 6.17 0.0287
0.909 1 0.909 0.18 0.6757
0.790 1 0.790 0.16 0.6965

59.388 12 4.949

91.642 15

0.2654 1 0.26540 534 0.0000

9.8787 1 9.87873 19888 0.0000

0.0014 1 0.00138 2.79 0.1336

0.0040 8 0.00050

10.1495 11
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Tabla A 3.17 Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, y trehalosa expresado en ug g'1
PFN y de aztcares solubles totales (Ast) y almidon (Alm) en mg glucosa g PF en hoja
de M. truncatula

NaCl(mM) Val A(uM) Sacarosa  Fructosa Glucosa Trehalosa  Ast Alm
. 0 308.15° 55167 ° 24206° 347° 781" 160°
30 142.85° 54628 ° 31717° 385" 891° 322°
50 0 540.03° 65398~ 386.89° 370" 13.26 : 10.53 Z

30 780.04 ° 1206.26 ° 762.82°  4.07° 11.40 6.76

MDS (P < 0.05) 86.32 61.04  31.75 0.30 156  0.33

Tabla A 3.18 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl (S) 5.66E+05 1 5.66E+05 67.01 0.0000
Val A (V) 4.19E+03 1 4.19E+03 0.50 0.5015
SxV 1.23E+05 1 1.23E+05 14.58 0.0051
Error 6.76E+04 8 8.45E+03
Total 7.61E+05 11
b) Fructosa
NaCl (S) 4.36E+05 1 4.36E+05 102.01 0.0000
Val A (V) 2.24E+05 1 2.24E+05 52.51 0.0001
SxV 2.33E+05 1 2.33E+05 54.60 0.0001
Error 3.42E+04 8 4.27E+03
Total 9.28E+05 11
¢) Glucosa
NaCl (S) 2.62E+05 1 2.62E+05 245.53 0.0000
Val A (V) 1.53E+05 1 1.53E+05 143.26 0.0000
SxV 6.79E+04 1 6.79E+04 63.72 0.0000
Error 8.52E+03 8 1.07E+03
Total 4 90E+05 11
d) Trehalosa
NaCl (S) 0.159 1 0.1589 1.56 0.2475
Val A (V) 0.424 1 0.4238 4.15 0.0760
SxV 0.000 1 0.0000 0.00 0.9932
Error 0.817 8 0.1021
Total 1.399 11
e) Ast
NaCl (S) 47.351 1 47.351 17.19 0.0032
Val A (V) 0.432 1 0.432 0.16 0.7023
SxV 6.553 1 6.553 2.38 0.1616
Error 22.042 8 2.755
Total 76.379 11
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f) Alm

NaCl (S) 116.580 1 116.580 931 0.0000
Val A (V) 3.487 1 3.487 28 0.0007
SxV 21.861 1 21.861 175 0.0000
Error 1.001 8 0.125

Total 142.930 11

Tabla A 3.19 Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, y trehalosa expresado en pg g~
PFN y de azucares solubles totales (Ast) y almidén (Alm) en mg glucosa g'1 PF en raiz
de M. truncatula

NaCl(mM) Val A(uM) Sacarosa  Fructosa Glucosa Trehalosa  Ast Alm
0 681.10° 48352°  39845° 315° 916° 0657 °
0 d a b b a a
30 367.24  756.96 304.54 3.27 18.38 ~  2.286
50 0 1057.14° 39087 °  23062° 341° 469° 0405°
30 47369° 37641° 25555°  408° 1366 0259
MDS (P < 0.05) 8325  55.14 78.75 0.41 219 0407

Tabla A 3.20 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl (S) 1.75E+05 1 1.75E+05 22.60 0.0014
Val A (V) 6.04E+05 1 6.04E+05 78.18 0.0000
SxV 5.45E+04 1 5.45E+04 7.06 0.0290
Error 6.18E+04 8 7.72E+03
Total 8.95E+05 11
b) Fructosa
NaCl (S) 1.68E+05 1 1.68E+05 48.37 0.0001
Val A (V) 5.03E+04 1 5.03E+04 14.49 0.0052
SxV 6.22E+04 1 6.22E+04 17.90 0.0029
Error 2.78E+04 8 3.47E+03
Total 3.08E+05 11
¢) Glucosa
NaCl (S) 3.53E+04 1 3.53E+04 5.18 0.0524
Val A (V) 3.57E+03 1 3.57E+03 0.52 0.4897
SxV 1.06E+04 1 1.06E+04 1.56 0.2475
Error 5.45E+04 8 6.81E+03
Total 1.04E+05 11
d) Trehalosa
NaCl (S) 0.847 1 0.8475 4.49 0.0669
Val A (V) 0.458 1 0.4581 2.43 0.1578
SxV 0.225 1 0.2252 1.19 0.3064
Error 1.510 8 0.1887
Total 3.040 11
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e) Ast

NaCl (S) 63.449 1 63.449 11.67 0.0091
Val A (V) 248.214 1 248.214 45.66 0.0001
SxV 0.046 1 0.046 0.01 0.9287
Error 43.485 8 5.436

Total 355.194 11

f) Alm

NaCl (S) 3.892 1 3.892 20.76 0.0019
Val A (V) 1.651 1 1.651 8.81 0.0179
SxV 2.364 1 2.364 12.61 0.0075
Error 1.499 8 0.187

Total 9.405 11

Tabla A 3.21 Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, y trehalosa expresado en ug g
PFN y de azlcares solubles totales (Ast) y almidén (Alm) en mg glucosa g~ PF en
nddulo de M. truncatula

NaCl(mM) Val A(uM) Sacarosa Fructosa Glucosa Trehalosa Ast Alm
0 240163% 33235° 789.80 ° 29.13° 1553° 849"

0 30 154560° 29777° 77817 ° 108.37° 1013°  1.89°
50 0 1166.08° 18519 z 452.25 Z 28.16 Z 12.14° 1076 °
30 149590 ° 181.76 442.29 73.15 13.88° 126 °

MDS (P<0.05)  90.64 37.67 76.54 5.32 215 0.71

Tabla A 3.22 Andlisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl (S) 161994 1 161994 34.65 0.0004
Val A (V) 198722 1 198722 42.51 0.0002
SxV 13226 1 13226 2.83 0.1311
Error 37401 8 4675
Total 411343 11
b) Fructosa
NaCl (S) 52321 1 52321 34.23 0.0004
Val A (V) 1030 1 1030 0.67 0.4354
SxV 684 1 684 0.45 0.5224
Error 12230 8 1529
Total 66265 11
¢) Glucosa
NaCl (S) 340017 1 340017 51.86 0.0001
Val A (V) 353 1 353 0.05 0.8224
SxV 2 1 2 0.00 0.9853
Error 52456 8 6557
Total 392828 11
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d) Trehalosa

NaCl (S) 981 1 981 33.12 0.0004
Val A (V) 11571 1 11571 390.66 0.0000
SxV 878 1 878 29.66 0.0006
Error 237 8 30

Total 13667 11

e) Ast

NaCl (S) 0.098 1 0.098 0.02 0.8944
Val A (V) 10.052 1 10.052 1.92 0.2029
SxV 38.248 1 38.248 7.32 0.0269
Error 41.815 8 5.227

Total 90.213 11

f) Alm

NaCl (S) 2.011 1 2.011 3.49 0.0989
Val A (V) 194.389 1 194.389 336.88 0.0000
SxV 6.317 1 6.317 10.95 0.0107
Error 4.616 8 0.577

Total 207.332 11

Tabla A 3.23 Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, y trehalosa expresado en pg g~
PFN y de azUcares solubles totales (Ast) y almidon (Alm) en mg glucosa g PF en hoja
de L. japonicus

NaCl(mM) Val A(uM) Sacarosa  Fructosa Glucosa Trehalosa  Ast Alm

0 784.05 @ 783.032 177062 ° 10102 18.612% 2229°

0 30 239.25° 706.67° 215510 918°% 1322° 17.75°

0  746.08° 44664 ° 131841 ° 976° 1593° 34.06°

50 30 552.92° 703.64° 215550 * 10.55% 13.91° 12.88°
MDS (P <0.05) 107.69 66.85 99.35 2.21 1.92 1.62

Tabla A 3.24 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl (S) 57006 1 57006 4.40 0.0692
Val A (V) 408440 1 408440 31.53 0.0005
SxV 92736 1 92736 7.16 0.0281
Error 103633 8 12954
Total 661814 11
b) Fructosa
NaCl (S) 86403 1 86403 17.57 0.0030
Val A (V) 24473 1 24473 4.98 0.0562
SxV 83343 1 83343 16.94 0.0034
Error 39348 8 4919
Total 233566 11
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¢) Glucosa

NaCl (S) 153094 1 153094 13.74 0.0060
Val A (V) 1119160 1 1119160 100.42 0.0000
SxV 153644 1 153644 13.79 0.0059
Error 89158 8 11145

Total 1515060 11

d) Trehalosa

NaCl (S) 0.786 1 0.7863 0.14 0.7149
Val A (V) 0.010 1 0.0105 0.00 0.9662
SxV 2.191 1 2.1907 0.40 0.5452
Error 43.915 8 5.4894

Total 46.903 11

e) Ast

NaCl (S) 2.859 1 2.859 0.69 0.4312
Val A (V) 40.807 1 40.807 9.80 0.0140
SxV 8.896 1 8.896 2.14 0.1819
Error 33.299 8 4.162

Total 85.862 11

f) Alm

NaCl (S) 35.776 1 35.776 12.080 0.0084
Val A (V) 495.883 1 495.883 167.400 0.0000
SxV 207.523 1 207.523 70.060 0.0000
Error 23.698 8 2.962

Total 762.880 11

Tabla A 3.25 Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, y trehalosa expresado en pg g
PFN y de azlcares solubles totales (Ast) y almidon (Alm) en mg glucosa g”' PF en raiz de
L. japonicus

NaCl(mM) Val A(uM) Sacarosa Fructosa Glucosa Trehalosa  Ast Alm
0 584.11° 600.62°  41320® 209° 566° 1.99°
0 30 43209 55457 394.29° 351%® 272¢ 107°
0 1273.02 % 54417 ®  451.40° 385°% 796°% 950°
50 30 813.75° 503.32° 431.10® 357 656° 687°
MDS (P < 0.05) 186.27 66.26 54.05 1.70 0.61 0.18

Tabla A 3.26 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl (S) 859577 1 859577 21.91 0.0016
Val A (V) 280252 1 280252 7.14 0.0282
SxV 70806 1 70806 1.81 0.2160
Error 313811 8 39226
Total 1524450 11
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b) Fructosa

NaCl (S) 8699 1 8699 1.78 0.2188
Val A (V) 5663 1 5663 1.16 0.3130
SxV 20 1 20 0.00 0.9502
Error 39086 8 4886

Total 53468 11

c¢) Glucosa

NaCl (S) 4220 1 4220 1.30 0.2877
Val A (V) 1153 1 1153 0.35 0.5680
SxV 1.43 1 1.43 0.00 0.9838
Error 26029 8 3254

Total 31404 11

d) Trehalosa

NaCl (S) 2.511 1 2.5108 4.06 0.0787
Val A (V) 0.986 1 0.9856 1.59 0.2424
SxV 2.166 1 2.1658 3.50 0.0982
Error 4.948 8 0.6185

Total 10610 1M1

e) Ast

NaCl (S) 28.338 1 28.338 67.01 0.0000
Val A (V) 14.120 1 14.120 33.39 0.0004
SxV 1.771 1 1.771 4.19 0.0749
Error 3.383 8 0.423

Total 47.612 11

f) Alm

NaCl (S) 132.880 1 132.880 3529.010 0.0000
Val A (V) 9.455 1 9.455 251.100 0.0000
SxV 2173 1 2173 57.720 0.0001
Error 0.301 8 0.038

Total 144.809 11

Tabla A 3.27 Contenido de sacarosa, fructosa, glucosa, y trehalosa expresado en g g'1
PFN y de azucares solubles totales (Ast) y almidén (Alm) en mg glucosa g'1 PF en n6édulo
de L. japonicus

NaCl(mM) Val A(uM) Sacarosa Fructosa Glucosa Trehalosa Ast Alm
0 392.68°  202.30° 80.31° 8537° 6.30° 3.19°
0 30 201.70 ©  147.08° 148.83°7 1078.88% 17.7° 1.96 °
0 691.45°  276.37° 46507 13247° 9.86° 1.59 °
50 30 397.68°  224.94° 6017° 589.02° 127° 0.77°¢
MDS (P < 0.05) 64.92 24.06 5.87 85.42 0.46 0.12
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Tabla A 3.28. Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P

a) Sacarosa

NaCl (S) 1.510E+06 1 1509520 164.53 0.0000
Val A (V) 2.635E+05 1 263541 28.73 0.0007
SxV 1.055E+06 1 1054510 114.94 0.0000
Error 7.340E+04 8 9175

Total 2.90096E6 11

b) Fructosa

NaCl (S) 8535 1 8535 12.65 0.0074
Val A (V) 17305 1 17305 25.64 0.0010
SxV 11 1 10.58 0.02 0.9035
Error 5400 8 675

Total 31251 11

¢) Glucosa

NaCl (S) 11250 1 11250.10 433.95 0.0000
Val A (V) 5065 1 5065.37 195.38 0.0000
SxV 1741 1 1741.10 67.16 0.0000
Error 207 8 25.93

Total 18264 11

d)Trehalosa

NaCl (S) 147032 1 147032 17.82 0.0029
Val A (V) 1577020 1 1577020 191.13 0.0000
SxV 216250 1 216250 26.21 0.0009
Error 66007 8 8251

Total 2006310 11

e) Ast

NaCl (S) 2.833 1 2.833 0.98 0.3513
Val A (V) 122.707 1 122.707 42.42 0.0002
SxV 27.102 1 27.102 9.37 0.0156
Error 23.141 8 2.893

Total 175.782 11

f) Alm

NaCl (S) 5.878 1 5.878 370.57 0.0000
Val A (V) 3.163 1 3.163 199.43 0.0000
SxV 0.124 1 0.124 7.83 0.0232
Error 0.127 8 0.016

Total 9.292 11
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Tabla A 3.29 Fluorescencia inicial (Fp), relacién fluorescencia inicial fluorescencia
maxima (F¢/Fy), fluorescencia maxima (F.) y relacion fluorescencia variable
fluorescencia maxima (F,/F,) en hojas de M truncatula

NaCl _ Val A(M) Fo Fo/Fom F. Fo/Fm

0 109 © 0.148 ° 736 ° 0.851 °

0 30 122 ° 0.154 ° 789 ° 0.846 °

0 128 ° 0.163 ° 784 ° 0.836 "

50 30 129 ° 0.170 ° 757 ° 0.830 "
MDS (P < 0.05) 3 0.006 20 0.006

Tabla A 3.30 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Fo
NaCl (S) 975 1 975 44.69 0.0000
Val A (V) 273 1 273 12.53 0.0021
SxV 198 1 198 9.09 0.0068
Error 437 20 22
Total 1884 23
b) Fo/Fr,
NaCl (S) 0.001445 1 0.001445 15.70 0.0008
Val A (V) 0.000240 1 0.000240 2.61 0.1217
SxV 0.000001 1 0.000001 0.02 0.9004
Error 0.001841 20 0.000092
Total 0.003528 23
c) Fm
NaCl (S) 1053 1 1053 0.91 0.3514
Val A (V) 392 1 392 0.34 0.5670
SxV 9401 1 9401 8.12 0.0099
Error 23145 20 1157
Total 33991 23
d) F./Fp,
NaCl (S) 0.001426 1 0.001426 15.46 0.0008
Val A (V) 0.000234 1 0.000234 2.54 0.1266
SxV 0.000002 1 0.000002 0.02 0.8832
Error 0.001845 20 0.000092
Total 0.003508 23
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Tabla A 3.31 Fluorescencia inicial (Fo), relacién fluorescencia inicial fluorescencia
maxima (Fo/F.,), fluorescencia maxima (F.) y relacion fluorescencia variable
fluorescencia maxima (F,/F,) en hojas de L. japonicus

NaCl  Val A(uM) Fo Fo/Fm Frn Fo/Fm

0 130 ° 0.153 ¢ 845 *° 0.846 °

0 30 134 ° 0.162 ° 826 ° 0.838 °

0 100 ° 0.169 ° 595 °© 0.830 °

50 30 118 ° 0.163° 720 ° 0.837°
MDS (P < 0.05) 10 0.004 53 0.004

Tabla A 3.32 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Fo
NaCl (S) 4163 1 4163 11.56 0.0020
Val A (V) 926 1 926 2.57 0.1200
SxV 326 1 326 0.91 0.3495
Error 10083 28 360
Total 15499 31
b) Fo/Fn,
NaCl (S) 0.000560 1 0.000560 9.14 0.0053
Val A (V) 0.000014 1 0.000014 0.23 0.6347
SxV 0.000434 1 0.000434 7.08 0.0128
Error 0.001715 28 0.000061
Total 0.002723 31
C) Fm
NaCl (S) 255664 1 255664 23.45 0.0000
Val A (V) 22548 1 22548 2.07 0.1615
SxV 41369 1 41369 3.79 0.0615
Error 305303 28 10904
Total 624883 31
d) Fu/Fn
NaCl (S) 0.000584 1 0.000584 9.47 0.0046
Val A (V) 0.000010 1 0.000010 0.16 0.6907
SxV 0.000455 1 0.000455 7.39 0.0111
Error 0.001726 28 0.000062
Total 0.002776 31
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Tabla A 3.33 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la
tabla 3.1 Pigmentos fotosintéticos M. truncatula

SC gl CM F calculada P
a)Ca
NaCl (S) 152558 1 152558 6696 0.0000
Val A (V) 6031 1 6031 265 0.0000
SxV 56946 1 56946 2499 0.0000
Error 182 8 23
Total 215716 11
b) Cb
NaCl (S) 15967 1 15967.10 5743 0.0000
Val A (V) 706 1 705.72 254 0.0000
SxV 5979 1 5978.59 2150 0.0000
Error 22 8 2.78
Total 22674 11
c) Ca/b
NaCl (S) 0.1048 1 0.1048 80.43 0.0000
Val A (V) 0.0134 1 0.0134 10.30 0.0124
SxV 0.0471 1 0.0471 36.16 0.0003
Error 0.0104 8 0.0013
Total 0.1758 11
d) X+C
NaCl (S) 6731 1 6731.13 733 0.0000
Val A (V) 455 1 455.08 50 0.0001
SxV 3466 1 3466.49 378 0.0000
Error 73 8 9.18
Total 10726 11
e) PT
NaCl (S) 358790 1 358790 6457 0.0000
Val A (V) 15764 1 15764 284 0.0000
SxV 140499 1 140499 2529 0.0000
Error 444 8 56
Total 515497 11

384



Apéndice

Tabla A 3.34 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la
tabla 3.2 Pigmentos fotosintéticos L. japonicus

SC gl CM F calculada P
a)Ca
NaCl (S) 368672 1 368672 717.31 0.0000
Val A (V) 2699 1 2699 5.25 0.0511
SxV 52616 1 52616 102.37 0.0000
Error 4112 8 514
Total 428099 11
b) Cb
NaCl (S) 19680 1 19680 71.16 0.0000
Val A (V) 668 1 668 242 0.1588
SxV 5237 1 5237 18.94 0.0024
Error 2212 8 277
Total 27797 11
c) Ca/b
NaCl (S) 0.2715 1 0.2715 8.37 0.0201
Val A (V) 0.1487 1 0.1487 4.59 0.0646
SxV 0.0042 1 0.0042 0.13 0.7272
Error 0.2593 8 0.0324
Total 0.6838 11
d) X+C
NaCl (S) 26495 1 26495 153.95 0.0000
Val A (V) 5 1 5 0.03 0.8657
SxV 319 1 319 1.85 0.2107
Error 1377 8 172
Total 28196 11
e) PT
NaCl (S) 828536 1 828536 1269.16 0.0000
Val A (V) 807 1 807 1.24 0.2986
SxV 102146 1 102146 156.47 0.0000
Error 5223 8 653
Total 936712 11
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Tabla A 3.35 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en pymol NAD g” PFN h™,
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa g' PFN h™, hexoquinasa (HK) en umol
NADP g”' PFN h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) en umol NADH g‘1 PFN min™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en pmol
NADP g”' PFN min™", en nédulos de M. truncatula

NaCl(mM) Val A@M)  SS IA HK PEPC  MDH ICDH
0 3907 °% 1.266° 47.351°% 8410° 32243% 10.316°

0 30 3219° 1.131° 38308° 9646° 22596° 8.260°

0 0977 ° 0437 ° 28396 ° 2803° 177.49° 5963 °

50 30 0.458 ° 0.364 ° 25.900° 1.990° 12275 5.450°

MDS (P <0.05) 0.203 0.046 1.307 1.263 13.75 0.250

Tabla A 3.36 Anadlisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl (S) 32.39 1 32.391 468.03 0.0000
Val A (V) 1.45 1 1.454 21.01 0.0006
SxV 0.03 1 0.028 0.41 0.5331
Error 0.83 12 0.069
Total 34.70 15
b) IA
NaCl (S) 2.545 1 2.5454 708.39 0.0000
Val A (V) 0.043 1 0.0430 11.96 0.0047
SxV 0.004 1 0.0040 1.11 0.3118
Error 0.043 12 0.0036
Total 2.636 15
c) HK
NaCl (S) 983 1 983 341 0.0000
Val A (V) 133 1 133 46 0.0000
SxV 42 1 42 15 0.0023
Error 34 12 3
Total 1194 15
d) PEPC
NaCl (S) 175.925 1 175.93 65.45 0.0000
Val A (V) 0.178 1 0.18 0.07 0.8012
SxV 4.202 1 4.20 1.56 0.2350
Error 32.255 12 2.69
Total 212.560 15
e) MDH
NaCl (S) 61579 1 61579 205.08 0.0000
Val A (V) 22863 1 22863 76.14 0.0000
SxV 1741 1 1741 5.8 0.0331
Error 3603 12 300
Total 89786 15
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f) ICDH

NaCl (S) 51.300 1 51.30 487.23 0.0000
Val A (V) 6.596 1 6.60 62.65 0.0000
SxV 2.382 1 2.38 22.62 0.0005
Error 1.263 12 0.1

Total 61.542 15

Tabla A 3.37 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en umol NAD g”' PFN h™,
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa g'1 PFN h™, hexoquinasa (HK) en umol
NADP g'1 PFN h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) en umol NADH g‘1 PFN min™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en pmol
NADP g PFN min™', en nédulos de L. japonicus

NaCl(mM) Val A@M)  SS IA HK PEPC  MDH ICDH
0 8.079° 1193 ° 43.842° 3215° 137.86° 2.488°

0 30 6.566 ° 1257 ° 41491 ° 4204° 240.35° 3.457°

0 3.907 ° 0428° 12733° 3794° 191.72° 3.183°

50 30 4938° 0501° 36.825° 3.625° 127.41° 2822°

MDS (P < 0.05) 1.375 0.121 2.652 0.36 20.06 0.081

Tabla A 3.38 Anadlisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl (S) 33.638 1 33.6381 42.231 0.0000
Val A (V) 0.233 1 0.2326 0.292 0.6045
SxV 6.473 1 6.4730 8.126 0.0146
Error 9.558 12 0.7965
Total 49.902 15
b) IA
NaCl (S) 2.316 1 2.31636 377.021 0.0000
Val A (V) 0.019 1 0.01871 3.045 0.1065
SxV 0.000 1 0.00008 0.012 0.9143
Error 0.074 12 0.00614
Total 2.409 15
c) HK
NaCl (S) 1279 1 1279 432 0.0000
Val A (V) 472 1 472 159 0.0000
SxV 699 1 699 236 0.0000
Error 35 12 3
Total 2487 15
d) PEPC
NaCl (S) 0.000 1 0.000 0.00 1.0000
Val A (V) 0.672 1 0.672 3.04 0.1067
SxV 1.340 1 1.340 6.06 0.0299
Error 2.652 12 0.221
Total 4.665 15
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e) MDH

NaCl (S) 3491 1 3491 5.07 0.0439
Val A (V) 1458 1 1458 2.12 0.1714
SxV 27823 1 27823 40.37 0.0000
Error 8269 12 689

Total 41041 15

f) ICDH

NaCl (S) 0.0036 1 0.0036 0.34 0.5727
Val A (V) 0.3683 1 0.3683 34.08 0.0001
SxV 1.7699 1 1.7699 163.77 0.0000
Error 0.1297 12 0.0108

Total 2.2716 15

Tabla A 3.39 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
g'1 PF min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; g'1 PF min™ y trehalasa
(TRE) en nmol glucosa g'1 PF h' en nédulos de M. truncatula

NaCl Val A (uM) TPS TPP TRE

0 1.125° 20.000 ° 29.202 °

0 30 1.239 ° 19.048 ° 6.417 °

0 0.784 ° 14.881 ° 20.821°

50 30 0.616 ° 7.381° 4.452 °
MDS (P < 0.05) 0.122 4.781 1.024

Tabla A 3.40 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl (S) 0.6979 1 0.6979 41.22 0.0002
Val A (V) 0.0022 1 0.0022 0.13 0.7305
SxV 0.0594 1 0.0594 3.51 0.0980
Error 0.1354 8 0.0169
Total 0.8948 11
b) TPP
NaCl (S) 282 1 281.760 7.31 0.0192
Val A (V) 71 1 71.443 1.85 0.1984
SxV 43 1 42.871 1.11 0.3124
Error 463 12 38.544
Total 859 15
c) TRE
NaCl (S) 107 1 107.024 57.61 0.0000
Val A (V) 1533 1 1533.100 825.24 0.0000
SxV 41 1 41.174 22.16 0.0005
Error 22 12 1.858
Total 1704 15
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Tabla A 3.41 Actividad trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
g 'PF min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; g PF min™ y trehalasa
(TRE) en nmol glucosa g PF h™' en nodulos de L. japonicus

NaCl Val A (uM) TPS TPP TRE
0 1.811° 130.423 ° 2177 °
0 30 1317 ° 63.638 ° 1.021 °
0 1.290 ° 107.672 ° 2.404 °
50 30 0.929 ° 52.776 ° 0.698 *
MDS (P < 0.05) 0.328 3.042 0.178

Tabla A 3.42 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl (S) 0.731 1 0.731 4.040 0.0675
Val A (V) 0.826 1 0.826 4.560 0.0539
SxV 0.018 1 0.018 0.100 0.7593
Error 2.171 12 0.181
Total 3.745 15
b) TPP
NaCl (S) 1128 1 1128 70.350 0.0000
Val A (V) 14808 1 14808 923.260 0.0000
SxV 141 1 141 8.810 0.0118
Error 192 12 16
Total 16271 15
c) TRE
NaCl (S) 0.009 1 0.00922 0.694 0.4297
Val A (V) 8.183 1 8.18293 616.059 0.0000
SxV 0.303 1 0.30250 22.774 0.0005
Error 0.159 12 0.01328
Total 8.654 15
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Tabla A 4.1 Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en mg planta™, y relacién raiz/parte aérea (RPA), en plantas
de M. sativa

Cepa NaCl PSPA PSR PSP RPA

Parental 332 b 207 547 b 0633 *

40 294 147 449 0.501 °

ote. 0 234 - 155 399 0.704°
40 116 40 160 0.341

0 236 180 421" 0.776 °

Mots- d e d d
40 161 52 219 0.316

Ots- 0 252 ° 150 ° 409 0.598 °

Mots- 40 147 ° 76 ° 228 ° 0.519 °
MDS (P < 0.05) 26 20 42 0.076

Tabla A 4.2 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
NaCl (S) 183933 3 61311 22.86 0.0000
Cepa (C) 112016 1 112016 41.77 0.0000
SxC 15386 3 5129 1.91 0.1380
Error 150162 56 2681
Total 461496 63
b) PSR
NaCl (S) 59246 3 19749 12.17 0.0000
Cepa (C) 143019 1 143019 88.14 0.0000
SxC 12499 3 4166 2.57 0.0635
Error 90864 56 1623
Total 305628 63
c) PSP
NaCl (S) 0.461 3 0.1537 21.58 0.0000
Cepa (C) 0.517 1 0.5175 72.62 0.0000
SxC 0.043 3 0.0143 2.01 0.1226
Error 0.399 56 0.0071
Total 1.421 63
d) RPA
NaCl (S) 0.018 3 0.0060 0.26 0.8562
Cepa (C) 1.067 1 1.0672 45.45 0.0000
SxC 0.396 3 0.1320 5.62 0.0019
Error 1.315 56 0.0235
Total 2.796 63
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Tabla A 4.3 Actividad nitrogenasa aparente (ANA) y nitrogenasa total (ANT)
expresadas en ymol H, 1g'1PSN h', tasa de fijacion del nitrégeno gTFN) expresada
en pmol N, g'1PSN h™, peso seco de nédulo en mg planta’ (PSN) y peso
normalizado de nédulo (PNN) en mg PSN mg™ PSPA en M. sativa

Cepa NaCl ANA ANT TEN PSN PNN

2097 “ 116.54° 31.85° 83572  0.026 ¢

Parental

arenta 40  1363° 3679° 772° 8367 0028

0 55352 155.08° 33.24° 7.03° 0.030°

Ots- c d c e b
40 21.60 43.61 7.34 4.08 0.035

0 40.74° 21976 59.67 ° 6.18 °  0.026 °

Mots- c c b d bc
40 28.88 122.17 31.06 5.19 0.032

Mots 0 50.31% 153.21° 29.30° 6.36 ©  0.027 “

Ots 40 11399 2599¢ 487 ° 586 °  0.040 ®
MDS (P < 0.05) 7.64 23.32 8.15 1.05 0.004

Tabla A 4.4 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) ANA
NaCl (S) 1925 3 642 6.66 0.0020
Cepa (C) 4301 1 4301 44.63 0.0000
SxC 1150 3 383 3.98 0.0196
Error 2313 24 96
Total 9690 31
b) ANT
NaCl (S) 45196 3 15065 14.53 0.0000
Cepa (C) 83222 1 83222 80.27 0.0000
SxC 2399 3 800 0.77 0.5215
Error 24884 24 1037
Total 155700 31
c) TFN
NaCl (S) 4336 3 1445 11.56 0.0001
Cepa (C) 5520 1 5520 4416 0.0000
SxC 34 3 11 0.09 0.9651
Error 3000 24 125
Total 12890 31
d) PSN
NaCl (S) 82 3 27.430 6.25 0.0010
Cepa (C) 20 1 19.612 4.47 0.0390
SxC 20 3 6.728 1.53 0.2162
Error 246 56 4.391
Total 368 63
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e) PNN

NaCl (S) 0.000433 3 0.000144 2.53 0.0664
Cepa (C) 0.000650 1 0.000650 11.39 0.0014
SxC 0.000255 3 0.000085 1.49 0.2280
Error 0.003138 55  0.000057

Total 0.004493 62

Tabla A 4.5 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en pmol NAD mg 'prot h™,
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa mg'1 prot h', hexoquinasa (HK) en pmol
NADP mg‘1 prot h, fosfoenoIPiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa
(MDH) y en pymol NADH mg™ prot h™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en umol
NADP mg™ prot h”, en nodulos de M. sativa

Cepa NaCl SS IA HK PEPC MDH ICDH

0.032° 07152 0521° 1315° 277.00% 5452°

Parental 45 0034® 0587 ° 0538° 1389° 19287 ¢ 6.014°

ots. 0 0.020° 06817 0405° 1.082¢ 202.92° 4689 °

40 0.011°% 0431° 0423° 1241° 156.98° 4.710°

Mots. 0.060 d 0592 ° 03319 0985° 240.55° 5276 °

40  0.012 0.359 © 0.459° 0.843°¢ 12054" 3.304°¢

Mots 0 0020° 0523° 03737 1284° 27079% 4.871°

Ots 40 0.010° 01287 03837 09127 120087 3.534f
MDS (P <0.05) 0.003 0.057  0.016 0.062 11.09  0.131

Tabla A 4.6 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl (S) 0.00310 3 0.001032 74.33 0.0000
Cepa (C) 0.00216 1 0.002158 155.42 0.0000
SxC 0.00298 3 0.000992 71.45 0.0000
Error 0.00033 24 0.000014
Total 0.00856 31
b) IA
NaCl (S) 0.456 3 0.1520 24.52 0.0000
Cepa (C) 0.504 1 0.5042 81.33 0.0000
SxC 0.072 3 0.0241 3.88 0.0214
Error 0.149 24 0.0062
Total 1.181 31
c) HK
NaCl (S) 0.113 3 0.037527 76.85 0.0000
Cepa (C) 0.015 1 0.015030 30.78 0.0000
SxC 0.019 3 0.006489 13.29 0.0000
Error 0.012 24 0.000488
Total 0.159 31
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d) PEPC

NaCl (S) 0.783
Cepa (C) 0.039
SxC 0.338
Error 0.175
Total 1.335
e) MDH

NaCl (S) 16011
Cepa (C) 80233
SxC 12255
Error 5186
Total 113686
f) ICDH

NaCl (S) 10.507
Cepa (C) 4.192
SxC 7.468
Error 0.714
Total 22.882

W N

W N

W N

S RwWwaw S RwWoaw

S RwWwoaw

0.2609
0.0395
0.1127
0.0073

5337
80233
4085
216

3.502
4.192
2.489
0.030

35.74
5.41
15.44

247
371.28
18.9

117.71
140.89
83.66

0.0000
0.0288
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000

Tabla A 4.7 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en mmol UDP
mg"' prot min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa (TPP) en nmol P; mg” prot min™ y
trehalasa (TRE) en nmol glucosa mg'1prot h”', en nodulos de M.sativa

Cepa NaCl TPS TPP TRE

0 1.199 ¢ 1.095 ¢ 0.698 °©

Parental a R c
40 2.973 0.861 0.665

ot 0 1.013 © 0.259 " 0.993 @

S_

40 0.000 0.644 ° 0.458 ¢

0 1.629 © 1.514 ¢ 0.678 ©

Mots- a a f
40 2.918 3.930 0.230

Mots 0 1.524 ° 0.537 ¢ 0.788 °

Ots 40 1.851 ° 3.314° 0.312 ©
MDS (P < 0.05) 0.150 0.086 0.046

Tabla A 4.8 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl (S) 15.102 3 5.034 118.88 0.0000
Cepa (C) 2.825 1 2.825 66.71 0.0000
SxC 9.056 3 3.019 71.29 0.0000
Error 1.016 24 0.042
Total 27.999 31

393



Apéndice

b) TPP

NaCl (S) 24.36 3 8.120 576 0.0000
Cepa (C) 14.28 1 14.281 1013 0.0000
SxC 13.23 3 4.409 313 0.0000
Error 0.34 24 0.014

Total 52.21 31

c) TRE

NaCl (S) 0.370 3 0.1235 30.27 0.0000
Cepa (C) 1.113 1 1.1135 272.99 0.0000
SxC 0.315 3 0.1049 25.71 0.0000
Error 0.098 24 0.0041

Total 1.896 31

Tabla A 4.9 Contenido de fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa, y trehalosa en
ug g 'PFN en nédulos de M. sativa

Cepa NaCl Sacarosa Maltosa Fructosa Glucosa Trehalosa

0 143859 4350 ° 23554° 682.00° 34.38°

Parental . c . b q
40 959.63 32.15 14749 °© 621.53 23.31

ot 0 270827% 5779 @ 32237?% 822032 27.08°

S_

40 1268.60° 4292 ° 24233° 45913° 24.50 °©

0 1372.38° 3484 °© 24589° 497.14° 24.82 °

Mots- c c b d c
40 816.04 31.33 24427 ° 23213 28.34

Mots 0 1388.39° 3479 ° 24273° 27124° 4181°

Ots 40 391.71¢ 13.02 ¢ 12484 ° 213.31¢ 16.68 ©
MDS (P < 0.05) 189.01 4.56 20.14 94.32 4.24

Tabla A 4.10 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl (S) 4 17E+06 3 1.39E+06 29.11 0.0000
Cepa (C) 4.52E+06 1 4 .52E+06 94.77 0.0000
SxC 886736 3 295579 6.19 0.0054
Error 763408 16 47713
Total 1.03E+07 23
b) Maltosa
NaCl (S) 2184 3 728 31.39 0.0000
Cepa (C) 995 1 995 42.90 0.0000
SxC 260 3 87 3.73 0.0331
Error 371 16 23
Total 3809 23

394



Apéndice

c¢) Fructosa
NaCl (S)
Cepa (C)
SxC

Error

Total

d) Glucosa
NaCl (S)
Cepa (C)
SxC

Error

Total

e) Trehalosa
NaCl (S)
Cepa (C)
SxC

Error

Total

39102
31062
11081

8708
89954

749818
208712
104474
188253
1251260

51
466
693
312

1523

WO W-_Ww

N —

WO W-_Ww

N —

WO W-Ww

N —

13034
31062
3694
544

249939
208712
34825
11766

17
466
231

20

23.95
57.07
6.79

21.24
17.74
2.96

0.88
23.91
11.85

0.0000
0.0000
0.0037

0.0000
0.0007
0.0638

0.4727
0.0002
0.0002

Tabla A 4.11 Actividad sacarosa sintasa (SS) expresada en umol NAD mg'1prot h',
invertasa alcalina (IA) en nmol glucosa mg™ prot h™”', hexoquinasa (HK) en pmol NADP
mg'1 prot h™, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa (MDH) y en
umol NADH mg'1 prot h™ e isocitrato deshidrogenasa (ICDH) en ymol NADP mg'1 prot
h-', en nédulos de M. sativa

Cepa NaCl SS 1A HK PEPC MDH ICDH

Parental 1.543°  0.565 b 25.141 b 14352 302257 5949°

40 1.320°¢ 0.433 20.764 1.479° 20583 ° 6.163°

Ots. 0 0.916° 0458° 18.991° 1.194° 22487 ° 5.173°

40 0434" 0231% 171827 1166° 148517 4.425°

Mots. 0 21952 0441° 120467 1.065° 260.05° 5.703°

40 0448" 0201 16.604° 0.740° 106719 2.898°¢

Mots 0 0723° 0304° 13565° 1.375° 289.79° 5217°

Ots 40 0271°¢ 0.060° 10.852°¢ 0.800° 105309 3.099
MDS (P <0.05) 0.105 0.051 1.004 0.065 11.21 0.131

Tabla A 4.12 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) SS
NaCl (S) 5.171 3 1.72351 84 0.0000
Cepa (C) 4.218 1 4.21789 205 0.0000
SxC 2.859 3 0.953006 46 0.0000
Error 0.494 24 0.0205923
Total 12.742 31
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b) IA

NaCl (S) 303428 3 101143 29.34 0.0000
Cepa (C) 267029 1 267029 77.46 0.0000
SxC 12461 3 4154 1.20 0.3398
Error 55155 16 3447

Total 638073 23

c) HK

NaCl (S) 533 3 177.81 216 0.0000
Cepa (C) 9 1 9.42 11 0.0024
SxC 92 3 30.57 37 0.0000
Error 20 24 0.82

Total 654 31

d) PEPC

NaCl (S) 1.282 3 0.427 54 0.0000
Cepa (C) 0.391 1 0.391 49 0.0000
SxC 0.487 3 0.162 20 0.0000
Error 0.192 24 0.008

Total 2.352 31

e) MDH

NaCl (S) 26408 3 8803 36 0.0000
Cepa (C) 131102 1 131102 532 0.0000
SxC 15040 3 5013 20 0.0000
Error 5913 24 246

Total 178462 31

f) ICDH

NaCl (S) 17.882 3 5.961 194 0.0000
Cepa (C) 14.889 1 14.889 484 0.0000
SxC 11.036 3 3.679 120 0.0000
Error 0.739 24 0.031

Total 44 545 31

Tabla A 4.13 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en mmol UDP
g PF min™, trehalosa-6 fosfato fosfatasa gTPP) en nmol P, g PF min™ y trehalasa
(TRE) expresada en nmol glucosa g'1PF h™', en nédulos de M.sativa

Cepa NaCl TPS TPP TRE
Parental 0 1.049 © 28.570 ° 0.553 °
40 2.433° 34.131 2 0.514 °

Ots. 0 0918 f 6.673 ¢ 0.668 °
40 0.000 ¢ 17.862 0.308 ©

0 1.306 ¢ 25.005 ¢ 0.505 °

Mots- 40 2.233° 31.155 ° 0.171
Mots 0 1.608 ° 23.172 © 0.458 ¢
Ots 40 1474 ° 31.751 ° 0.146 '

MDS (P < 0.05) 0.121 1.261 0.047
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Tabla A 4.14 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TPS
NaCl (S) 9.250 3 3.083 112 0.0000
Cepa (C) 0.791 1 0.791 29 0.0000
SxC 6.474 3 2.158 79 0.0000
Error 0.659 24 0.027
Total 17174 31
b) TPP
NaCl (S) 1743 3 581 195 0.0000
Cepa (C) 495 1 495 166 0.0000
SxC 40 3 13 4 0.0129
Error 72 24 3
Total 2350 31
c) TRE
NaCl (S) 228051 3 76017 25 0.0000
Cepa (C) 409644 1 409644 137 0.0000
SxC 100897 3 33632 11 0.0003
Error 47999 16 3000
Total 786591 23
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Tabla A 6.1 Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso
seco de planta (PSP) en g pIanta'1 y relacion raiz/parte aérea (RPA), en plantas
de G. max

NaCl (mM) PSPA PSR PSP RPA
0 1.706 @ 0.437° 2.241° 0.255°
100 0.555° 0.237° 0.830° 0.433°
MDS (P < 0.05) 0.263 0.166 0.423 0.107

Tabla A 6.2 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSPA
NaCl 2.648 1 2.648 114.55 0.0000
Error 0.139 6 0.023
Total 2.787 7
b) PSR
NaCl 0.0798 1 0.0798 8.66 0.0259
Error 0.0553 6 0.0092
Total 0.1351 7
c) PSP
NaCl 3.983 1 3.983 66.58 0.0002
Error 0.359 6 0.060
Total 4.342 7
d) RPA
NaCl 0.0638 1 0.0638 16.67 0.0065
Error 0.0230 6 0.0038
Total 0.0868 7

Tabla A 6.3 Peso seco de nédulos (PSN) en g” planta y peso normalizado de
nodulos (PNN) en mg PSN mg™”' PSPA en G. max

NaCl (mM) PSN PNN
0 0.099 @ 0.058 ®
100 0.038° 0.068 ®
MDS (P < 0.05) 0.014 0.019

Tabla A 6.4 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) PSN
NaCl 0.00740 1 0.0074014 109.59 0.0000
Error 0.00041 6 0.0000675
Total 0.00781 7
b) PNN
NaCl 0.000196 1 0.000196 1.64 0.2482
Error 0.000718 6 0.000120
Total 0.000913 7
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Tabla A 6.5 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg’1prot h™, maltooligosiltrehalosa sintasa QMOTS) y trehalosa sintasa (TS)
expresadas en nmol trehalosa mg'1 prot h™ en bacteroides de noédulos de
G. max, y actividad trehalasa (TRE) expresada en nmol trehalosa mg'1prot min™
en citosol nodular de G. max

NaCl (mM) TPS MOTS TS TRE
0 0.745 ° 24.463 ° 59.426 ° 7198 °
100 0.544 ° 28.052 ° 63.577 ° 4870 °
MDS (P < 0.05) 0.190 5.004 4.643 0.824

Tabla A 6.6 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla
anterior

SC gl CM F calculada P
a) TSP
NaCl 0.0604 1 0.0604 8.56 0.0430
Error 0.0282 4 0.0071
Total 0.0886 5
b) MOTS
NaCl 19.323 1 19.323 3.94 0.1181
Error 19.616 4 4.904
Total 38.938 5
c) TS
NaCl 24.610 1 24.610 6.00 0.0706
Error 16.420 4 4.105
Total 41.030 5
d) TRE
NaCl 8.128 1 8.128 61.49 0.0014
Error 0.528 4 0.132
Total 8.657 5

Tabla A 6.7 Actividad trehalosa-6 fosfato sintasa (TPS) expresada en nmol UDP
mg 'prot h™', maltooligosiltrehalosa sintasa (MOTS) y trehalosa sintasa (TS)
expresadas en nmol trehalosa mg™ prot h™" en B. japonicum USDA 110

NaCl (mM) TPS MOTS TS
0 19.714° 1.232° 39.221 °
40 31.156 ° 2.200 ° 46.941 °
MDS (P < 0.05) 6.023 0.934 11.559
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Tabla A 6.8 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) TSP
NaCl 194.94 1 194.94 27.61 0.0063
Error 28.24 4 7.06
Total 223.18 5
b) MOTS
NaCl 1.45 1 1.50 8.27 0.0452
Error 0.68 4 0.17
Total 2.08 5
c)TS
NaCl 89.40 1 89.40 3.44 0.1373
Error 104.00 4 26.00
Total 193.40 5

Tabla A 6.9 Contenido de sacarosa, trehalosa maltosa y glucosa expresado en

ug g 'PFN en nddulos de G. max

NaCl (mM) Sacarosa Trehalosa Maltosa Glucosa
0 914.92 ° 163.44 ° 22463 ° 563.24 °
100 1473.02 ° 261.58 ° 153.77 ° 630.00 °
MDS (P < 0.05) 259.08 85.23 87.18 131.55

Tabla A 6.10 Analisis de la varianza correspondiente a los resultados de la tabla

anterior
SC gl CM F calculada P
a) Sacarosa
NaCl 468163 1 468163 35.70 0.0039
Error 52451 4 13113
Total 520613 5
b) Trehalosa
NaCl 14504 1 14504 10.19 0.0332
Error 5695 4 1424
Total 20199 5
c) Maltosa
NaCl 7562 1 7562 5.13 0.0861
Error 5892 4 1473
Total 13454 5
d) Glucosa
NaCl 6868 1 6868 2.05 0.2252
Error 13383 4 3346
Total 20252 5
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