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1. INTRODUCCION
1. Fijacién biolégica del nitrégeno.

El proceso de fijacién biolégica del nitrogeno implica la reduccion enzimatica
del nitrégeno atmosférico a amonio, que podrd ser posteriormente asimilado y
utilizado en el crecimiento celular. La fijacion de nitrogeno es exclusiva de bacterias,
por tanto las plantas que fijan nitrégeno deben estar asociadas en simbiosis con
bacterias. Resulta evidente que el conocimiento de la fijacion biolégica del nitrégeno
es esencial para dilucidar la dindmica del ciclo del nitrégeno (Evans y Burris, 1990).

La mayoria de los elementos biolégicos, carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre
estén sujetos a procesos ciclicos siendo el mas importante de todos ellos desde el punto
de vista ecoldgico y econémico el ciclo del nitrogeno (Fig. 1). Esencialmente este ciclo
simboliza las transformaciones que experimenta el nitrégeno del planeta a través de los
organismos vivos. Forma parte del ciclo del nitrégeno la sintesis de moléculas
nitrogenadas durante el crecimiento de las plantas, su consumo por los animales y su
vuelta al suelo como resultado de la degradacién de la materia organica animal y
vegetal. También se incluyen las pérdidas de nitrogeno a la atmésfera procedente del
nitrato y su vuelta por medio del proceso de fijacién biolégica. Ademas la fijacion de
nitrégeno puede ser también abidtica como resultado de las reacciones quimicas
atmosféricas. La complejidad e interés de este ciclo ha sido revisada por Sprent (1987),
Postgate (1990) y Martinez-Toledo (1992), entre otros autores.

El nitrégeno se considera el nutriente mas limitante, con la excepcién del agua,
para el crecimiento de las plantas en su ambiente natural. Sin embargo,
cuantitativamente es uno de los elementos mas abundantes de la biosfera,
constituyendo el 79% del peso de la atmosfera. Obviamente por su carécter inerte, no
resulta util como fuente de nitrégeno para los seres vivos y por ello la absorcioén de
nitrégeno a través de la fijacion biologica tiene un efecto ecoldgico importante.

La integracion del nitrégeno fijado en sistemas agricolas estd mediada por la
simbiosis entre leguminosas y especies del género (Brady)Rhizobium, no leguminosas
y Frankia spp., cianobacterias y numerosos sistemas no simbi6ticos en los cuales los
diazotrofos fijadores de nitrégeno en vida libre se asocian a raices de plantas no
leguminosas. Se asume que estos sistemas fijadores de nitrégeno pueden satisfacer
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unagran cantidad de sus requerimientos de nitrégeno del atmosférico. Ademas el
nitrogeno fijado puede contribuir a las reservas del suelo en beneficio de otros cultivos
o especies forrajeras. El flujo de nitrogeno terrestre procedente de la fijacion de
nitrégeno se establece en el rango de 140-170-10° Tm/afio (Burns y Hardy, 1975; Paul,
1988). Sin embargo, en términos absolutos la fijacién de nitrogeno es pequeiia
comparandola con las reservas de nitrogeno del suelo (105-10° Tm), pero es varias
veces mayor que el nitrogeno procedente de los fertilizantes, 65-10° Tm/afio (Paul
1988). La contribucion relativa de la fijacién de nitrogeno en vida libre o en asociacién
simbidtica es del orden del 70% simbidtica y del 30% no simbiética, y en zonas
agricolas puede cambiar dominando més la fraccion simbiética (Burns y Hardy, 1975).

2. Las leguminosas.

Las especies de leguminosas cultivadas tienen gran importancia en
alimentacién humana y animal. Las denominadas leguminosas-grano proporcionan
semillas que se consumen maduras y secas, verdes e inmaduras e incluso las semillas
inmaduras en el interior de las vainas verdes. Las especies utilizadas como forrajeras
proporcionan hojas y tallos para el ganado. Otras se utilizan para la produccion de
aceites comestibles (cacahuete y soja).

Las leguminosas grano tienen gran importancia en la alimentacién por su
elevado contenido proteico, constituyendo en muchos paises la segunda fuente de
proteinas después de los cereales (Waggoner, 1994). Ademas, son un complemento
natural de éstos ya que contienen cantidades adecuadas de lisina, pero son deficientes
en metionina y cistina mientras que los cereales son deficientes en lisina pero contienen
metionina y cistina (Mahe et al., 1994).

Ademas de su gran valor como producto alimenticio las leguminosas
cultivadas son importantes por su capacidad para fijar nitrégeno y elevar la fertilidad
del terreno, reemplazando parcialmente el uso de fertilizantes nitrogenados caros y
contaminantes. No hay duda de las grandes perspectivas en el mundo agricola de la
fijacion de nitrogeno (Vance y Graham, 1995).

2.1. El orden Leguminales.

Esta formado por 16.000 a 19.000 especies clasificadas en unos 750 géneros
con distribucién mundial. Esta enorme familia solo es superada en tamafio por las
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orquideas y las compuestas; en importancia econémica solo es superada por las
gramineas.

Se divide en tres familias: Mimosaceae, Cesalpiniaceae y Fabaceae. Esta
division se basa principalmente en diferencias florales. Algunos autores han dado a los
tres grupos la categoria de subfamilia Mimeosoideae, Cesalpinoideae y Papilionoideae
dentro de la familia Leguminosaceae. De cualquier manera la distincion entre los tres
grupos basicos es clara y universalmente aceptada.

La familia Mimosaceae esta formada por especies arboreas y algunas hierbas
perennes. Incluye muchas especies ornamentales y de interés en la produccion de
materias primas, taninos, mucilagos, perfumes y colorantes. Presenta hojas pinnadas
o bipinnadas y flores regulares (actinomorfas). El céliz presenta cinco l6bulos y la
corola cinco pétalos iguales. Los estambres son diez o multiplo de diez, libres unidos
por la base o unidos formando un tubo. El fruto es una vaina recta, curvada o en forma
de espiral con dos valvas, dehiscente. Algunas especies son fuente de nitrogeno en
ecosistemas extremos, como regiones articas o bosques australianos. El 30% de los
géneros estudiados presentan nédulos radicales (Allen y Allen, 1981), excepto
Neptunia que forma nédulos en los tallos. La estructura del nédulo presenta aspectos
caracteristicos como la ausencia del cordén de infeccion. Los nédulos se encuentran
en raices carentes de pelos radicales y no asociados a raices laterales, por lo que en
estas plantas la infeccion tiene lugar entre células epidérmicas de la raiz o bien a través
de heridas (Sprent et al., 1987).

La familia Cesalpiniaceae es la mas antigua desde el punto de vista evolutivo.
Comprende arboles, arbustos y raramente hierbas. Algunas especies son de interés en
la produccién de madera o de materias primas de interés farmacéutico. Tienen hojas
pinnadas o bipinnadas. Las flores son irregulares (zigomorfas) usualmente en racimos.
El céliz tiene cinco 16bulos solapados o separados. Normalmente tiene cinco pétalos,
a veces rudimentarios o ausentes, ligeramente desiguales. Los estambres, libres o
unidos, son diez o menos. El fruto es una vaina a veces indehiscente, algunas con
suturas aladas (sdmara). S6lo un 3-5% por ciento de las especies forman nédulos
(Sprent, 1987).

La familia Fabaceae esta formada por arboles, arbustos, hierbas anuales y
perennes. Incluye todos los cultivos de importancia agricola por sus semillas utilizadas
en alimentacidén o produccion de aceites, asi como la mayor parte de las especies
forrajeras de interés. También se encuentran en esta subfamilia especies utilizadas en
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horticultura ornamental y en plantaciones que previenen la erosion del suelo y
aumentan el contenido en nitrégeno del mismo. Las leguminosas grano de mayor
interés pertenecen en su mayoria a las tribus Phaseoleae, Vicieae y Cicereae. Las
leguminosas usadas como pastos y forrajes se agrupan en las tribus 7rifolieae y Loteae.
La tribu Aeschynomeneae contiene una importante leguminosa grano, el cacahuete. A
la tribu Genisteae pertenece el género Lupinus. Presentan hojas palmadas con tres o
mas foliolas, o pinnadas. Las flores son muy irregulares (corola papilionacea) en
inflorescencias terminales o axilares. El ciliz es tubular con cinco 16bulos regulares.
La corola presenta cinco pétalos desiguales: el estandarte superior y exterior, dos
pétalos laterales que se denominan alas y dos pétalos inferiores e interiores,
frecuentemente unidos por el borde inferior, que constituyen la quilla. Los estambres
suelen estar unidos en dos haces (9+1 o 5+5) o en un haz tubular, raramente libres. El
fruto es una vaina de forma variada, normalmente con dos valvas y dehiscente. El 97%
de las especies de esta subfamilia forman noédulos (Allen y Allen, 1981).

2.1.1. Vicia faba.

Forma parte de un amplio género, incluido en la tribu Vicieae, con unas 150
especies. Es una especie ampliamente distribuida en las zonas templadas del hemisferio
norte (Europa) y en América del Sur (Blamey y Gery-Wilson, 1991) habiendo sido
citada por primera vez por Linneo en 1735. Es una leguminosa anual de tallo unico,
erecto, duro, hueco y frondoso. Su altura varia de 60 a 180 cm. No tiene zarcillos.
Presenta una raiz principal bien desarrollada con muchas raices laterales que sostienen
racimos de nédulos pequefios y lobulados que crecen horizontalmente. Las hojas son
alternas, pinnadas, enteras, ovaladas y con una longitud entre 5y 7,5 cm. El peciolo
es acanalado, con pequefios pulvinulos. Las flores nacen en la axila de la hoja y son de
color variable.

La sistematica de las especies de haba es muy confusa. Asi, clasicamente se
han reconocido dos variedades distintas: hortensis o haba de jardin o culinaria y
equina o haba de campo. Murotava (1931) subdivide a Vicia faba en dos especies,
paucijuga y faba, segin el nimero de foliolos por hoja, y esta tltima en tres
variedades, major, equina y minor, segun la relacion grosor/longitud foliar. Cubero y
Suso (1981) encuentran que la principal caracteristica que discrimina a estos grupos
de cultivares es el tamafio de la semilla mientras que Suso et al. (1986) lo relacionan
con cuatro caracteristicas de las hojas: foliolos por hoja, longitud del raquis, densidad
de foliolos y forma de los foliolos. Cubero (1984) sugiere que existen cuatro
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subespecies: minor (semillas pequeiias, redondeadas, tipificada como el haba comin),
equina (tamafio medio, tipificada como el haba de burro), faba (variedad mayor, haba
culinaria o de horticultura con semilla ancha y grande) y paucijuga, que ya habia
reconocido Hanelt (1972) como una raza geografica de la subespecie minor.

Las semillas muestran una gran variacién: algunas son angulosas y estan
fuertemente comprimidas; otras son casi globosas. Su coloracion externa puede ser
blanca, amarilla, marrén, verde, purpura o negra; todas poseen hilo prominente que
puede ser blanco, amarillo o negro (Kay, 1979).

La composiciéon aproximada de las semillas es de 11% de humedad, 30% de
proteinas, 45% de carbohidratos, 2% de grasa, 8% de fibra y 4% de cenizas (Gueguen
y Cerletti, 1994). Se han identificado como proteinas mayoritarias las proteinas de 7S
y 11-138, correspondientes a vicilina y legumina de las globulinas, y las albuminas
(Melo er al., 1994). La relacion entre las distintas proteinas varia con la variedad y el
genotipo (Pasqualini ef al., 1991). La composicién de aminoacidos demuestra que son
mas ricas en lisina que los cereales (Mahe et al., 1994) y mas pobres en aminoacidos
azufrados. Los flavonoides de diversos genotipos de Vicia faba han sido estudiados
por Torck y Pinkas (1992), los taninos de la testa por Crofts er al. (1980), y los
factores antinutritivos por Fernandez-Quintela et al. (1993).

2.1.2. Phaseolus vulgaris.

El género Phaseolus es un grupo natural, bien definido, con una base
geografica americana muy clara, probablemente de origen evolutivo relativamente
reciente comparado con otros géneros relacionados como Vigna.

La judia, Phaseolus vulgaris, es la especie mejor conocida y mas ampliamente
distribuida de este género. Su origen se establece en el oeste de México y Guatemala,
aun cuando existen pruebas que sugieren su aclimatacién en Centroamérica a partir de
especies ancestrales extendidas y polimorficas. Actualmente se localiza en distintas
partes de los tropicos, subtropicos y regiones templadas, siendo la legumbre
alimenticia mas importante en Latinoamérica y parte de Africa (Hidalgo, 1991;
Schoonhoven y Voysest, 1991).

Es una herbacea anual con gran variabilidad en los caracteres vegetativos,
color y tamaiio de las flores, forma y color de las vainas y semillas, etc. En general,
todas tienen una raiz central bien desarrollada que crece rapidamente con raices
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laterales limitadas principalmente a la zona superior del suelo y que portan nédulos
esféricos. Los tallos son delgados, retorcidos, angulosos y nerviados; también pueden
ser trepadores que alcanzan dos o tres metros de altura y enanos de veinte a sesenta
centimetros. Las hojas son alternas, trifoliadas, a menudo algo peludas, con un peciolo
largo, estriado por la zona superior y con un notable pulvinulo en la base. Las foliolas
son ovaladas, enteras, acuminadas de cinco a ocho centimetros de ancho por diez a
quince de largo. Las flores nacen sobre racimos axilares de pocas flores; los pedicelos
son cortos; la corola puede ser blanca, amarillenta, rosa o violeta. La judia
normalmente se autofecunda, teniendo lugar la polinizacién en el momento de la
apertura de la flor. Las vainas generalmente son finas, rectas o ligeramente curvadas.
El color puede variar desde el amarillo hasta el verde oscuro, teniendo a veces
manchas rosa o purpura. El nimero de semillas puede oscilar entre una y doce;
muestran variacién importante en su color, tamafio y medida (Allen y Allen, 1991).

2.2. Variabilidad genotipica.

Los caracteres identificativos de los cultivares o variedades comerciales, de
acuerdo con el Reglamento de Produccion de Semillas, pueden ser morfoldgicos,
fisiologicos, quimicos y citoldgicos. Evidentemente la mejora de los sistemas de
identificacion pasa por el aumento de los conocimientos sobre la genética de caracteres
adecuados. Asi, en habas existen trabajos sobre la herencia del color de la flor, caracter
que parece exhibir una gran variabilidad, mostrando en algunos casos una regulacién
compleja (Moreno et al., 1984). De los caracteres métricos empleados, basados en las
medidas de caracteres con el uso de testigos, sera importante conocer su estabilidad,
homogeneidad y el grado de manifestaciéon dentro de unas condiciones (Martin y
Gutiérrez, 1983).

El desarrollo de la técnica de electroforesis en la década de los afios cincuenta
y su aplicacién al estudio de los caracteres identificativos de las distintas poblaciones,
permiti6 conocer la variabilidad que presentan. Mediante esta técnica se puede estudiar
una muestra aleatoria del genoma y no solamente los genes que provocan un dréstico
efecto genotipico o genes deletéreos (Lewontin, 1974). Los caracteres estudiados por
electroforesis muestran ademas relaciones sencillas entre genotipo y fenotipo, lo que
permite detectar claramente las diferencias genotipicas causadas por la sustitucién de
alelos de un locus sencillo, asi como distinguir las sustituciones alélicas que ocurren
en los distintos loci.
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Al analizar los niveles de variabilidad en plantas hay que tener en cuenta el
sistema reproductivo ya que, incluso en la misma especie, la autogamia origina menos
variabilidad genética que la alogamia (Shannon, 1982), la domesticacién, puesto que
la variabilidad de los cultivares es menor que la de las poblaciones silvestres (Loukas
etal., 1983) y la poliploidia, que ha sido poco estudiada.

En habas, Gates y Boulter (1979a) han encontrado que los patrones
electroforéticos de esterasas no especificas en semilla y polen, permiten identificar un
gran numero de lineas puras y sus hibridos. Estos patrones son bastante independientes
de las condiciones de crecimiento y del régimen de nitrégeno como fertilizante (Gates
y Boulter, 1979b).

Muchas enzimas en plantas tienen isoenzimas, puesto que la misma reaccién
estd presente en compartimentos celulares distintos. El nimero y la localizacion
subcelular parece estar altamente conservada en la evolucion del cultivo. Es por ello
que el estudio de isoenzimas puede probablemente contribuir a cuantificar la cantidad
y distribucion de la variacion genética de un cultivar (Doebley, 1990).

En un amplio estudio realizdo con 29 genotipos de Vicia faba, Caba et al.
(1993) describen una alta variabilidad en la respuesta de estos genotipos al nitrato del
medio en relacion a las enzimas de la asimilacion del amonio. También se ha descrito
esta variabilidad genotipica en la distribucion de la actividad nitrato reductasa en la
planta (Caba er al., 1994a; 1995) v en el crecimiento, nodulacién y acumulacién de
nitréogeno reducido (Caba et al., 1994b).

La biotecnologia puede ser aplicada a distintos programas de mejora en la
produccién de Vicia faba incluyendo la variacién en el contenido de aminoacidos de
las proteina de reserva, la resistencia a nuevas formas de hongos, insectos y virus
(Ramsay y Cubero, 1995). La adaptacién y/o tolerancia a la salinidad se puede
considerar otro factor importante a tener en cuenta en estos programas (Cordovilla et
al., 1995), sin embargo, un conocimiento profundo del metabolismo y fisiologia de los
genotipos se hace necesario.

3. El microsimbionte: Rhizobium.
La fijacién de nitrégeno no ha sido encontrada en eucariéticas, pero esta

ampliamente distribuida entre eubacterias y archeobacterias. La clasica catalogacion
de las bacterias fijadoras de nitrégeno (Postgate, 1987; Gallon y Chaplin, 1987) no
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refleja la verdadera evolucion genética de las bacterias, sin embargo de los ultimos
afios se dispone de datos moleculares y genéticos que han contribuido a reestructurar
esta clasificacion. Young (1992) ha elaborado un catdlogo de fijadores de nitrégeno
en el que se engloban cerca de un centenar de géneros en ocho categorias. Esta
recopilacion es consecuencia de estudios a nivel molecular por hibridacién,
catalogacion de oligonucledtidos y secuenciacion, siendo la clave del proceso la
biomolécula 16s de ARN ribosémico que es universal y conserva su funcién (Woesse,
1987).

3.1. Familia Rhizobiaceae.

El manual Bergey de Bacteriologia Sistematica (Krieg y Holt, 1986) establece
que la familia Rhizobiaceae tiene cinco géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Phyllobacterium y Agrobacterium.

El género Rhizobium incluye seis especies (Elkam, 1992):

a) Rhizobium leguminosarum cuyas funciones simbiodticas estan codificadas
en un plasmido v la misma cepa puede nodular tres leguminosas dependiendo de la
especificidad del plasmido. La especificidad por el huésped determina la biovariedad.
Hay tres grupos de huéspedes: a) Trifolium para la biovariedad trifolii b) Phaseolus
para la biovariedad phaseoli c) Pisum, Lathyrus, Vicia y Lens para la biovariedad
vicieae.

b) Rhizobium meliloti nodula a especies del género Melilotus, Medicago y
Trigonella.

¢) Rhizobium loti agrupa a microorganismos capaces de nodular un amplio
rango de hospedadores entre los que se encuentran Lofus, Cicer, Robinia
pseudoacacia, Mimosa, Lupinus, Onobrychis y Leucaena. Nour et al. (1994)
proponen que el Rhizobium que infecta a Cicer arietinum debe ser designado como
la nueva especie Rhizobium ciceri.

d) Rhizobium galegae (Lindstrém, 1989) que infecta a especies del género
Galega.

e) Rhizobium kuakuii (Chen et al., 1991) que infecta a especies del género
Astragalus una leguminosa forrajera de invierno que presenta una homologia distinta
de las descritas para otras especies de Rhizobium y Bradyrhizobium.
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Las dos ultimas especies del género Rhizobium estan relacionadas con el
Rhizobium leguminosarum biovar. phaseoli. Cuando esta bacteria se aisla de nédulos
procedentes de especies de Phaseolus de zonas de América Central o Sudamérica,
presenta dos grupos distintos, cepas de tipo I considerada actualmente nueva especie
Rhizobium etli (Segovia et al., 1989) y cepas de tipo Il denominada Rhizobium tropici
(Martinez et al., 1991) que infecta a Phaseolus vulgaris, Leucaena spp. y
Macroptilium spp. Rhizobium etli presenta una alta homologia con el DNA de
Rhizobium leguminosarum bv. viciae y bv. trifolii (Martinez-Romero, 1994).

Género Bradyrhizobium. Se consideran especies de crecimiento lento y
clasicamente se reconoce una unica especie Bradyrhizobium japonicum que nodula
a Glycine. Cuando se aislan de otras especies vegetales como Lupinus y otras
leguminosas tropicales se denominan Bradyrhizobium spp. Sin embargo, en base a la
homologia de ADN se le atribuyen a este género tres subgrupos (Schola er al., 1990)
habiendose descrito el Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall et al., 1992) que algunos
lo consideran otra especie de Rhizobium (Van Rhijn y Vanderleyden, 1995),
Bradyrhizobium liaoningense (Xu et al., 1995) y Bradyrhizobium tianshanense
(Chen et al., 1993) todas ellas como especies nuevas.

Género Sinorhizobium. Género propuesto para la antigua especie Rhizobium
Jredii que agrupa a bacterias de crecimiento rapido capaces de nodular a Glycine. Este
nuevo género incluye dos especies: Sinorhizobium fredii y Sinorhizobium
xingianensis (Chen et al., 1988).

Género Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) Incluye la especie Azorhizobium
caulinodans que forma nédulos fijadores en raiz y tallo de Sesbania rostrata.
Recientemente se han aislado bacterias de nédulos procedentes de tallos fotosintéticos
de distintas especies de Aeschynomene que pertenecen a este género (Eaglesham et al.,
1990), sin embargo aun cuando filogenéticamente estas bacterias se parecen mas a
Bradyrhizobium que a Azorhizobium (Young, 1992), en un estudio realizado por
Ladha y So (1994) proponen un nuevo género y especie Photorhizobium
thompsonianum. Estas bacterias producen bacterioclorofila a tanto fuera como dentro
de los nddulos, habiendose realizado estudios filogenéticos entre diversas cepas
formadoras de bacterioclorofila en nédulos caulinares (Wong er al., 1994)

Género Phyllobacterium forma ndédulos en hojas de especies de la familia
Mpyrsinaceae y Rubiaceae (Lambert et al., 1990). La fijacion de nitrégeno en estos
nddulos no esta confirmada.
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Género Agrobacterium origina la aparicion de tumores en plantas y reciente-
mente se ha demostrado la fijacion de nitrogeno en Agrobacterium tumefaciens
(Kanvinde y Sastry, 1990).

En la revision de van Rhijn y Vanderleyden (1995) se considera que existen
tres géneros: Rhizobium con 10 especies, Bradyrhizobium con 3-5 especies y
Azorhizobium con una.

Los estudios de homologia de ADN y analisis del ARN ribosémico (5S, 16S
y 23S) demuestran que Rhizobium y Bradyrhizobium no estan relacionados entre si,
en cambio entre Rhizobium y Agrobacterium se presenta una estrecha correlacion al
igual que sucede entre Bradyrhizobium y Rhodopseudomonas (Young, 1992). Los
datos de hibridacion del r-RNA indican que Azorhizobium esta mas relacionado con
Xantobacter y Agrobacterium que con Bradyrhizobium y Rhizobium (Dreyfus et al.,
1988).
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Tabla 1.1. Estado actual de la taxonomia de la familia Rhizobiaceae

Géneros descritos Especies descritas Referencias Planta huésped
Rhizobium R. leguminosarum Jordan (1982) Pisum, Vicia, Lens, Lathyrus (bv. viciae)
(Frank, 1889) Phaseolus (bv. phaseoli)
Trifolium (bv. trifolii)
R. meliloti Jordan (1982) Melilotus, Medicago, Trigonella
R. loti Jordan (1982) Lotus, Cicer, Robinia, Mimosa, Lupinus
R. galegae Lindstrom (1989) Galega
R. kuakuii Chen et al.(1991) Astragalus
R. etlii Segovia et al.(1989) Phaseolus
R. tropici Martinez et al.(1991) Phaseolus
R. ciceri Nour et al.(1994) Cicer
R. fredii Glycine
Bradyrhizobium B. japonicum Jordan (1982) Glycine, Vigna
(Jordan, 1982) B. elkanii Kuykendall ez al.(1992) Glycine
B. liaoningense Xu et al.(1995) Glycine
B. thianshanense Chen et al.(1993) Glyeyrrhiza, Sophora, Caragana, Glycine
B. sp. Cicer
Sinorhizobium S. fredii Chen et al.(1988) Glycine
S. xingianensis Chen et al.(1988)
Azorhizobium A. caulinodans Dreyfus et al.(1988) Sesbania
(Dreyfus et al., 1988)
Photorhizobium P. thompsonianum Ladhay So (1994)
Phyllobacterium Lambert et al.(1990) Mpyrsinaceae, Rubiaceae
Agrobacterium A. tumefaciens Kanvinde y Sastry (1990)
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4. Proceso de nodulacion.
4.1. El nodulo.

Las bacterias de la familia Rhizobiaceae infectan las células corticales de las
raices de leguminosas y dan lugar a la formacién de noédulos. El proceso de nodulacién
ha sido revisado recientemente (Hirsch, 1992; Brown y Walsh, 1994; Fischer, 1994;
Carlson et al., 1995; Cook, 1995; Mylova et al., 1995). Se puede resumir en tres
etapas: a) especificidad o estado de preinfeccion, b) infeccion y formacion del nédulo,
en la que se incluyen la unién de Rhizobium al pelo radical, la deformacién de este, la
iniciacién y la elongacion del cordon de infeccion y la liberacion de bacterias en el
interior de las células vegetales del cértex radical, c) efectividad o funcionamiento del
nédulo.

El desarrollo de los nédulos ha sido caracterizado por Vincent (1980) en una
serie de etapas secuenciadas e independientes. Se le han asignado cédigos fenotipicos,
que pueden estar influenciados por uno o mas genes (Appelbaum, 1990) y, poste-
riormente, ha sido revisado por Caetano-Anollés y Gresshoff (1991). Este proceso
involucra ademas de la etapa de preinfeccion, otros dos eventos independientes, la
infeccion (invasion) y el desarrollo del nodulo, en el que se incluye la division celular,
la diferenciacién y la funcionalidad. El proceso de infeccién incluye: La union al pelo
radical (Roa), la deformacion de estos (Hac), la iniciacién y elongacion del cordon de
infeccion (Inf) y la liberacion de bacterias en el interior de las células vegetales del
cortex radical (Bar).

La infeccion de las leguminosas por Rhizobium ocurre a través de tres vias
alternativas: A través del pelo radical, la més usual, a través de las heridas (Pueppke,
1986) y por las células epidérmicas, descrita por Faria ef al. (1988). La naturaleza
quimica y fisica de la pared celular del pelo radical es probablemente un factor critico
para determinar la via de infeccion (Sequeira, 1986).

Ademas, en la infeccién hay que considerar tres aspectos claves: 1) Produccion
de fitoalexinas y otros compuestos producidos por la planta. Phillips y Kapulnik (1995)
han identificado catorce flavonoides y dos betainas en exudados de raiz de alfalfa y han
examinado la capacidad de estos compuestos de inducir la transcripcion de genes
especificos de la nodulacién, ned. Coopers et al. (1995) demuestran que el Rhizobium
puede metabolizar a los flavonoides inductores de genes nod, produciendo tres grupos
de metabolitos que son activos en el didlogo molecular entre planta y bacteria. 2) Pro-
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duccion de polisacaridos extracelulares por Rhizobium. Al menos existen cuatro tipos
que son degradados por enzimas celuloliticas y pectoliticas (Martinez-Molina y
Olivares, 1982). Concretamente, las moléculas de lipo-chitin-oligosacéridos (LCO)
constan de una parte central que es un tetramero, pentamero o hexdmero de N-acetil-
glucosamina, un 4cido graso altamente insaturado e hidrofébico y un sustituyente en
el final reductor que puede variar desde un resto molecular simple, el acetilo a otros
mas complejos como el 2-O-fucosil metilo (Stacey et al., 1995; Spaink et al., 1995).
3) La produccién de proteinas no relacionadas con la biosintesis y secreciéon de
factores NOD, como la nod O descrita por Downie et al. (1995), con una funcién
aparentemente complementaria a la de los LCO y relacionada con la formacién de
canales y/o poros en membranas.

En consecuencia, con la liberacion de quimioatractantes por las plantas y con
las sefiales inducidas por los genes nod (Schultze et al., 1994; Debelle et al., 1995)
que actian como sefiales especificas producidas por Rhizobium, se induce el proceso
de infeccién y el crecimiento y el metabolismo de las células nodulares en la raiz
(Hirsch et al., 1995). Una o mas de estas sefiales moleculares es un mitégeno
especifico que probablemente actue influyendo en el balance hormonal endégeno
(Ligero et al., 1991; Hirsch y Fang, 1994).

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

Cada una de las etapas sucesivas de la formacién del nédulo esta marcada por
la expresion de los genes nodulares especificos de las plantas que codifican a proteinas
denominadas nodulinas. Los genes que se expresan antes de iniciarse la fijacién de
nitrégeno originan las nodulinas tempranas, mientras que los que se expresan al
mismo tiempo que la fijacion de nitrégeno se denominan nodulinas tardias. No hay
duda de que los factores nod inducen la expresion de nodulinas que se expresan en el
interior del cortex de la raiz y/o en el primordio nodular cuando se inicia la divisién
celular (Vign et al., 1993; 1995). En la actualidad numerosas revisiones analizan los
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cambios en la expresion de genes especificos de la raiz que se inducen con la
nodulacién producida por el Rhizobium (Franssen et al., 1995; Folch-Mallol er al.,

1996).

Se han descrito dos tipos de nodulos en las leguminosas, nédulos deter-
minados y nédulos indeterminados que difieren en su morfologia, en la estructura
y desarrollo del cordén de infeccion (Rae et al., 1992), en su funcionamiento, en la
presencia o no de meristemo apical y en el tipo de metabolitos nitrogenados que
exportan (Sprent ef al., 1989). Las leguminosas de zonas templadas como Pisum,
Vicia, Trifolium y Medicago desarrollan nédulos indeterminados, mientras que las
leguminosas de zonas tropicales, Glycine, Phaseolus, Vigna, etc. presentan nédulos
determinados.

Los nédulos indeterminados estan formados por un meristemo indeter-
minado situado en el 4pice. Son elongados, pleomorficos (Fig. 1.2), con tejido vascular
y endodermis abierta. Las etapas de desarrollo del nédulo estan separadas en el espacio
y no en el tiempo (Nap y Bisseling, 1990), coexistiendo a la vez divisién celular (zona
I), elongacion e incluso senescencia en cuatro zonas diferentes. La senescencia (zona
IV) se inicia en la zona opuesta al apice en la base del nédulo. El cordén de infeccion
es ancho. Se considera en este tipo de nodulos que las células infectadas pueden
constituir el 100% del espacio nodular. El nitrgeno asimilado se transporta en forma
de asparagina mayoritariamente.

Utilizando hibridacién in situ se ha demostrado que la transicion de una zona
a otra esta acompaiiada por la expresion de nodulinas especificas y también de genes
bacterianos que marcan los diferentes estados de desarrollo. La expresién de una
nodulina tardia, la leghemoglobina empieza en la zona de infeccion II y alcanza su
maximo en la zona de fijacion de nitrégeno III. En la transicion de la zona IT a la Il se
inducen los genes nif del Rhizobium en el bacteroide estableciendose la eficiente
fijacion de nitrégeno en los bacteroides en la zona III (Yang et al., 1994).

Los nédulos determinados se originan de un meristemo determinado, son
globosos, con canales vasculares fusionados en el apice formando un bucle que conec-
ta con el haz vascular en la base del nodulo. Esta disposicion de los haces vasculares
le permite un mayor flujo de agua procedente de la transpiracion, a través del nddulo.
Cuando cesa la actividad mitética del meristemo se inicia la elongacién celular. Por
tanto las etapas del desarrollo del nddulo estan separadas en el tiempo (Nap y
Bisseling, 1990). El cordén de infeccion es estrecho. La endodermis esta cerrada al
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Fig. 1.2. Nodulos radicales de plantas de Vicia faba cultivadas en campo.
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igual que el tejido vascular, xilema y floema. La senescencia se inicia en el centro del
nddulo.

Las células no infectadas del nédulo se encuentran entremezcladas con las
células que contienen bacteroides (células infectadas) y se denominan también células
intersticiales. Estas células han sido consideradas poco significativas en el proceso de
fijacion de nitrégeno. T4citamente se asumia que habian "escapado” de la infeccién y
simplemente servian de soporte en la funcion del nédulo. Sin embargo, por estudios
de ultraestructura y localizacién citoquimica, se ha demostrado que existe una
compartimentacion celular entre los dos tipos de células, de las secuencias metabélicas
que conlleva la biosintesis de ureidos, producto prioritario procedente del nitrégeno
asimilado (Lluch, 1991; Hansen et al., 1995, Aveline et al., 1995).

4.2, El simbiosoma.

El término simbiosoma, acufiado por Roth ef al. (1988) define a las organelas
endosimbiéticas en general. En la simbiosis Rhizobium-leguminosa vendria definido
por el bacteroide, el espacio peribacteroidal (EPB) y la membrana peribacteroidal
(MPB) como unidad funcional o unidad peribacteroidal (UPB). Sin embargo, Smith
y Smith (1990) han criticado esta terminologia.

En estado endosimbiético las bacterias se diferencian en bacteroides. Su forma
y tamafio pueden ser diferentes a la forma en vida libre como en el género Brady-
rhizobium, o irregulares y ramificadas como frecuentemente ocurre en las biovarie-
dades del género Rhizobium. E1 ADN contenido en los bacteroides por célula puede
ser de 4 a 8 veces el contenido en Rhizobium en estado de vida libre (Bisseling et al.,
1977). Esto es debido a la forma multicelular de los bacteroides que incrementan su
tamaiio sin division celular. En Bradyrhizobium japonicum se ha demostrado que el
contenido de ADN por unidad de volumen celular en ambas formas es el mismo (Paau
et al., 1979). El nimero de UPBs rodeadas por la misma MPB esta bajo control de la
planta huésped, habiendose descrito bacteroides simples formados por una sola
bacteria en noédulos de Lupinus y Medicago y con varias bacterias en nddulos de
Glycine y Phaseolus (Miller et al., 1988).
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4.2.1. Espacio peribacteroidal.

El espacio peribacteroidal no est4 aparentemente lleno pero contiene, cercano
al bacteroide, otros componentes distintos al citosol vegetal. La composicién bioqui-
mica en este compartimento implica una contaminacion cruzada del vegetal (citosol,
mitocondria, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, etc.) mientras que puede
excluirse la contaminacién por parte del periplasma y citoplasma bacteroidal (King et
al., 1986). Se han identificado los siguientes componentes: ¢-manidasas-II (Kinnback
y Werner, 1987), proteasas (Mc Parland et al., 1976), inhibidores de proteasas
(Garbers er al., 1988), aspartato aminotransferasa, a-glucosidasas y fosfatasas acidas
(Kinnback y Wemer, 1990) y trehalasas (Meller, 1968). El espacio puede ser
acidificado por dos tipos de transportadores: la ATP-asa bacterial que cataliza el
transporte de protones al EPB (Blumwald er al., 1985) y el transportador de
dicarboxilatos (Day et al., 1990). Ademas, si el bacteroide es fijador de nitrogeno
activo, el pH se puede modificar con la absorcion de malato/succinato y por la excre-
cién del amonio.

Sin embargo, de Felipe et al. (1995) utilizando la técnica de "High pressure
freezing", que logra la crioinmovilizacién de todos los componentes del tejido, en
ndédulos de Lupinus albus y de Phaseolus vulgaris demuestran la inexistencia del
espacio peribacteroidal, al estar la MPB v la membrana del bacteroide estrechamente
unidas. Estos estudios abren nuevas perspectivas en la consideracién del EPB,
pudiendo cuestionar aspectos anteriormente comentados.

4.2.2. Membrana peribacteroidal (MPB).

La membrana peribacteroidal es producida por la planta mediante el flujo de
vesiculas de membrana desde el aparato de Golgi y/o directamente del reticulo endo-
plasmico (Brewin et al., 1987). Sin embargo, se requieren al menos cuatro seflales del
microsimbionte para la sintesis de la MPB (Meller et al., 1989). En el proceso de dife-
renciacion coexisten la accidn de sefiales especificas de la planta huésped combinada
con factores microambientales como baja presion de oxigeno, altas concentraciones
de potasio y pH acido (Kannemberg y Brewin, 1989). Esta membrana es necesaria
para la efectividad de la simbiosis; en simbiosis poco efectivas esta ausente, desin-
tegrada o poco desarrollada (Arwas er al., 1985).

20



Introduccion

Algunas de las caracteristicas de la composicion de la MPB inducen a
considerarla como una verdadera estructura simbidtica. Asi, la relacion lipido/proteina
es 6/1 (Robertson et al., 1978b) lo que supone que los compuestos hidrofilicos
difunden mas lentamente. También se ha comprobado que hay cuarenta veces mas
MPB que plasmalema (Verma ef al., 1978) lo que indica el papel importante que tiene
en el transporte de metabolitos entre citoplasma y bacteroide. La composicion de
fosfolipidos y 4cidos grasos es semejante a la del reticulo endoplasmico (Meller et al.,
1985). La secuencia de polipéptidos no muestra ninguna homologia con otras
membranas celulares (Meller y Werner, 1986).

Se han aislado e identificado diversas proteinas que condicionan las funciones
especificas de la MPB, algunas de ellas propuestas como nodulinas. Concretamente,
en la MPB de nédulos de soja se han descrito tres nodulinas: la Ngm-24 localizada en
la membrana en direccion al espacio peribacteroidal, por lo que no participan en
funciones de transporte (Fischer y Hennecke, 1987); la Ngm-23 considerada como
miembro de una pequeifia familia de cinco genes (Jacobson et al., 1990) y la Ngm-26
proteina intrinseca de membrana relacionada con el transporte de pequeiias moléculas
a través de la MPB. Se considera que Ngm-26 es la mayor proteina fosforilada de la
MPBy el gen que la codifica ha sido descrito por Forlin ef al. (1987). La incubacion
con fosfatasa alcalina exdgena revierte la fosforilacion de esta proteina (Ou Yang et
al., 1991) e inhibe el transporte de malato. Ambos efectos se revierten con la adicion
de ATP. Estos resultados inducen a pensar que el transportador de dicarboxilatos que
funciona en la MPB podria estar regulado por un proceso de fosforilacién/defosforila-
cién proteica. Day y Udvardi (1992) identifican al transportador de dicarboxilatos con
laNgm-26 y Weaver et al. (1991) demuestran que la fosforilacion de esta proteina esta
mediada por el calcio e incluso se ha propuesto que esta proteina formaria, o actuaria
amodo de, un canal proteico (Miao y Verma, 1993) de tipo aniénico (Weaver ef al.,
1994).

Se ha detectado la presencia de H*-ATPasas del tipo plasmalema (Udvardi y
Day, 1989) y probablemente otra del tipo tonoplasto, en base a su inhibicion por el
nitrato aun cuando su comportamiento ante el vanadato lo cuestiona (Udvardi y Day,
1989). Day et al. (1990) determinan otras propiedades de la ATPasa, su pH 6ptimo es
6.5, K., = 80 um, no es inhibida significativamente por el molibdeno, oubaina, azida
y oligomicina y se estimula con el KCI. También se ha descrito una actividad
pirofosforilasa dependiente del magnesio. Recientemente Szafran y Haakeer (1995)
describen que la actividad ATPasa asociada a la MPB puede actuar como regulador
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de la actividad nitrogenasa.
4.2.3. Permeabilidad de 1a MPB.

El transporte de sacarosa, glucosa y fructosa a través de la MPB es lento,
pasivo, en favor de un gradiente de concentracion y con velocidades inadecuadas para
mantener la actividad nitrogenasa (Udvardi er al., 1990). La absorcién de azucares por
los bacteroides se inhibe por el malato y succinato. Ademas no constituyen fuente de
energia para los bacteroides puesto que estos carecen de invertasa alcalina (Reibach
y Streeter, 1981) y los niveles de las enzimas oxidativas de la glucolisis y de la via de
las pentosas fosfato son muy bajos (Copeland et al., 1989). Hay solo una excepcion en
Phaseolus vulgaris. Herrade et al., (1989) demostraron que la glucosa estimula la
actividad nitrogenasa en bacteroides aislados de judia. Otra excepcion es el caso de
Rhizobium tropici que manifiesta una activa absorcién de sacarosa (Romanov y
Martinez-Romero, 1994) y al comparar los perfiles enzimaticos de la glucolisis y el
ciclo de los 4cidos tricarboxilicos en bacteroides se sugiere la posibilidad de utilizar
dicarboxilatos o azucares en el nddulo (Romanov et al., 1994).

Principalmente malato, succinato y fumarato se absorben rapidamente por los
bacteroides, estimulan su respiracion y se emplean como substrato para llevar a cabo
en condiciones in vitro la fijacién de nitrogeno (Streeter, 1987). El malonato es
transportado lentamente a través de la membrana (Ou Yang et al., 1990) y no es un
substrato potencial. No obstante el malonato se acumula en concentraciones muy
elevadas en el citosol nodular, no es absorbido por los bacteroides (Streeter, 1987;
Rosendabhl er al., 1990) y su funcion es desconocida. Ademas, los simbiosomas de
Glycine max son mas selectivos y no transportan glutamato (Ou Yang et al., 1990).

La absorcion de los acidos dicarboxilicos al interior del bacteroide se lleva a
cabo por un doble sistema, uno pasivo a favor de la elevada concentracién de esos
metabolitos en el citosol nodular y otro activo mediante una proteina transportadora.
Se asume que existe un transporte de acidos dicarboxilicos al bacteroide mediado por
un influjo activo (Appleby, 1984; O'Brian y Maier, 1989). El sistema de transporte
activo para los acidos dicarboxilicos es constitutivo e idéntico para el malato, succinato
y fumarato (Glenn er al, 1984) ya que esta formado por una unica permeasa
codificada por el gen dctA (San Francisco y Jacobson, 1986).

Sin embargo, estudios genéticos recientes han demostrado la existencia de tres
genes (Jarding et al., 1994): El gen dctA es absolutamente necesario para la fijacion
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de nitrogeno (van Slooten et al., 1992) y predice la orientacién de la proteina DctA en
la MPB (Jarding y Puhler, 1993). La expresion del gen dctB es constitutiva y el
producto del gen tiene una actividad fuertemente autofosforilante (Giblin et al., 1995).
Por ultimo el gen dctD cuya proteina es controlada por la proteina DctB (Lee et al.,
1994).

La fuerza que dirige el funcionamiento del transportador de dicarboxilatos en
]a MPB es sin duda una bomba de protones dependiente del ATP segun se deduce de
los resultados descritos por Udvardi e al. (1991) y Ou Yang y Day (1992).

5. Metabolismo del nédulo.
5.1. Nitrogenasa.

Bergersen y Turner (1967) demostraron que la fijacién de nitrégeno tiene lugar
en los bacteroides. La capacidad de fijar nitrogeno se debe a la actividad de un
complejo enzimatico llamado nitrogenasa. La caracterizacion, propiedades y homo-
logia genética del enzima de las més de treinta especies diazotrofas en las que se ha
aislado son semejantes. El complejo enzimatico consta de dos componentes: el compo-
nente I, una molibdoferroproteina o nitrogenasa y el componente II, que es una ferro-
proteina denominada nitrogenasa reductasa. El centro activo del enzima es un cofactor
con hierro y molibdeno denominado FeMoco (Imperial ef al., 1988, Smith et al.,
1995). La actividad viene determinada por: la existencia de los dos componentes,
ATP-Mg™, donadores de electrones y un sistema de proteccion frente al oxigeno.
Normalmente como donadores de electrones para el enzima in vivo actian la
ferredoxina y flavodoxina (Gallon y Chaplin, 1987), que proporcionan los equivalentes
de reduccién necesarios para reducir al nitroégeno. El mecanismo de transferencia de
electrones ha sido descrito por Lowe ef al. (1995) mediante un proceso endergoénico
que requiere un minimo de energia de 960 kJ por mol de nitrégeno fijado. De ahi que
se requieran 16 moléculas de ATP hidrolizadas por los 8 electrones transportados a
través del complejo nitrogenasa (Pate y Layzell, 1990). La estructura y el funciona-
miento de la nitrogenasa ha sido revisada por Peters et al. (1995), Howard (1995) y
Smith et al. (1995) entre otros autores.

También se ha descrito la existencia de una nitrogenasa independiente de
molibdeno y dependiente de vanadio (Bishop et al., 1980; Robson et al., 1986)
denominada nitrogenasa-2, cuyo centro activo es el FeVaco. Asimismo se ha
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encontrado una nitrogenasa-3, dependiente de hierro como tinico metal en el centro
activo del enzima, FeFeco (Bishop, 1990; Wangh et al., 1995).

La capacidad de fijar nitrogeno esta regulada por la expresion de los genes
llamados nif. El estudio de estos genes se ha realizado fundamentalmente en Klebsiella
pneumoniae que ha servido como modelo para el estudio de los genes nif en el resto
de diazotrofos. En (Brady)rhizobium, ademas de los genes nif, se han caracterizado
otros genes necesarios para la fijacion simbiética de nitrégeno que no presentan
homologia con los genes nif. Tal es el caso de los genes integrados en el operon fix
ABCX (Earl et al.,1987), de los que se especula puedan constituir una cadena de
transporte electrénico para la nitrogenasa (Evans et al., 1988). En la mayoria de las
bacterias del género Rhizobium, los genes nif'y fix se localizan en plasmidos de
elevado peso molecular, llamados pSym, junto a otros muchos genes implicados en
el proceso de infeccion y nodulacion del correspondiente hospedador. No ocurre asi
en Bradyrhizobium, donde todos estos genes tienen localizacién cromosémica. Otros
aspectos de la genética del Rhizobium son recogidos por Michels y Vanderleyden
(1994), Hynes et al. (1995), Palacios et al. (1995), Soupena er al. (1995) y Sanjuan et
al. (1995).

5.2. Metabolismo del hidrégeno.

La nitrogenasa de todos los diazotrofos en los que se ha estudiado reduce
protones a hidrégeno, concomitantemente con la reduccion de nitrégeno a amonio.
Bulen y LeCompte (1966) describieron este hecho por primera vez en extractos de

zotobacter y demostraron que el proceso es dependiente del ATP. El mecanismo mas
aceptado para explicar esta produccion de hidrégeno fue propuesto inicialmente por
Chatt (1980) y revisado posteriormente por Thorneley y Lowe (1985). El modelo
predice una estequiometria de un mol de hidrégeno producido por mol de nitrégeno
fijado, lo que implica que el 25% de los electrones que pasan a través de la nitrogenasa
se desvian y en consecuencia es una fuente de ineficiencia de esta actividad (Schubert
y Evans, 1976; Dixon et al., 1981).

La presencia de un sistema con capacidad de oxidar el hidrégeno indepen-
diente de la nitrogenasa (fenotipo Hup), se ha demostrado en algunas cepas de Brady-
rhizobium spp. (Dadarwal et al., 1985), B. japonicum (Jim et al., 1981), R. meliloti
(Ruiz-Argiieso et al., 1979), R. leguminosarum biovar. vicieae (Truelsen y Wyndale,
1984), en R. astragalus (Sun et al., 1988), en Azorhizobium caulinodans (Stam et al.,

24



Introduccion

1984) y en Frankia spp. (Sellstedt, 1989).

Puesto que ambas enzimas, nitrogenasa e hidrogenasa, estan involucradas en
el metabolismo del hidrégeno en los nddulos radicales, el nivel de esta molécula en el
nédulo es dificil de evaluar cuantitativamente. Esto indujo a Schubert y Evans (1976)
a definir el término de eficiencia relativa, que relaciona el desprendimiento de H, con
el flujo de electrones a través de la nitrogenasa. El valor de la eficiencia relativa se
identifica con la eficiencia del sistema fijador de nitrogeno. El méaximo valores 1y
significa que no hay liberacion de hidrogeno. Para un sistema que carece de
hidrogenasa su méximo valor tedrico es 0.75, por tanto valores entre 0.75 y 1 indican
que alguna hidrogenasa esta presente aunque no lo suficientemente eficiente para
consumir todo el hidrégeno (Evans er al., 1981; Simpson y Burris, 1984).

A esta actividad se le atribuyen diversas funciones, todas ellas beneficiosas
para la fijacion de nitrogeno (Dixon, 1972). Por una parte, elimina el hidrégeno que
puede desactivar la nitrogenasa, ain cuando se cuestionan dos hechos: que la
concentracién de hidrogeno alcanzada sea lo suficientemente elevada y que existan
barreras en el medio que impidan su difusion. Sin embargo los datos encontrados de
K; del hidrogeno para inhibir la reduccion de nitrégeno (Rasche y Arp, 1989) asi como
las concentraciones de ambos gases en el interior del nédulo (Hunt ef al., 1988)
postulan esta funcion como correcta. Por otra parte, el potencial redox de la oxidacién
del hidrégeno es lo suficientemente bajo, -420 mv, como para que se pueda utilizar
como fuente adicional de poder reductor v energia para el sistema fijador de nitrégeno.
La oxidacion del hidrégeno acoplada a la formacién de ATP ha sido descrita por
Dixon (1968) v Nelson y Salminen (1982), entre otros. Por ultimo la eliminacion de
hidrégeno esta acoplada al consumo de oxigeno, con lo que se protege a la nitrogenasa
de este. De esta manera se favorece el mecanismo de "proteccion respiratoria”,
presente en bacterias fijadoras de nitrégeno en aerobiosis. Esta proteccién respiratoria
no ha sido demostrada en nddulos intactos (Serraj et al., 1992; Delgado et al., 1992).

La hidrogenasa ha sido aislada de numerosos microorganismos (O'Brian y
Maier, 1988) y purificada a homogeneidad de bacteroides (Arp, 1985) y de células
quimioautotréficas (Harker et al,, 1984). La enzima es una metaloproteina de
localizacién citoplasmica unida a membranas, con un peso molecular nativo de 100
kDay dos subunidades de 65 y 35 kDa. Contiene Ni y Fe en una relacién 1/10. Posee
dos centros 4Fe-4S, un centro 3Fe-4S en la subunidad pequefia y un centro con Ni en
la subunidad grande. El donador de electrones endogeno es desconocido, pudiendo
actuar el azul de metileno y el bencil violégeno como donadores exdgenos. Los
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inhibidores de la enzima son el CO (Arp y Burris, 1981), el acetileno (Hyman y Arp,
1987) y el oxigeno (Seefeldt y Arp, 1989). Como inactivadores actuan el oxigeno y la
cianida (Seefeldt y Arp, 1989).

Respecto al funcionamiento fisioldgico y genético de la nitrogenasa, se puede
indicar que esta enzima, por si misma, no es capaz de transferir los electrones del
hidrégeno al oxigeno directamente. Eisbrener y Evans (1983) proponen la cadena
transportadora de electrones en esta transferencia. Profundizando en esta posibilidad
se han realizado diversos estudios, como los de Emerich et al. (1979) y O'Brian y
Maier (1985).

Los 18 genes de la hidrogenasa se han designado como genes hup. En
Bradyrhizobium japonicum los genes hup no parecen estar asociados a un plasmido
(Cantrell er al., 1982), mientras que en R. leguminosarum estan localizados en el
plasmido sym (Palacios et al., 1988) de 15 kb organizadas en seis unidades
transcripcionales designadas como regiones hup, desde la I hasta la VI; todas ellas se
transcriben en la misma direccion (Ruiz-Argtieso et al., 1991; Rey et al., 1993). Los
genes estructurales de la hidrogenasa de B. japonicum estan localizados en un operén
simple (Sayavedra-Soto er al., 1988). Otros genes que involucran la incorporacién del
niquel al apoenzima (Rey ef al., 1994) y otras proteinas accesorias para la hidrogenasa
se encuentran en otro operon. Al comparar la secuencia de los genes que codifican la
hidrogenasa de distintos microorganismos se observa una gran homologia (Hidalgo e?
al., 1992). Sin embargo, al transferir el cosmido pHUS52 que contiene el genoma de la
hidrogenasa a cepas de R. meliloti v R. trifolii, solo se detecta una actividad hidroge-
nasa pequeila, indicando que el fenotipo Hup no se ha integrado establemente en el
cromosoma del huésped (Lambert er al., 1987). Estos resultados han sido cuestionados
y perfeccionados por Leyva ef al. (1990), por Ruiz-Argtieso er al. (1992) y Manso et
al. (1995).

5.3. Energia de la fijacién de nitrégeno.

La nitrogenasa reduce el nitrégeno atmosférico a amonio de acuerdo con la
siguiente ecuacion (Appleby, 1984):
N, + 16 ATP + 8¢ + 10H" - 2NH; + H, +16ADP + 16Pi (1)

Los requerimientos energéticos de esta reaccion, que ocurre en el bacteroide,
son suplidos por la planta hospedadora (Fig. 1.3). Ademas, la asimilacién de amonio,
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representada en la ecuacion (2), también consume ATP y equivalentes de reduccion.
Los nédulos, por tanto, requieren energia que es aportada por el fotosintato.

ONH,+3ATP+AOA+NADH+H" - L-asparagina+AMP+2ADP+2Pi+NAD"+PPi (2)

La relacion existente entre fotosintesis y fijacion de nitrégeno es un hecho
ampliamente asumido (Deroche, 1983). De hecho, la capacidad de fijar nitr6geno de
la asociacién simbiotica puede modificarse mediante aquellos factores que favorecen
o inhiben el proceso fotosintético. Asi, incrementando la intensidad de luz, el area
foliar o la concentracion de didxido de carbono alrededor de los apices (Emerich er al.,
1983) la fijacién de nitrogeno y el peso de los nédulos aumenta. Por otra parte,
disminuyendo la fotosintesis a través de la defoliacion, el sombreado o por la aplica-
cién de inhibidores (Bethlenfalvay ef al., 1979) se producen bajos niveles en la tasa de
reduccion de acetileno. Resultados andlogos encontraron Bedmar y Olivares (1980)
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utilizando inhibidores quimicos de la fotorrespiracion. El fotosintato se utiliza como
fuente de energia y esqueletos carbonados en: a) el crecimiento y mantenimiento del
nodulo; b) la obtencidn de energia en forma de ATP y poder reductor para la fijacion;
¢) la asimilacién del amonio y d) el posterior transporte de sus productos (Schubert,
1986).

Algunas investigaciones sugieren que los nédulos de las leguminosas necesitan
aproximadamente entre 5 y 18 gramos de carbohidratos por gramo de nitrégeno fijado
(Streeter, 1991; Vance y Heichel, 1991). En base a 12 g de carbono por g de nitrégeno
fijado Streeter (1991) ha calculado que aproximadamente 1.5 Tm de sacarosa/Ha
deben ser consumidas para mantener la fijacién de nitrogeno en el cultivo de soja,
considerando a la sacarosa el principal compuesto carbonado transportado por el
floema hasta los nodulos (Kouchi y Nakaji, 1985). Gordon (1993) determina que entre
el 40-50% del fotosintato diario se procesa en el nddulo y aproximadamente el 50%
de este se pierde como didxido de carbono respirado

La diversificacion del fotosintato entre los bacteroides, lugar de localizacién
exclusivo de la nitrogenasa, y el citosol vegetal estd condicionado por: a) la existencia
de una doble barrera, la membrana del bacteroide y la membrana peribacteroidal entre
estos y la planta huésped, b) por las diversas fuentes carbonadas existentes, su ruta de
transformacion y su variacion en el tiempo y ¢) por las diferentes cepas bacterianas
(Meller y Werner, 1990).

De todos los metabolitos disponibles en el bacteroide los acidos dicarboxilicos
se consideran los metabolitos carbonados que suministran la energia que necesita la
nitrogenasa. El uso de mutantes de Rhizobium de rapido crecimiento que carecen de
sistema transportador de dicarboxilatos (dct) produciendo nédulos inefectivos (fix’)
(Arwas et al., 1985; Humbeck y Werner, 1989), junto con la estimulacién de la
respiracion en bacteroides por compuestos carbonados (Tajima et al., 1986, Delgado
et al., 1993) y los experimentos llevados a cabo sobre la permeabilidad de la
membrana peribacteroidal con una absorcion de acidos dicarboxilicos 50 veces mas
activa que la de azucares (Salminen y Streeter, 1987) han demostrado la utilizacién
preferencial de los acidos dicarboxilicos, malato y succinato, por los bacteroides. Estos
acidos dicarboxilicos son oxidados por medio de las cadenas de transporte electrénico
de los bacteriodes que terminan en oxidasas de alta afinidad (Kahn ef al., 1995).

La fijacién de nitrégeno, como todo proceso sintético, impone una carga
energética a la planta (Vance y Heichel, 1991) lo que puede suponer una limitacién a
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la productividad de las leguminosas.
5.4. Metabolismo del carbono.
5.4.1. Contenido de metabolitos.

Experimentos realizados en noédulos de Phaseolus vulgaris por Antoniw y
Sprent (1978) con '“C demostraron que la sacarosa, procedente del fotosintato, es el
carbohidrato mayoritario en el citosol nodular. También esta presente glucosa, fructosa
y en menor proporcion maltosa, trehalosa y ciclitoles como mioinositol, chiroinositol,
D-pinitol y ononitol (Streeter, 1987a; Lafontaine e al., 1985).

En nédulos de Glycine max, Streeter (1985) ha determinado la concentracion
de carbohidratos, 4cidos organicos y aminoécidos. En el citosol del nddulo, la sacarosa
es el principal componente seguido del mioinositol, chiroinositol, pinitol, glucosa,
malato, aspartato y glutamato. En el bacteroide, el mioinositol es el mas abundante
seguido del chiroinositol, trehalosa, sacarosa, aspartato, glutamato, pinitol, arginina,
malato y glucosa.

También se han analizado nédulos de Lupinus spp. (Golvano et al., 1991), en
ellos los metabolitos carbonados se acumulan en el siguiente orden: malato, sacarosa,
glucosa, piruvato, fosfoenolpiruvato, oxalacetato y fructosa.

En nodulos de Medicago sativa los carbohidratos identificados fueron: sacaro-
sa, pinitol, glucosa y ononitol. La maltosa y trehalosa estan en escasa concentracion.
El citrato y malonato son los 4cidos organicos de mayor concentracién en sus bacte-
roides y junto con el malato y succinato constituyen el 85% de la reserva de acidos
organicos en nédulos. Entre los aminoacidos presentes en el citosol y bacteroides se
encuentran asparagina, glutamato, alanina, y-aminobutirico y prolina (Fougere et al.,
1991). Algunos nédulos de R. meliloti producen un compuesto nitrogenado denomina-
do rizopina (3-o-scillo-inosamina) de la que no se conoce su implicacién en la fijacién
de nitrégeno (Murphy et al., 1987).

En general, los nédulos contienen diversos 4cidos organicos, predominante-
mente fumarato, malato, succinato, 2-oxoglutarato, citrato, malonato, trans-aconitato
y benzoato (Streeter, 1987a; Rosendahl er al., 1990). Hay diferencias significativas en
la composicién de acidos organicos segun la leguminosa y segun la cepa bacteriana
(Streeter, 1987b; Lafontaine ef al., 1989).
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Se ha descrito que en bacteroides se acumulan cristales de poli-B-OH-butirato
(PHB) que pueden llegar a constituir el 50% del peso seco de las células infectadas de
los nédulos (Bergensen y Turner, 1992). Es posible que proporcione de forma
adicional y durante cortos periodos de tiempo poder reductor v esqueletos carbonados
para fijar nitr6geno y asimilar amonio (Bergensen et al., 1991). Los altos niveles de B-
OH-piruvato deshidrogenasa detectados en bacteroides de Rhizobium tropici
(Romanov et al., 1994) apoyan la doble funcion que se le asigna al PHB, actuar como
reserva del ciclo TCA y suministrar piruvato. Sin embargo, mutantes de Rhizobium
meliloti incapaces de sintetizar PHB tienen una nodulacion y fijacién de nitrégeno
normal (Povolo et al., 1994)

En bacteroides de alfalfa se han detectado granulos de almidén en amiloplastos
que abundan tanto en células infectadas como no infectadas (Vaughn et al., 1982). Hay
pocos estudios sobre el metabolismo del almidén en nédulo, sin embargo debe existir
una rapida metabolizacion del almidon pues se han descrito distintas actividades,
a-glucosidasa (Kinnback y Wemer, 1992) almidoén sintasa, o-amilasa y almidén
fosforilasa (Forrest et al., 1991) en nédulos de Glycine max.

La prolina también se considera una importante fuente de carbono para
bacteroides de Bradyrhizobium japonicum (Zhu et al., 1992). Sin embargo, el gen que
codifica la enzima clave de la sintesis de la prolina se localiza en el citosol de las
células infectadas (Szoke et al., 1992) lo que implica el transporte a los bacteroides de
los nodulos de soja (Udvardi er al., 1990) y de “cowpea”™ (Glenn et al., 1991) sin
haberse detectado transportador de prolina en la membrana del bacteroide ni en la
MPB. Por tanto, la posibilidad de que la prolina sea una fuente de carbono se discute,
pudiendo tener un significado importante en condiciones de estrés (Kohl et al., 1994).

La sintesis y acumulacion de altas concentraciones de acido y-aminobutirico
(GABA) en bacteroides de leguminosas (Vance y Heichel, 1991) e incluso formas
ligadas de GABA (Butler et al., 1958) han sido motivo de estudio puesto que es un
compuesto nitrogenado que no es incorporado facilmente a las proteinas. El glutamato
que se acumula como resultado de la actividad a-cetoglutarato deshidrogenasa puede
ser metabolizado via GABA (Kahn er al., 1985). Mc Dermott et al. (1989) sugieren
que la sintesis de GABA suministra una ruta alternativa de la sintesis del succinato
cuando la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa es inhibida. Concomitantemente con
la sintesis de GABA, a expensas de la a descarboxilacién del glutamato, es la
produccion de alanina mediante la alanina aminotransferasa (Vance y Heichel, 1991).
Otros autores implican al GABA en la regulacion del pH citoplasmatico en condiciones
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de microaerofilia provocada por la acidosis que condiciona el funcionamiento de la
PEPC (Hochachka y Sonero, 1984; Vance y Rustin, 1984).

5.4.2. Procesos oxidativos del nédulo.

El nédulo es un érgano complejo, con una regién interna o central y otra
externa o cortex que constituye el 35% del volumen nodular (Gordon, 1993). En el
cortex es donde se localiza la barrera de la difusion de oxigeno (Witty et al., 1986;
James, 1990) y también el sistema vascular donde se descarga la sacarosa al noédulo
via floema. En la region central es donde se localiza prioritariamente el metabolismo
carbonado y la sintesis de los productos nitrogenados exportados (Gordon, 1991).

Los estudios comparativos han demostrado que la fraccién vegetal de los
nodulos tienen mas capacidad de asimilar los carbohidratos que los bacteroides
(Kouchi et al., 1988; Copeland et al., 1989b). También se ha comprobado que los
disacaridos son utilizados por Rhizobium spp. pero no por Bradyrhizobium spp. puesto
que estos carecen de sistema de transporte v de disacaridasas (Glenn y Dilworth, 1981)
aun cuando ocasionalmente se han descrito informes distintos (Meyer y Pueppke,
1980). Generalmente las actividades enzimaticas relacionadas con la utilizacién de
carbohidratos son sustancialmente mayores en nodulos que en raices. En bacteroide
no se conoce ningiin mecanismo de hidrolisis de la sacarosa y la utilizacién de la
glucosa en los bacteroides esta probablemente limitada por la falta de actividad de los
enzimas oxidativos (Streeter, 1982; Saroso et al., 1986).

5.4.2.1. Metabolismo enzimatico de la sacarosa.

La sacarosa es un disacarido no reductor formado por la unién «(1-2)-p de -
D-glucopiranosa y B-D-fructofuranosa. El primer paso para la rotura de la sacarosa es
mediante el enlace glicosidico bien por una B-fructofuranosidasa (B-D-fructofura-
ndsido-fructohidrolasa) también llamada invertasa (EC 3.2.1.26) o por la sacaroesa
sintasa (UDP-glucosa:D-fructosa 2 a-D glicosiltransfersa, EC 2.4.1.13) (Kruger,
1990). Ambas enzimas, sacarosa sintasa e invertasa alcalina (Fig. 1.4) se localizan en
el citosol nodular (Robertson y Taylor, 1973), aunque también se ha detectado una
invertasa acida cuantitativamente poco importante en la rotura de la sacarosa
(Robertson y Taylor, 1973; Streeter, 1982).
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La sacarosa sintasa es muy abundante en los nédulos de soja constituyendo el
3-4% de la proteina total soluble de la fraccién vegetal del nédulo (Morell y Copeland,
1985).

La rotura por la invertasa es irreversible (AG=-29.3 kJ mol™) y genera glucosa
y fructosa (Copeland, 1990). Esta parece ser la principal enzima involucrada en
ndédulos inmaduros de soja y su actividad especifica se mantiene elevada durante el
desarrollo del nédulo, en contraste con la actividad especifica de la sacarosa sintasa
que es inapreciable en nédulos inmaduros e incrementa con la actividad nitrogenasa
(Morell y Copeland, 1984; Anthon y Emerich, 1990). Este aumento de la sacarosa
sintasa en el citosol nodular (Gordon er al, 1992) puede ser debido a la sintesis de una
forma del enzima especifica de los nodulos (Thummler y Verma, 1987).

sacarosa
it ss | A
FRU + UDPG GLU + FRU
FK| | ubPGP  HK} | Pk

F6P+—>G1P <—> G6P «—>F6P
|

} PFK l G6PDH

\j
F1,6DP 6PG
i RUTA PP lGPGDH
3PGA <~ RUSP
'
PEP
lPEPc _—
AOA —»—»—+ |SOCITRATO — aKG
| MDH |
MALATO AMINOACIDOS

Fig. 1.4. Esquema del metabolismo dc la sacarosa en el citosol de noédulos radicales de las
leguminosas.
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La sacarosa sintasa cataliza la transferencia de un residuo de glucosa al
uridindifosfato (UDP) formando UDP-glucosa y fructosa mediante una reaccion
reversible (Geigenberger y Stitt, 1993). La energia libre de la reaccion es -3,99 kJ
mol™. Se ha discutido el consenso existente del UDP como nucleésido difosfato
responsable de la hidrolisis de la sacarosa por la sacarosa sintasa. Pozueta-Romero er
al. (1991) informa de una sacarosa sintasa especifica del ADP. Sin embargo, Ross y
Davies (1992) encuentran que la velocidad maxima es cuatro veces mas alta con UDP
que con ADP.

Cardini et al. (1955) describen por primera vez la sacarosa sintasa. Es una
enzima citosolica (Keller ef al, 1988) y ha sido caracterizada en varias especies vegeta-
les y estudiada en numerosos 6rganos de plantas tales como raices (Hole y McKee,
1988; Koch ef al, 1992), tubérculos (Geingenberger y Stitt, 1993), cotiledones (Ross
y Davies, 1992), hojas (Gupta et al, 1991), frutos (Moriguchi y Yamaki, 1988; Wang
et al, 1994b), semillas (Heim et al, 1993) y nédulos radicales de soja (Morell y Cope-
land, 1985) y habas (Kuster ef al., 1993). En nddulos radicales esta enzima puede
relacionarse con cuatro funciones (Thummler y Verma, 1987):

a) Actia 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.

b) Los productos de la hidrélisis proporcionan sustratos carbonados que
participan en la sintesis de aminoacidos a expensas del amonio excretado por
los bacteroides.

¢) 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
nucledétidos.

d) Este mismo producto de la hidrdlisis puede ser convertido en ADP-glucosa
necesario para la sintesis del almidon que se almacena en los amiloplastos de
las células infectadas y no infectadas.

La sacarosa sintasa es un homotetramero con un peso molecular nativo en el
rango de 280 a 480 kD. Cuando hidroliza su dptimo de actividad se sita entre pH 6.0
y 8.5 a30-35°C. Cuando sintetiza el pH 6ptimo esta entre 8.5-9.5 a 35°C (Claussen,
1983). El valor de Km difiere segun la especie vegetal, encontrandose en un rango de
10 a 290 mM para la sacarosa y 0.05 a 0.6 para el UDP. La fructosa y la glucosa
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actuan como inhibidores no competitivos (Sebkova er al, 1995).

Algunos estudios han demostrado la existencia de multiples formas de sacarosa
sintasa (Gross y Pharr, 1988; Nguyen-Quoc et al, 1990; Buczynski et al, 1993). Asi,
han sido caracterizadas en endospermo de maiz dos isoenzimas (SS1 y SS2)
codificadas por dos genes con expresion diferencial (Chourey et al, 1986; Nguyen-
Quoc et al, 1995). En contraste solo un gen codifica esta enzima en algunas
dicotiledéneas como tomate (Wang ef al, 1993) judia (Arai et al, 1992), zanahoria
(Sebkova et al, 1995) y en cotiledones de haba (Heim et al, 1993).

En nddulos de soja, los mondémeros de esta enzima son idénticos a la nodulina
tardia Ngm-100 (Thummler y Verma, 1987). La abundancia de esta actividad enzima-
tica en nodulo es 70 y 20 veces mayor que en hojas y raiz respectivamente (Fuller y
Verma, 1984). También la sacarosa sintasa de nédulos de Vicia faba ha sido aislada
y secuenciada, identificandose con una nodulina que Kiister et al. (1993) proponen
designarla como VINOD93 (Nnf-93). El gen que codifica esta nodulina es fuertemente
expresado en nodulos, siendo 10 veces menor su expresion en raices, hipocotilos,
tallos y flores e inapreciable su expresion en hojas. Ademas no se transcribe en semillas
maduras de Vicia faba.

La invertasa alcalina ha sido parcialmente purificada de nédulos de soja
(Morell y Copeland, 1984). Tiene un pH 6ptimo de 7.6 y la K,, para la sacarosa es de
10 mM. La fructosa es un inhibidor competitivo de esta enzima y es muy sensible a los
metales pesados.

Ni la invertasa alcalina ni la sacarosa sintasa estan sujetas a un fino mecanismo
de control. Probablemente ambas actividades estan reguladas por la disponibilidad de
sacarosa en el citosol o simplemente en base a sus diferentes afinidades por el
substrato. El valor de K, para la sacarosa en nédulos de soja de la invertasa alcalina
y de la sacarosa sintasa son 10 y 30 mM respectivamente (Morell y Copeland, 1984).

Las actividades SS e IA pueden ser seriamente afectadas por las
concentraciones de hexosas “in vivo™. Esto implica que la glucosa puede tener un
papel regulador y, puesto que la IA es la iinica enzima productora de glucosa, puede
estar implicada en la regulacion de estas actividades enzimaticas. Igualmente
importantes son las actividades hexoquinasa y fructoquinasa, pues en conjuncién con
la SS y la IA determinan los niveles de hexosas libres (Gordon, 1995)

La actividad de la invertasa alcalina es mayor al principio del fotoperiodo y
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minima al principio de la oscuridad. Estos hechos hacen suponer que el transporte de
sacarosa al nédulo puede modular la actividad de la invertasa alcalina y la degradacién
de la sacarosa (Henson et al., 1984). Se ha descrito que la actividad invertasa de los
nédulos se desarrolla antes que la puesta en marcha de la fijacion de nitrégeno,
mientras que la sacarosa sintasa lo hace en las fases posteriores del desarrollo del
nbédulo (Emerich et al., 1988).

La glucosa y fructosa producida por la hidrdlisis de la sacarosa son fosforiladas
para formar las correspondientes hexosas-6-P por quinasas especificas (Copeland y
Turner, 1987) la hexoquinasa y fructoquinasa respectivamente. La fructoquinasa es
més abundante en el citosol, mientras que la hexoquinasa lo es en el bacteroide (Morell
y Copeland, 1984). La glucosa-1P es transformada en glucosa-6P y posteriormente en
fructosa-6P por accién de una fosfoglucomutasa y fosfohexosa isomerasa
respectivamente. Estos enzimas son muy activos en la fraccién vegetal de nédulos de
soja (Copeland et al., 1989b).

5.4.2.2. Metabolismo de la glucosa.

El primer paso en la incorporacion de la fructosa-6P en la via glucolitica es la
fosforilacion para formar fructosa-1,6 difosfato. Los tejidos vegetales tienen dos
enzimas capaces de catalizar este paso denominadas fosfofructoquinasa (PFK) y
fosfofructofosfotransferasa (PFP). La primera de ellas cataliza una reaccion irreversible
en el citoplasma y plastidios. La segunda es una enzima citoplasmica que utiliza
pirofosfato (PPi) en una reaccion reversible. Como metabolito regulador de la enzima
acttia la fructosa 2.6 difosfato que es un potente activador de esta, pero el significado
metabolico de esta enzima no esta clarificado (Stitt, 1990). En ndédulo de soja PFK
puede ser mas importante que PFP en la conversion de la fructosa-6P en fructosa 1,6
difosfato. El potencial catalitico de PFK en el citosol nodular es mayor que el de PFP
(Salminen y Streeter, 1987b). La actividad de la PFK citosélica es fuertemente inhibida
por concentraciones micromolares de fosfoenolpiruvato (PEP), 3-fosfoglicerato y
2-fosfoglicerato y mitigada por el Pi (Vella, 1990).

La conversion de fructosa 1,6 difosfato a fosfoenolpiruvato se realiza por la
ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) cuyos enzimas se localizan en el citosol
vegetal del nddulo (Kouchi et al., 1988).

El producto final de la via glucolitica, oxalacetato o pirtvico, viene
determinado por la actividad relativa de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) o
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piruvato quinasa. En nddulos de leguminosas la produccién de oxalacetato esta
probablemente favorecida. El potencial catalitico de la PEPC en la fraccion vegetal del
noédulo excede a la piruvato quinasa y es muy superior al de la raiz (Copeland et al.,
1989b). Ambos enzimas nodulares presentan valores de K., para el PEP comparables
(Vance y Stade, 1984) mientras que en otros tejidos vegetales la afinidad de la PEPC
por el PEP es usualmente un orden de magnitud menor que la piruvato quinasa
(O'Leary, 1982).

La via glucolitica tiene como punto final la formacion de acetil-CoA y su
oxidacién en la mitocondria a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Sin
embargo, el nimero de mitocondrias es muy escaso en comparaciéon con los
bacteroides en las células infectadas (Wemer y Krotzky, 1983) y aunque la relaciéon
ADP/O detectada es la usual para mitocondrias activas y aerobias (Rawsthorne y
LaRue, 1985), existen serias dudas de que la produccién de acidos orgénicos sea
suficiente para satisfacer los requerimientos de bacteroide (Day y Mannix, 1988).

5.4.2.3. Via de las pentosas fosfato (PPP).

La ruta de las pentosas fosfato se inicia con dos reacciones de oxidacién
catalizadas por la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) y la 6 fosfogluconato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.42). Ambas fueron descritas por primera vez por Ronson
y Primrose (1976) y posteriormente los demds enzimas de la ruta fueron establecidos
por Saroso et al., (1986) y Mc Kay er al., (1989).

La glucosa-6-P deshidrogenasa (G6PDH) ha sido purificada del citosol vegetal
en nodulos de soja (Hong y Copeland, 1991). Se detectan dos isoenzimas con una
regulacion que puede ser importante en el control de la via de las pentosas fosfato. La
6 fosfogluconato deshidrogenasa (GFPGDH) también ha sido caracterizada en el mismo
material simbiético (Hong y Copeland, 1992) detectando dos isoenzimas especificas
por el NADP". Presentan un maximo de actividad a pH 8.6 y 8.9 respectivamente. Son
muy labiles en ausencia de 2 mercaptoetanol, requieren para su estabilidad adicién de
glicerol y fosfato y 2 mercaptoetanol. El peso molecular del enzima nativo es de
110.000 daltons. La enzima tiene una afinidad similar por la forma reducida y oxidada
de piridin nucleétido, por tanto la relacion NADPH'/NADP" debe ser importante en
la regulacion enzimatica. Como NADPH' es un potente inhibidor de la G6PDH (Hong
y Copeland, 1991) es probable que exista un control coordinado en los dos primeros
pasos de la via de las pentosas fosfato.
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Se considera como ruta alternativa de la rotura de carbohidratos la via de las
pentosas-fosfato que funciona generando NADPH utilizado en reacciones biosintéticas
(Anthon y Emerich, 1990) y precursores biosintéticos como ribosa-5P y eritrosa-4P
(Copeland y Turner, 1987). El catabolismo de las pentosas lo relacionan otros autores
con la formacién de 4cidos aromaticos y metabolitos secundarios (Dilworth ef al.,
1986; Chen et al., 1989).

Utilizando nddulos de Lupinus se comprobd que esta via contribuye
escasamente a la oxidacion de la glucosa (Laing er al., 1979). Sin embargo, cuando
Hong y Copeland (1990) estudiaron la localizacion subcelular de las enzimas
relacionadas con la via de las PP en nddulos de Glycine max demostraron que estan
asociadas a los plastidios y a la fraccion soluble del nédulo y que la actividad
especifica de las enzimas implicadas incrementa con el desarrollo del nédulo. En un
estudio comparativo de la utilizacién de esta via oxidativa por leguminosas
transportadoras de ureidos y de aminas se comprob6 que la actividad especifica de las
enzimas de la via de las pentosas fosfato es mayor en ndédulos exportadores de ureidos
(Hong y Copeland, 1990).

Los Rhizobium en vida libre de crecimiento rapido como R. leguminosarum
poseen la ruta oxidativa de las pentosas-fosfato de la que carecen los de crecimiento
lento como Bradyrhizobium japonicum. La evidencia de la via de las pentosas-fosfato
se ha basado habitualmente en la presencia de la actividad 6-fosfogluconato
deshidrogenasa. Sin embargo, la presencia de la primera enzima de la via no es una
prueba inequivoca de que el ciclo completo esta presente. Mc Kay ef al.(1989) han
demostrado la existencia de todas las enzimas de esta ruta en R. leguminosarum
MNF300. Por el contrario, los bacteroides tienen limitada su capacidad de utilizar los
carbohidratos (Copeland e al., 1989). Excepcionalmente se han encontrado algunos
enzimas de la via de las PP en bacteroides de R. leguminosarum. Sin embargo, no se
han encontrado estas enzimas en bacteroides de Bradyrhizobium japonicum (Saroso
etal., 1984)

5.4.2.4. Produccion de acidos dicarboxilicos.
Las condiciones microaerdbicas (10 nM O,) existentes tanto en la célula
huésped como en el simbiosoma puede afectar a los ciclos oxidativos mitocondriales

y citoplasmicos. En respuesta a las condiciones de microaerofilia las plantas responden
aumentando la actividad de dos enzimas: fosfoenolpiruvato carboxilasa y malato
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deshidrogenasa. Ambas enzimas estan incrementadas en nédulos respecto a la raiz
entre 5 a 50 veces en Vicia faba y Glycine max (Lawrie y Wheeler, 1975; Waters et
al., 1985; Kouchi et al., 1988). La produccion de acidos organicos para los bacteroides
esta asegurada por la actividad conjunta de estas dos enzimas fundamentales del
metabolismo carbonado nodular.

A) Fosfoenolpiruvato carboxilasa

Se considera que esta enzima esta involucrada en distintos aspectos de la
fijacion de nitrégeno en nddulos de leguminosas, entre los que se incluyen: a) Sintesis
de acidos orgéanicos, malico y succinico, utilizados como sustrato respiratorio de los
bacteroides (Rosendahl ef al., 1990) para la actividad nitrogenasa. b) Suministro de
esqueletos carbonados para la asimilacion del amonio. El oxalacetato es basico para
formar aspartato y asparagina en nddulos productores de aminas (Christeller et al.,
1977). Se ha descrito que en nodulos de alfalfa esta via metabdlica suministra el 25%
del carbono necesario para la asimilacion del amonio (Vance er al., 1983). ¢) 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 nédulos (Deroche
y Carrayol, 1988). Se estima que el 32% del carbono respirado es reasimilado en los
nodulos por esta via (Rainbird et al., 1984). Esta reaccion anaplerética puede significar
una reduccién del coste energético de la fijacion de nitrégeno (Coker y Schubert,
1981).

Esta enzima, descubierta en vegetales (Bandursky y Greyner, 1953) y ausente
en sistemas animales, cataliza un proceso irreversible de carboxilaciéon de PEP para
producir acido oxalacético y fosforo inorganico, altamente exergonico, dependiente de
Mg™. Se localiza en el citoplasma celular v es muy abundante en el tejido nodular
(Maxwell et al., 1984).

El enzima ha sido parcialmente purificado de nédulos de judia (Deroche et al.,
1983) soja (Schuller ef al., 1990) altramuz (Marczewski, 1989; Christeller et al., 1977)
y alfalfa (Vance y Stade, 1984). El peso molecular nativo del enzima es de 440 kDa,
es un homotetramero y cada subunidad oscila entre 100 kDa (Schuller et al., 1990) y
120 kD (Hofner er al., 1989). Este activo tetrimero se disocia en mondémeros en
presencia de urea (Wedding et al., 1992). Numerosos investigadores han detectado la
existencia de formas oligoméricas de esta enzima (Jawali, 1990; Willeford et al.,

38



Introduccion

1990). La forma tetramera del enzima se demuestra que es la mas activa (Podesta et
al., 1990).

En nddulos de judia se han separado dos isoformas de PEPC (Deroche ef al.,
1983). Solo una forma del enzima ha sido purificada en nédulos de soja (Peterson y
Evans, 1979) y de alfalfa (Vance y Stade, 1984) aunque se ha detectado, en el revelado
de la cromatografia por SDS-PAGE cinco y dos bandas respectivamente. En nddulos
de altramuz se han separado dos formas PEPC-I y PEPC-II y otra forma de la enzima
en raiz PEPC-III. Del estudio comparativo de las propiedades cinéticas y bioquimicas
de la enzima se deduce que la PEPC-I esta estrechamente relacionada con la fijacion
de nitrégeno (Marczewski, 1989) pudiéndose considerar como una nodulina (Miller
etal., 1987).

Los estudios inmunolégicos han demostrado que los antisueros preparados de
PEPC de hojas de maiz reconocen a la PEPC de distintos nddulos de leguminosas. Sin
embargo el antisuero preparado de PEPC de nddulos de alfalfa reconoce a la PEPC de
plantas C, pero no de plantas C; (Miller et al., 1987). Por tanto hay una isoforma de
PEPC nodular que muestra homologia con una isoforma de PEPC de plantas C,. La
composiciéon de aminoacidos de la PEPC procedente de C, monocotiledoneas y
dicotiledéneas y de E. coli son semejantes (Fujikura y Sun, 1991).

Los inhibidores de esta enzima son aspartato, malato, glucosa, piruvato y
2-oxoglutarato (Marczewski, 1989). Como activadores actuan la glucosa-6-P y la
glicina (Andreo ef al., 1987). El pH influye en la inhibicién por el malato y aspartato.
Generalmente el pH intracelular estd en tomo a 7.0 y a pH 7.2 la enzima es
fuertemente inhibida por el malato y aspartato (Peterson y Evans, 1979). Esto puede
reflejar la influencia de estos compuestos en la regulacion de la actividad enzimatica
in vivo. Davies (1979) sugiere que las actividades combinadas del PEPC y MDH
pueden funcionar como un sistema para regular el pH intracelular. En nédulos de soja
el pH y la presencia de glicerol modifican el comportamiento de los tres grupos de
inhibidores de la enzima que Schuller et al., (1990) proponen. En el primer grupo
entrarian malato, aspartato, glucosa y oxoglutarato, en el segundo el citrato y en el
tercer grupo se incluiria 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato y fosforo inorgéanico (Pi). La
enzima puede ser inactivada reversiblemente por concentraciones micromolares de
tetranitrometano, lo que indica que los residuos de tirosina son esenciales para la
actividad (Maralihelli y Bhagwat, 1992). Previamente Christeller et al. (1977) habian
listado como inhibidores del enzima a glicerato, malato, fosfoglicerato, isocitrato,
aspartato y ATP. De la misma forma se comporta la enzima procedente de otros
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organos vegetales (Wedding et al., 1990).

El sitio activo de la enzima ha sido estudiado utilizando inhibidores competi-
tivos que exhiben alguna analogia con el substrato (O'Leary, 1982). De estos estudios
se deduce la importancia del grupo fosfato y carboxilo, la disposicion especial de los
enlaces C-O-P (Andreo et al. 1987) y la presencia de restos histidina, arginina, cisteina
y lisina, como esenciales para la actividad catalitica involucrados en la unién al
sustrato. La regulacion de la actividad catalitica esta acompaiiada por cambios en el
estado de agregacion de la enzima (Wu er al. 1990; Podesta et al. 1990).

El mecanismo de regulacién de la PEPC ha sido ampliamente estudiado en
plantas C, y CAM debido a su importancia fisiolégica. Concretamente en hojas de
maiz la fosforilacion de la PEPC mediante una proteina-quinasa enddgena (Budde y
Chollet, 1986) provoca una inactivacion parcial de la enzima, incrementa la
sensibilidad a su inhibicion alostérica por el malato y anula la actividad catalitica a
niveles subdptimos de PEP y pH (Jiao et al., 1991) aun cuando no afecta a la velocidad
méaxima de la enzima (Wuy Wedding, 1992). Este proceso de fosforilacién/defosfori-
lacién probablemente sea el responsable de los cambios de las propiedades enzimaticas
observadas en luz-oscuridad (Jiao y Chollet, 1989). Por tanto, en plantas C; esta
quinasa estaria activada reversiblemente por la luz y en plantas CAM por los ritmos
circadianos (Nimmo, 1993; Lepiniec er al., 1994). Concretamente Jiao y Chollet
(1990) identifican el residuo regulador especifico de la serina que se fosforila y que
induce los cambios en las propiedades cataliticas y reguladoras de la enzima
mencionados.

En contraste poco se conoce sobre la regulacion postranslacional en el enzima
de las C; aunque también esta sujeto a un control alostérico (Wang er al. 1994). Hay
trabajos realizados en hojas de tabaco (Wang v Chollet 1993) y con células estomaticas
de Vicia faba (Zhang et al. 1994) que sugieren cambios en su aparente estado de
fosforilacion, mediante una quinasa que ha sido parcialmente purificada y
caracterizada (Li y Chollet, 1994).

En nodulos escindidos de soja, se ha descrito una PEPC poco activa que se
induce por las condiciones de falta de fotosintato y se transforma en forma activa por
la incubacion con ATP. Esta conversion es revertida por la accion de una fosfatasa
alcalina (Winter y Schuller, 1995). Estos datos indican dos estados de fosforilacién
diferentes de la enzima. Chollet er al. (1995) suministran evidencias inequivocas que
la PEPC nodular de Glycine max esta sujeta in vivo a un ciclo regulador seril-
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fosforilacién/seril-desfosforilacion, como el ya establecido en isoformas fotosintéticas
en C,y CAM (Nimmo, 1993; Lepiniec et al., 1994). Estos estados de fosforilacion de
la enzima nodular son probablemente modulados por el suministro de fotosintato de
las hojas (Zhang et al., 1995b). Estos datos son significativos porque tienen
importantes implicaciones en la interaccion del metabolismo citosolico del carbono y
nitrégeno en nédulos, en virtud del suministro de esqueletos carbonados para la
asimilaciéon de nitrégeno en aminoacidos. Se ha demostrado que la PEPC esta
positivamente correlacionada con la actividad reductora de acetileno (ARA) (Vance
et al., 1985; Lang y Golvano, 1988). Sin embargo, Rosendhal y Jakobsen (1987) no
lo relacionan con la nitrogenasa sino con la acumulacion de nitrégeno total en la planta
huésped.

B) Malato deshidrogenasa

Tradicionalmente se ha considerado que la glucolisis finaliza con el piruvato
que es importado a la mitocondria, convertido en acetil-CoA que inicia el ciclo de
Krebs, en la condensacion con el oxalacetato. Sin embargo, en plantas Lance y Rustin
(1984) proponen que el malato puede constituir el producto final de la glucolisis por
varias razones:

a) las células vegetales tienen grandes vacuolas donde se almacena el malato.
b) LaPEPC es una enzima universal en el citosol celular.

¢) Elmalato puede ser oxidado por dos enzimas: MDH y la enzima malico (EM)
que actia como descarboxilasa oxidativa.

d) En mitocondrias vegetales el piruvato es dificilmente oxidado.

Se considera que el malato es un metabolito mayoritario en el metabolismo
vegetal y en el nédulo de leguminosas en particular (Vance y Herchel, 1991) y
representa un potencial de adaptacion en condiciones de microaerobiosis (Davies,
1980; LaRue et al., 1984). Se ha confirmado en los nddulos la presencia de tres formas
de malato deshidrogenasa: citosélica (Henson y Collins, 1984) bacteroidal y mito-
condrial (Glenn et al., 1984; Waters et al., 1985). La MDH mitocondrial funciona en
la direccion de la oxidacién de malato, sintesis de AOA y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Bowman y Ikuma, 1976). Esta MDH mitocondrial ha sido aislada y
purificada en distintas especies vegetales (Gietl ef al., 1990; Unger er al., 1989; Hayes
etal., 1991).
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La MDH citoplasmica reduce el AOA procedente de la fijacién de CO, por
la PEPC (Duke y Henson, 1985). Esta reaccion citoplasmica mantiene los requeri-
mientos de equivalentes de reduccion (piridin nucleétidos) con la gliceraldehido-3P
deshidrogenasa. En nédulos de soja, la enzima citopldsmica es muy sensible a su
inhibicién por el NADH (Copeland y Zammit, 1990). Cuando la concentracion de
malato es muy elevada (3-7 mM) se forma un complejo malato deshidrogenasa
/NADH-malato para evitar que la concentracion de AOA disminuya a un nivel que no
pueda ocurrir la sintesis de aspartato por una aminotransferasa (AAT) (Copeland et al.,
1989). Esta reaccion es mas importante en leguminosas transportadoras de aminas que
en las que transportan ureidos. Ambas enzimas, MDH y AAT son activas en la
fraccion vegetal de los nodulos (Egli ef al., 1989). También se ha indicado en el citosol
nodular la presencia de la EM-NADP" que reduce los niveles de malato del nédulo por
descarboxilacion a piruvato (Lawrie y Wheeler, 1975). La afinidad de esta enzima por
el piruvato es varias veces menor que por el malato. Junto a MDH y PEPC esta enzima
puede actuar controlando cambios de pH en los tejidos del nédulo.

El malico y el succinato son considerados substratos idoneos para suministrar
la energia a la nitrogenasa del bacteroide. La transformacién en acetil-CoA y AOA que
operan en el ciclo de Krebs se realiza mediante la EM y la MDH, ambas activas en
bacteroides (Driscoll e al., 1990; Delgado er al., 1993). La EM ha sido estudiada por
Emerich et al. (1988) habiéndose detectado dos EM que dependen del NAD" y otra
del NADP" (Quinnell er al., 1990). La EM-NAD" tiene una K,, muy alta para el
malato, su contribucion a la producciéon de ATP para la nitrogenasa debe ser
importante (Copeland er al., 1989a). La EM-NADP" es constitutiva y debe estar
implicada en el suministro de poder reductor a la nitrogenasa (Day y Copeland, 1990).

C) Isocitrato deshidrogenasa

La isocitrato deshidrogenasa (ICDH) cataliza la descarboxilacién oxidativa del
isocitrato en «-cetoglutarato, reaccion acoplada a la reduccién de un piridin
nucledtido; este a-cetoglutarato puede funcionar como metabolito de unién entre el
metabolismo del carbono y del nitrogeno (Chen et al., 1988). Se han descrito dos
enzimas con actividad ICDH, que muestran una gran especificidad en su aceptor de
electrones, NAD"-ICDH e NADP -ICDH con marcadas diferencias en su funcion
catalitica y en sus propiedades fisiologicas (Chen y Gadal, 1990).

Se han detectado ambas enzimas en procariotas y en diferentes comparti-
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mentos celulares de eucariotas. La enzima dependiente de NAD ( NAD"-ICDH, EC
1.1.1.41) se considera de localizacién exclusiva mitocondrial donde tiene una funcién
importante en el ciclo de Krebs. Sin embargo, NADP*-ICDH (EC 1.1.1.42) se localiza
en distintos compartimentos celulares como cloroplastos (Chen et al., 1989), citosol
(Illingworth y Tipton, 1970) mitocondria (Huh et al., 1993; Cornu et al., 1996) y
peroxisoma (Yamazaki y Tolbert, 1970).

La NADP*-ICDH ha sido estudiada en plantulas etioladas (Omran y Dennis,
1971) en hojas (Randall y Givan, 1981) en semillas maduras (Curry y Ting, 1976), en
la germinacién (Satoh, 1972; Nieri ef al., 1995), en noédulos de leguminosas (Henson
etal., 1986) y en extractos de bacteroides de Pisum sativum (Kurz y LaRue, 1977) y
Lupinus (Robertson y Taylor, 1973).

La NADP*-ICDH de Azotobacter vinelandii ha sido descrita como muy activa
(Barrera y Jurtshuk, 1970) e incluso su ausencia se relaciona con la incapacidad de
fijar nitrégeno (Kurz y LaRue, 1973). En Clamidomonas reinhardtii, han sido
descritas ambas formas de ICDH, dependiente del NAD" y del NADFP (Martinez-
Rivas y Vega, 1963).

En dicotiledoneas NADP*-ICDH se han descrito principalmente en especies
de las tribus Viciae y Trifoliae de la familia de las Fabaceas como Pisum sativum
(Chen et al., 1989) Cicer arietinum (Gupta y Singh, 1988) y Medicago sativa (Henson
et al. , 1986) entre otras especies.

El enzima requiere iones divalentes como Mn™ o Mg"™ (Udvardi et al., 1993);
es estable a pH 7-8. Sin embargo el 6ptimo para la reaccion directa e inversa resulté
ser 8.4 y 6.0 respectivamente (Omran y Dennis, 1971). Es inhibida por el 4cido
glioxilico y el acido oxalacético, asi como por los productos de reaccion, el
NADPH/NADH v el a-cetoglutarato. Gupta y Singh (1988) postulan que la actividad
del NADP*-ICDH estd controlada por el nivel intracelular de la relacion
NADPH/NADP". El citrato es un inhibidor competitivo de la actividad de esta enzima
(Henson et al., 1986). La inactivaciéon de la NADP*-ICDH por fosforilacién se piensa
que es debida a la disminucién de la unién al cofactor NADP" (Thorsness y Koshland,
1987).

La isocitrato deshidrogenasa dependiente del NADP" puede tener especial
importancia en nodulos de leguminosas transportadoras de aminas y amidas, ya que
pueden suministrar el substrato carbonado (.-cetoglutarato) necesario para asimilar
el amonio procedente de la fijacion de nitrogeno, mediante el ciclo de la glutamina
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sintetasa (GS/GOGAT-NADH) (Hanning y Heldt, 1993). Ademas, también se ha
sugerido otra funcion clave relacionada con el suministro de poder reductor en el
citosol, especialmente durante el funcionamiento del ciclo de las pentosas fosfato
(Omran y Dennis, 1971).

5.4.2.5.Vias fermentativas: Anaerobiosis.

El interior del nédulo es esencialmente microaerobio, condicionado por la
pequeila concentraciéon de oxigeno libre que es mantenida en el citoplasma por la
leghemoglobina (Appleby, 1984). En estas condiciones parte del piruvato generado en
la glucolisis no entra en el ciclo de Krebs, pudiendo ser metabolizado por la via
fermentativa (Duke y Henson, 1985) aunque es discutido que el proceso fermentativo
se estimule debido a la naturaleza microaerobica del nodulo (Smith, 1985). Cuando
las raices se someten a un estrés de oxigeno, determinadas actividades enzimaticas
como PEPC, malato deshidrogenasa (MDH) y alcohol deshidrogenasa (ADH) se
expresan con la misma intensidad, lo que indica que los tejidos nodulares se comportan
como raices o plantas tolerantes al encharcamiento (De Vries et al., 1980).

Las rutas fermentativas detectadas en los nodulos son: a) Produccion de
lactato, mediante la lactato deshidrogenasa (Lang y Golvano, 1988): b) Produccién de
acetaldehido y etanol mediante la piruvato descarboxilasa, cuya actividad se desarrolla
paralela a la actividad nitrogenasa localizada en el citosol nodular, la alcohol
deshidrogenasa detectada tanto en citosol como en bacteroide (Tajima y Larue, 1982,
Suganuma y Yamamoto, 1987), v la aldehido deshidrogenasa detectada también en
bacteroides. Grovers et al. (1986) estudiando la microaerobiosis en nédulos de Pisum
sativum concluyeron que la expresion de enzimas como la ADH no responden a
microaerobiosis reforzando la idea de que el O, del nédulo es bajo pero se mantiene
por encima del umbral de anaerobiosis. La ADH fue mas activa en nddulos inefectivos
segun un trabajo realizado por Anthon y Emerich (1990) en nédulos de Glycine max
con distintos grados de efectividad. Los nodulos inefectivos puesto que carecen de
leghemoglobina podrian ser menos anaeroébicos, lo que inducia a pensar que el oxigeno
es el responsable de este comportamiento. Sin embargo, se ha descrito que la ADH se
induce en tejidos en anaerobiosis (Waller et al., 1987), ademas la expresién de la
enzima se observa en raices privadas de oxigeno (Grovers er al., 1986) y se estimula
en condiciones de encharcamiento (Anthon y Emerich, 1990). Todo ello indica que
durante la nodulacion la enzima esta regulada por otro mecanismo distinto al de la
anaerobiosis.
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6. Interaccién del nitrégeno combinado con el proceso de fijacién de nitrégeno.

El nitrato es la forma predominante de nitrégeno combinado asimilable para
las plantas y en las leguminosas puede influir tanto en la fijacion de nitrégeno como en
la nodulacién. Desde el punto de vista energético la planta prefiere reducir el nitrato
que mantener la fijaciéon biolégica (O'Brian y Mayer, 1989) puesto que el coste
biolégico en términos energéticos y de requerimiento de carbono para la absorcioén y
asimilacién de nitrato es aproximadamente una tercera parte menor que el costo de la
fijacion de nitrégeno (Pate y Layzell, 1990). Dependiendo del érgano en que se
reduzca o se asimile el nitrato, se ha estimado que es 4-8 veces mas eficiente para una
planta asimilar nitrato que fijar nitrégeno atmosférico (Postgate, 1982). Ademas, la
asimilacion del nitrato se realiza en la raiz y/o en la parte aérea de la planta, mientras
que la fijacion de nitrégeno simbidtica requiere de 6rganos especializados (Bergensen,
1982).

6.1. Efecto del nitrato: concentracion.

La concentracion de nitrogeno combinado determina si su disponibilidad es
estimulante o perjudicial para la fijacion de nitrégeno. Asi, durante el desarrollo del
nodulo y antes de iniciarse el proceso de fijacién simbiotica, el nitrogeno puede llegar
a ser limitante en plantulas de leguminosas, que solo disponen del nitrégeno
procedente de los cotiledones (Sanchez-Guerrero Cantd, 1996) v del nitrégeno del
suelo. Si la cantidad de nitrégeno es muy restrictiva, las leguminosas experimentan,
después de agotarse las reservas de las semillas, un periodo de "hambre de nitrégeno"
(Pate y Layzell, 1990) que retarda su desarrollo y puede reducir la cosecha. Después
del inicio de la fijacion, los 6rganos simbidticos de las leguminosas son parcialmente
autosuficientes en nitrogeno, alcanzando una concentracion entre 6-8% de nitrégeno,
muy elevada si se compara con otros 6rganos de la planta como las raices que oscilan
entre 1.5-2%. Este alto costo del desarrollo del nédulo implica que ante un
agotamiento del nitrégeno, se reduce la acumulaciéon de biomasa, se afecta la
disponibilidad de carbono a los nodulos y se retrasa el desarrollo de los mismos
(Hansen, 1994). Por tanto, moderadas dosis de nitrégeno mineral al inicio del cultivo,
son beneficiosas para el crecimiento de la plantula y subsecuentemente para la fijacion
de nitrégeno (Goi et al.,1993).

En leguminosas grano también se requiere nitrégeno durante el llenado de la
vaina, debido al intenso transporte de nitrégeno desde los érganos vegetativos a los
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reproductores (Silva et al., 1993). Estudios realizados en soja demostraron que este
transporte es tan elevado que afecta al proceso fotosintético (Dunply y Hanway, 1976).
Este suministro de nitrogeno puede evitar la temprana senescencia de las hojas (Frith
y Dalling, 1986) sin inhibir la fijacién de nitrégeno (Afza et al, 1987).

Los informes de Raggio y Raggio (1962) ya indicaban que el nitrato inhibia la
fijacion bioldgica de nitrogeno a altas concentraciones (10 mM) y se estimulaba a
concentraciones de 1 mM o mads bajas. Esto contrasta con el articulo de Streeter
(1988) que indica que el proceso de infeccion no se afecta a bajas concentraciones de
nitroégeno combinado y se inhibe si se excede de S mM. Los estudios de Munns (1977)
apuntan concentraciones mas bajas que las anteriormente comentadas. El tema se
complica si se consideran diferentes formas de nitrégeno combinado. En general, el
nitrato afecta mas al proceso que el amonio (Atwell,1992) mientras que el efecto de
la urea fue escaso (Goi et al., 1993; Hansen et al., 1993).

También es interesante sefialar que la repuesta a una concentracion de nitrato
viene condicionada por el genotipo de la planta (Caba et al., 1991; Cherney y Duxbury,
1994), por la forma de aplicacion de nitrato (Tanacka ef al., 1985), por la etapa de
crecimiento en que se suministra el nitrato (Truchet y Dazzo, 1982), por el tiempo de
exposicion al nitrato, por la especie de leguminosa (Sagan et al., 1993), por estrés
ambiental como déficit hidrico (Sanchez Diaz, 19--) y salinidad (Cordovilla et al.
1996) entre otros factores. De hecho, 20 mM de nitrato inhibe la nodulacion en haba
y guisante (Diaz, 1989) y 16 mM en trébol (Dazzo y Brutt, 1978).

6.2. Procesos que se afectan con el nitrato.

El nitrato afecta a diferentes eventos del proceso simbidtico: a) reduce el
crecimiento de los pelos radicales necesario para la infeccién (Truchet y Dazzo, 1982)
b) disminuye la sintesis de lectinas necesarias para la union del Rhizobium a la
superficie radical (Sherwood et al., 1984) c) el desarrollo del nédulo (Harper, 1987)
d) inhibe la actividad nitrogenasa especifica (Waterer y Vessey, 1993) e) reduce la
produccién de flavonoides e isoflavonoides en la raiz y su subsecuente liberacion al
suelo (Wojtassek et al., 1992; Coronado et al., 1995) f) modifica la respuesta
quimiotactica de Rhizobium a la leguminosa (Dusha er al., 1989) g) afecta
directamente los genes nod en el Rhizobium que inducen la iniciacion del primordio
nodular (Verma, 1992) h) reduce el crecimiento del nédulo (Kage, 1995) i) disminuye
el suministro de energia a los bacteroides (Serraj ef al., 1992) j) afecta la funcionalidad
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del nédulo (Minchin et al., 1989: Walsh y Carroll, 1992) k) altera el balance de las
fitohormonas nodulares (Ligero ef al., 1995) 1) induce la senescencia en el nddulo
(Pladys ef al., 1988) m) degrada la leghemoglobina (Becana y Sprent, 1989) n)
promueve la formacién de radicales libres inductores de la senescencia (de Lorenzo
etal. , 1994) o) afecta al metabolismo del nitrato (Caba et al., 1995) y del amonio en
el nédulo (Cordovilla er al., 1996), entre otros efectos.

6.3. Mecanismos de inhibicion del nitrato.

La hipétesis més primitiva esta basada en la limitacion de fotoasimilados a los
nédulos como resultado de los requerimientos energéticos para la reduccion de nitratos
(Oghoghorie y Pate, 1971). Sin embargo, aunque la presencia de algunos carbohidratos
puede disminuir el efecto inhibitorio del nitrato (Stephen y Neyra, 1983), la
concentracién de fotoasimilados disminuve con el nivel de nitrato (Streeter, 1986).

Otra hipétesis relaciona la inhibicion de la nitrogenasa por los nitratos a través
de los productos finales y las enzimas involucradas en la asimilacién de amonio
procedente de la fijacién ya que ambos son semejantes a los que operan en tallos y
raices tras la asimilacién del nitrato (Shanmugam et al., 1978).

También es clasica la hipétesis que relaciona al nitrito, potencial inhibidor de
la nitrogenasa, como causa de la inhibicién de la fijacién de nitrégeno por el nitrato.
Ello implicaria que los nédulos deben captar y asimilar el nitrato. De hecho, la
actividad nitrato reductasa (NRA) ha sido detectada en el citosol de nddulos (Caba et
al., 1995) y en bacteroides de algunos sistemas simbioticos (Becana y Bedmar, 1990).
Sin embargo, mutantes de Rhizobium deficientes en NRA muestran inhibicién por el
substrato (Streeter, 1988). Hay estudios que indican que la acumulacién de nitritos en
el nodulo induce la inhibicion enzimatica v la senescencia nodular (Becana et al., 1985;
Wasif y Prioul, 1986) aunque todavia se discute si el nitrato del suelo penetra en el
nddulo (Sprent er al., 1987).

Como alternativa al modo de accién del nitrato se han propuesto otras dos
hipétesis, ambas relacionadas con la disminucién del suministro de oxigeno
respiratorio en el nédulo (Hunt y Layzell, 1993). La primera de ellas (Minchin ef al.,
1989) propone que el nitrato incrementa la resistencia a la difusién del oxigeno,
afectando la permeabilidad en el cortex nodular. La barrera a la difusion del oxigeno
ha sido identificada por Janetta er al. (1993) en nédulos de Glycine max y de Lorenzo
et al. (1993) en nédulos de Lupinus albus, aun cuando el mecanismo todavia esta en
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discusion (Denison y Harter, 1995; Ribet y Drevon, 1995). La otra hipotesis relaciona
al nitrato con la leghemoglobina, proteina soluble que conducen al oxigeno al bacte-
roide protegiendo a la nitrogenasa y permitiendo una eficiente fosforilacioén oxidativa
(Appleby, 1984). En soja, el nitrato induce la formacion de nitrosil-leghemoglobina
que inhibe a la leghemoglobina y disminuye la difusion del oxigeno (Kanayama et al.,
1990). Hunt y Layzell (1993) sugiere que el nitrito transformado en nitrosil-
leghemoglobina induce cambios en la afinidad de la leghemoglobina por el oxigeno,
o en la concentracion de leghemoglobina funcional, lo que conduciria a un cambio en
la permeabilidad nodular.

Es evidente que el nitrato, en contraste con el amonio, no afecta la expresion
de los genes nodABC. Por tanto el efecto del nitrato debe ser atribuido a un efecto de
la planta huésped. De hecho la obtencion de mutantes que son capaces de nodular en
presencia o ausencia de nitratos denominados nts o supernodulantes ha evidenciado
que la nodulacioén esta influenciada por un proceso interno de la planta denominado
autorregulacion y que las hiper o supernodulantes carecen de €l. La naturaleza del
autorregulador no se conoce pudiendo estar involucrado el fitocromo (Carrol y
Mathews, 1990) el nivel de flavonoides (Cho y Harper, 1991) algunas fitohormonas
como el acido abcisico (Phillips, 1971) las citoquininas (Sanchez-Diaz, 1996), las
giberelinas (Lluch et al. , 1983; Sicardi di Mallorca, 1994) o el etileno (Grobbelaar et
al. , 1971; Ligero et al., 1986). Ligero et al. (1987) en experimentos realizados con
aminoetoxivinil glicina (AVG), un potente inhibidor de la biosintesis del etileno, obser-
varon una relacién entre concentracion de nitrato en el medio y etileno liberado por
raices de alfalfa, sugiriéndose que la inhibicidn por el nitrato puede estar mediada por
esta fitohormona (Ligero et al., 1991).

Por ultimo se ha propuesto un mecanismo "feedback" que regula el creci-
miento y la actividad nodular por la concentracién de los compuestos nitrogenados
reducidos en el floema (Parsons et al., 1993). Si hay un nivel alto de compuestos nitro-
genados reducidos se piensa que los ndédulos inducirian un ajuste en el proceso de
fijacion (Oti-Boateng y Silsbury, 1993). Existen tres puntos potenciales de regulacion:
anivel de las hojas maduras, a nivel del tallo y del nédulo. Si esta hipétesis se consen-
sua entre los expertos tendra futuro aun cuando se necesitan evidencias experimentales
que la verifiquen.
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7. Nutricién inorganica en la simbiosis.

La absorcién de nutrientes en las leguminosas puede depender del genotipo de
la planta (Drossopoulos ef al. , 1994) de las practicas de cultivo empleadas y de los
cambios ambientales aéreos y terrestres (Pefiuelas y Matamala, 1993). En consecuen-
cia los tejidos vegetales acumulan peso seco y nutrientes minerales durante el creci-
miento vegetativo que posteriormente seran transportados a las semillas durante el
llenado de la vaina (Hanway y Weber, 1971). Las hojas reciben los iones procedentes
de la solucién nutritiva via corriente transpiratoria. Se asume que la entrada de iones
a las hojas est4 muy relacionada con el crecimiento y con la edad del cultivo, siendo
en la madurez y con el desarrollo de otros sumideros metabolicos cuando estos
drganos se transforman en exportadores (Murty y Ladhe, 1988).

Los nddulos radicales, como cualquier érgano vegetal, utilizan los nutrientes
inorganicos durante la fase de infeccion hasta el establecimiento de la fijacion de
nitrégeno. Muchos nutrientes estan involucrados en el metabolismo necesario para el
mantenimiento del nédulo, sin estar directamente relacionados con el proceso de
fijacion de nitrogeno (O'Hara er al. , 1988; Rosendahl er al. , 1991).

En el suelo o medio de cultivo se encuentran los nutrientes requeridos por la
planta y la bacteria. Para determinar si los nédulos disponen de los nutrientes
inorganicos adecuados para su desarrollo es necesario desarrollar criterios de respuesta
de la bacteria a la deficiencia de nutrientes. Tales criterios pueden ser indicadores de
exceso (sintesis de polifosfatos de reserva) o de limitacion (disminucion de enzimas
extra o intracelulares, sistemas de transporte, etc). Las medidas de tales parametros en
el ndédulo pueden ayudar a definir el estado nutricional del proceso simbiético.

El calcio es un nutriente cuya influencia en la nodulacién y la fijacién de
nitrogeno se lleva estudiando sistematicamente sesenta afios (Albrecht y Davis, 1929).
El calcio es esencial en el crecimiento y multiplicacion de Rhizobium (Vicent y
Humphrey, 1968), tiene un papel importante en la formacién del cordén de infeccién
(Sethi y Reporter, 1981) y favorece el ataque o union de la bacteria a la raiz (Caetano-
Anollés et al. , 1989) mediante una proteina con calcio de peso molecular bajo
denominada rhicadhesina localizada en la superficie celular (Smit e al. , 1989).
También regula el crecimiento de R. fiedii y su capacidad de nodular soja cv. Peking
(Balatti et al. , 1991).

El cobre es esencial como nutriente en ambos simbiontes. La funcion
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bioquimica directa del cobre en el nédulo simbiodtico no esta clara (O'Hara et al. ,
1988). Los nodulos con deficiencia de cobre contienen menos leghemoglobina y
numerosas actividades oxidasas (Seliga, 1993); también se afecta el nimero de
bacteroides (Cartwright y Hallsworth, 1970) y el acimulo de taninos (Gajendiran y
Mohaderan, 1990).

El molibdeno es requerido para la sintesis del cofactor FeMoCo de la
nitrogenasa. Generalmente se acumula unido a proteinas, estando este proceso inhibido
por el O, y el amonio (Pienkos y Brill, 1981) condiciones ambas que inhiben la
nitrogenasa. En nédulos radicales la absorcién de molibdeno solo se ha estudiado en
B. japonicum (Graham y Maier, 1987). La absorcion de molibdeno no se afecta por
los inhibidores respiratorios pero si por ionéforos (Maier y Graham, 1988) y el
transporte en forma anionica a través de la MPB depende del incremento de pH.

El niquel es un constituyente de la hidrogenasa (Evans er al. , 1987) y su
deficiencia en el cultivo reduce la actividad hidrogenasa (Klucas et al. , 1983). Parecen
existir dos sistemas de absorcion de Ni en el bacteroide: uno que transporta Ni o Mg
y otro especifico para el Ni asociado al gen hup (Eberz et al. , 1989). La absorcion del
niquel no se afecta por los inhibidores metaboélicos ni por los iondforos, por tanto
puede entrar en respuesta al gradiente de concentracion. El niquel actia a nivel del
"processing”" de la proteina estructural de la nitrogenasa (Brito et al. , 1994),
habiendose detectado un requerimiento de niquel para una dptima actividad
hidrogenasa en diversas simbiosis como R. /oti/*birdsfoot” y R. meliloti/alfalfa (Monza
etal., 1993).

El hierro es requerido por los bacteroides en una amplia variedad de proteinas
relacionadas con la fijacién de nitrégeno (nitrogenasa, hidrogenasa, leghemoglobina
y transportadores de electrones). Sin embargo soportan bien las deficiencias de hierro
(Tang et al., 1990). Los nédulos producen una gran variedad de quelatos férricos
(Guerinot, 1990) incluyendo el acido citrico (Bosch et al. , 1988), el acido antranilico
(Rioux et al., 1986), la rhizobactina (Schwyn y Neilands, 1987) v el catecol (Patel et
al., 1988) como sideroforos.

No se conoce el papel del zinc en la fijacién bioldgica de nitrégeno. Hernandez
et al. (1995) han comprobado que altos niveles de zinc reducen significativamente el
desarrollo de la parte aérea y el peso seco de los nédulos. También inhiben la actividad
nitrogenasa y reducen el contenido de glicoproteina.
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El boro resulta esencial en el desarrollo y funcionalidad del nédulos. La
deficiencia de boro afecta mas severamente a los nddulos en desarrollo que a los
noédulos maduros (Yamagshi y Yamamoto, 1994). Bonilla y Bolafios (1996) establecen
que el boro es esencial en: a) el ensamblaje de los principales componentes de la pared
celular y en la estabilidad de la misma; b) en las interacciones entre planta y Rhizobium
como moderador de sefiales de reconocimiento y ¢) juega un papel en el proceso de
diferenciacion del glucocalix de la membrana peribacteroidea.

Las leguminosas como grupo no presentan mayores requerimientos de fésforo
que las no leguminosas (Munns, 1977). Las leguminosas dependientes de la fijacién
de nitrégeno tampoco tienen mayores necesidades de fésforo que aquellas a las que se
les suministra ntrogeno mineral. Sin embargo, Israel (1977) presenta resultados
contrarios en plantas de soja con 97 dias. El fésforo aumenta la concentracién de
nitrégeno en parte aérea, lo que se puede atribuir al aumento de la actividad especifica
del nédulo (Jacobsen, 1985). La adicion de fosforo incrementa el peso seco de la
planta, asi como el numero y peso seco de nddulos.

Se ha establecido que el reciclaje de ciertos elementos nutricionales entre raiz
y tallo puede ser sustancial. En los elementos metabolizables este reciclaje ocurre a dos
niveles: absorcién y transporte de los elementos antes de su integracion en diferentes
macromoléculas (short-term) y cuando estd asociado con el metabolismo de estas
macromoléculas (long-term). Se dispone de informaciéon sobre el reciclaje del
nitrégeno (Pate, 1980; Touraine et al. , 1988; Pereira y Larsson, 1993) del fésforo
(Cakmak er al. , 1994; Fageria y Zimmermann, 1995) y potasio (Leschke et al. , 1985)
en distintas especies de leguminosas.

La informacién recibida del estado nutricional de las hojas en leguminosas,
puede ser 1til para entender el desarrollo del cultivo y el valor nutritivo del mismo
(Wilman er al. , 1994). Fleming (1973) refrenda el clasico concepto de la planta que
se desarrolla con una relativamente alta concentracion de iones minerales por peso
seco en el crecimiento vegetativo, seguido de un proceso de dilucion cuando el
incremento del peso seco supera la absorcion de nutrientes. Segin Whitehead (1966)
la concentracion de N y P varia marcadamente con el desarrollo del cultivo mientras
que K, Ca, Mg y Na generalmente se encuentran en concentracién menor en la
madurez que en el estado vegetativo. En el nédulo, Minchin er al., (1994) relaciona la
distribucién de nutrientes con la barrera de difusion del oxigeno en el cortex nodular.

Recientemente se estd potenciando la agricultura sostenible, un sistema
agricola que tiene en cuenta el potencial del suelo y el ambiente aprovechando los
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mecanismos a través de los cuales las plantas interaccionan con la rizosfera liberando
nutrientes que podrian no estar disponibles para la nutricion de la planta (Boyer, 1982).
En este sentido el nitrogeno es el nutriente principal que puede limitar el crecimiento
y la productividad del cultivo, el cual se requiere en todas las fases del desarrollo de
la planta. La alta demanda de fertilizantes nitrogenados y los procesos que afectan el
transporte y distribucion del nitrégeno en el suelo y el agua, tienen que ser
considerados en el estudio de sistemas agricolas alternativos (Fernandes y Rosiello,
1995). El papel de las leguminosas puede ser transcendental en el desarrollo de tales
cultivos.
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II. OBJETO.

La reduccién del nitrégeno atmosférico y su asimilaciéon en aminodacidos en los
nddulos radicales de las leguminosas, conduce a que estas plantas puedan ser
independientes de los fertilizantes nitrogenados. Muchos aspectos del proceso de
nodulacién y fijacién del nitrogeno estan regulados por la planta.

La contribucion de la planta huésped a la simbiosis debe entenderse asumiendo
que la nodulacién esta bajo control de la planta. Ademas, para la fijacién del nitrogeno,
la planta suministra acidos organicos y otros productos formados en el nédulo a
expensas del fotosintato o por la fijacién oscura del CO,, que son utilizados como
substratos por los bacteroides y esqueletos carbonados en la asimilacién del amonio
por la propia planta. incluso la planta puede modificar sustancialmente la expresién de
algunos caracteres de la bacteria como la actividad hidrogenasa, la produccién de
hidrégeno por la nitrogenasa v la reduccion del dinitrégeno.

La inhibicion de la fijacién de nitrégeno por efecto del nitrato del medio parece
estar relacionada con la nitrato reductasa nodular y da lugar a una serie de efectos
como la ralentizacion del metabolismo del bacteroide por falta de substratos (acidos
organicos), la diminucion del consumo de oxigeno por los bacteroides, la restriccion
ala difusién de oxigeno en el nédulo (controlada por la planta) y, en consecuencia, la
inhibicion de la nitrogenasa. La inhibicion de la nodulacion por el nitrato, sin embargo,
parece estar mediada por la planta a través de un proceso hormonal en el que el etileno
juega un papel primordial. :

El cultivo de las habas presenta interesantes perspectivas econémicas en
nuestro pais. La buena adaptacion, su potencial de crecimiento, la riqueza proteica de
sus semillas, los efectos beneficiosos sobre el cultivo siguiente. Sin embargo hay que
tener en cuenta que la simbiosis Rhizobium leguminosarum-Vicia faba L. no ha
recibido la atencion, por parte de los investigadores, que han recibido otras simbiosis,
quizas por la gran dificultad que presenta su manipulacién bajo condiciones
controladas. Esto explica que los estudios de Vicia faba L. tanto en simbiosis como no
asociada a Rhizobium, sean escasos. Se trata por tanto de una leguminosa poco
conocida, particularmente en lo que respecta a la simbiosis y metabolismo nodular en
general.

Nuestro equipo de investigacion, inicié hace algunos afios una linea de trabajo
con Vicia faba, leguminosa de gran rentabilidad agricola. Disponemos de una 30 lineas
puras y varios cultivares comerciales de esta especie. Algunos de ellos ha sido
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evaluados en cuanto a crecimiento, nodulacién, calidad proteica del grano, eficacia en
la fijacién de nitrégeno, metabolismo del nitrato y asimilacién del amonio. Aspectos
relacionados con el estrés salino han sido objeto de algunos trabajos en nuestro
laboratorio con esta especie y con otras leguminosas de interés agricola como
Phaseolus vulgaris y Cicer arietinum. Este trabajo tenia que ser completado con un
estudio en profundidad del metabolismo carbonado en el nédulo.

El estudio de actividades enzimaticas de la fraccion vegetal del nédulo
relacionadas con el metabolismo y degradacion de la sacarosa, principal producto de
la fotosintesis que se incorpora al nddulo, la via de las pentosas-fosfato, la fijacion
oscura de CO, y la produccién de acidos dicarboxilicos que se aportan al bacteroide
como substrato energético, asi como su relaciéon con la eficacia de la fijacién de
nitrégeno v su condicionamiento por el genotipo de ambos simbiontes o por la
presencia de nitrato en el medio, comparando Vicia faba con una especie de origen
tropical peor adaptada al nitrato del suelo como es Phaseolus vulgaris, es el ambicioso
objetivo de nuestro trabajo.

Para alcanzar este objetivo se propuso el siguiente plan de trabajo:

1. Estudio de la ontogenia del cultivo de Vicia faba llevando a cabo distintos muestreos
a lo largo del crecimiento del cultivo, para determinar la duracion de los diferentes
estados fenologicos de la planta v, en especial, de los nddulos (crecimiento vegetativo,
inicio de floracion, floracién, maduracion de los nddulos, senescencia, etc.). Se estudio,
ademas, la respuesta de algunos procesos metabdlicos durante estos periodos.

2. Influencia de la cepa de Rhizobium en simbiosis con Vicia faba sobre los procesos
metabolicos estudiados y su efecto sobre el crecimiento de la planta y eficacia en la
fijacion de nitrogeno.

3. Caracterizacién del metabolismo carbonado nodular en el germoplasma de Vicia
faba. Este estudio se ha realizado con doce lineas puras y un cultivar comercial,
contrastandose el comportamiento de estos genotipos en cuanto a procesos metabo-
licos del nédulo.

4. Estudio del efecto del nitrégeno en forma de nitrato aplicado al inicio del cultivo
(long term) y al final del crecimiento vegetativo (short term) sobre el metabolismo
nodular. Como estudio comparativo estos ensayos se realizaron con Vicia faba y
Phaseolus vulgaris, leguminosa de origen tropical con mayor dependencia del nitrato
del medio.
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5. Estudio de la fosfoenolpiruvato carboxilasa en la fraccion vegetal de los nédulos de
Vicia faba, purificacion y caracterizaciéon de la enzima, considerandose como una
contribucién mas en el conocimiento de las enzimas del nédulo de Vicia faba.
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MATERIAL Y METODOS
1. Material biolégico.
1.1. Material vegetal.

Las especies vegetales utilizadas en este trabajo han sido el haba ( Vicia faba
L.) y la judia (Phaseolus vulgaris L.). El haba es una leguminosa grano de interés
agricolay econémico, de gran implantacion en el area mediterranea. Prioritariamente
se ha utilizado el cultivar comercial Alborea, suministrado por Semillas Pacifico S.A.
(Sevilla), frecuentemente usado en Andalucia en alimentacién humana y animal por
su buena adaptacién y elevados rendimientos. Ademas, se han realizado experimentos
con varias lineas puras de Vicia faba L. (tabla 1) pertenecientes a una extensa
coleccién de germoplasma de esta especie, seleccionadas por cruzamiento y
autofecundacién por el Dr. D. Antonio Martin (Dpto. de Mejora Genética, ETSIA,
Universidad de Cérdoba).

Tabla I11.1. Denominacién y algunas caracteristicas de los genotipos de V. faba utilizados
en el presente trabajo.

Denominacién Floraciéon  Color Color Color Origen® Variedad
(dias) flor semilla hilo botdnica®
VF17 45 Negro Burdeos Blanco Cordoba 3-4

VF22 33 Blanco Marrén Marréon Coérdoba 2
VF31 25 Negro Hueso Negro  Egipto 1
VF44 53-54  Negro Negro Negro R.U. 2
VF50 47 Blanco Marrén Marrén Cérdoba 1
VF64 31 Negro Marrén Blanco Cordoba 2
VF72 34 Marrén Marrén Negro Cordoba 2
VF83 47 Blanco Hueso Negro Coérdoba 2
VF112 27 Blanco Hueso Negro Cordoba 2
VF125 26 Negro Marrén Negro Coérdoba 2
VF147 43-44  Negro Hueso Negro Coérdoba p
VF166 43-44  Negro Marrén Negro Cordoba 3
ALBOREA 40-41  Negro Hueso Negro Comercial 3

(a) Origen: Cérdoba, obtenidas en el Departamento de Mejora Genética de la ETSIA de la
Universidad de Cérdoba; R.U., Reino Unido.

(b) Variedad botéanica y tamafio de grano: major (1) > equina (2) > minor (3) >
paucijuga (4).

La judia es una leguminosa de origen tropical, de gran importancia econémica
por su amplia implantacién en alimentacién. Se ha utilizado el cultivar Contender,
suministrado por Semillas Bolivar (Granada)
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1.2. Microorganismos.

Las cepas silvestres de Rhizobium leguminosarum biovar. vicieae, utilizadas
en este trabajo (tabla 2) fueron aisladas de nodulos radicales de V. faba procedentes
de suelos de diversas localidades de la provincia de Granada. La seleccién de cepas se
realizd segun los ensayos de competitividad, infectividad y efectividad realizados por
Hervas (1991).

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

viciae utilizadas.

Cepa Procedencia Cepa Procedencia Cepa Procedencia
GRA19 Alhama GRLS Loja GRI7 Iznalloz
GRC17 Cubillas GRL16 Loja GRI24 Iznalloz
GRC20 Cubillas GRL19 Loja GRI32 Iznalloz
GRC37 Cubillas GRL22 Loja GRLM25 La Malaha

Para el experimento con Phaseolus vulgaris se utilizoé la cepa RCR3644 de
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Quinto et al., 1982).

2. Medios de cultivo
2.1. Solucién nutritiva para plantas

La solucion nutritiva para el cultivo de plantas ha sido descrita por Rigaud y
Puppo (1975), siendo su composicion la que se expone en la tabla I11.3.

2.2. Medio de cultivo para Rhizobium.

El medio de cultivo empleado para la conservacion y multiplicacion
(preparacion del indculo) del microorganismo fue el medio solido Allen 79 (Allen,
1957). Su composicion se expone en la tabla I11.4.
os medios de cultivo bacteriano fueron distribuidos en tubos inclinados en pico de
flauta. En ellos se conservaron las cepas de uso rutinario manteniéndose a 4°C y
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resembrandose cada 2 6 3 meses. Para evitar la pérdida de caracteres genéticos por
sucesivas resiembras, los cultivos liquidos microbianos en fase logaritmica de
crecimiento, se guardaron a -20°C adicionados de glicerol al 50% (v/v).

Tabla II1.3. Composicion de la solucién nutritiva utilizada para el cultivo de
las plantas (Rigaud y Puppo, 1975).

Macronutrientes Micronutrientes

KH,PO, 0.200 g Na,MoO,2H,0 0.004 g
MgSO,-7H,0 0.200 g MnSO,-2H,0 0.002 g
KCl1 0.200 g CuSO,-5H,0 0.002 g
CaS0O,-2H.0 0.120 g ZnSO,7H,0 0.003 g
Na,FeEDTA (Secuestrene) 0.025 g H,BO, 0.018 g

CoCl,-4H,0 0.12 mg

Agua 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0£0.1 con KOH vy se esteriliza en autoclave a 117°C
durante 30 min.

Tabla II1.4. Composicion del medio de cultivo Allen 79 (Allen, 1957).

K,HPO, 06g
MgSO,:7H,0 ) 02¢g
CaCO, 10g
CaCl,-2H.O 02¢g
NaCl 02g
Manitol 76¢
Glucosa 24¢
Extracto de levadura 05g
Agar 15 g
Agua destilada 1000 ml

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

3. Cultivo de plantas.

El cultivo de las plantas se ha llevado a cabo mediante cultivo hidropénico en
jarras Leonard (Leonard, 1943) de 1.5 | de capacidad, con vermiculita como sustrato
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inerte, que permite un adecuado desarrollo radical gracias a su porosidad. Las jarras
Leonard constan de 2 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 solucién por capilaridad, manteniéndose de esta forma el grado de
humedad del sustrato. Se esterilizan en autoclave a 117°C durante 1 hy 30 min.

3.1. Esterilizacién y germinacién de las semillas.

Las semillas de leguminosas se esterilizaron en superficie con etanol (96%)
durante 2 min y medio, lavando después con abundante agua destilada estéril al objeto
de eliminar los restos de etanol. Tras la esterilizacion se dejaron en imbibicién durante
3 6 4 h. Transcurrido este tiempo, se colocaron en semilleros de vermiculita estéril y
convenientemente humedecida. La esterilizacién de semillas y la preparacion de los
semilleros se llevd a cabo en camara de flujo laminar (Micro H Telstar) para prevenir
contaminaciones. Los semilleros se cubrieron con bolsas de polietileno para evitar la
pérdida de humedad y se mantuvieron en oscuridad durante 72 h a 26°C en estufa de
germinacion.

3.2. Preparacion del inéculo

El indculo se prepar6 a partir de cultivos frescos (72 h) en medio solido a los
que se adicion6 solucion nutritiva estéril para conseguir, por agitacion mecanica, una
suspension bacteriana de = 10° células'ml™.

3.3. Siembra e inoculacion

En cada jarra Leonard estéril se siembran, en condiciones axénicas, dos
semillas pregerminadas (1-3 cm de radicula) aplicandose a cada una 1 ml de indculo.
Una vez inoculadas se cubren con vermiculita y sobre la superficie de la vermiculita
se coloca una capa de perlita estéril, que disminuye el riesgo de contaminacion
evitando a la vez las pérdidas de agua por evaporacién (Caba, 1991). Antes de
trasladar las jarras Leonard a la camara de cultivo se revisten con papel a fin de
mantener la raiz en oscuridad.
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3.4. Condiciones de la cimara de cultivo

En todos los experimentos realizados las plantas fueron cultivadas en una
camara Conviron GB4S con las siguientes condiciones ambientales:

Fotoperiodo: 16h luz/ 8h oscuridad

- Temperatura: 23+1°C dia/ 17+1°C noche

- Humedad relativa: 55% dia/ 75% noche
Intensidad luminosa: 450 pmol'm™s™ (400-700 nm) en la superficie de las
macetas, suministrada por fluorescentes Sylvania Cool-White (F72T12-CW-
VHO) y lamparas incandescentes de 40 watios (30% del total de watios).

Las jarras Leonard se distribuyeron sobre la mesa de cultivo completamente
al azar, cambiandose de forma periddica de lugar. Cada siete dias al principio y cada
tres a partir de la tercera semana, se cambio el recipiente inferior de la jarra Leonard
por otro con solucion nutritiva fresca y estéril.

4. Experimentos realizados.

El presente estudio sobre el metabolismo carbonado en nédulos de V. faba ha
sido estructurado en cinco fases o tipos de experimentos:

1) Caracterizacién general del metabolismo carbonado y eficiencia de la
fijacion del nitrégeno en nédulos de Vicia faba a lo largo de la ontogenia
del cultivo.

2) Estudio del efecto de la cepa de Rhizobium utilizada como microsimbionte
en la utilizacién del carbono por el nédulo.

3) Comportamiento de diferentes lineas puras de V. faba.

4) Efecto de la concentracion de nitrato en la solucion nutritiva.

5) Purificacién y caracterizacion de la PEPC de la fraccion vegetal de los
nodulos de Vicia faba.

En los cuatro primeros experimentos se determinaron los siguientes
parametros:

a) Crecimiento y nodulacion:
Peso seco y fresco de nddulos, raiz y parte aérea, relacién de peso seco de
raiz/parte aérea y peso normalizado de nédulos

65



Metabolismo carbonado en nédulos

b) Actividades enzimaticas del metabolismo nitrogenado en nédulos:
Nitrogenasa:
1. Actividad reductora de acetileno
2. Produccion de hidrégeno en aire
3. Eficiencia relativa

c) Actividades enzimaticas del metabolismo carbonado en nédulos:
Fosfoenolpiruvato carboxilasa
Glucosa-6P deshidrogenasa
6-fosfogluconato deshidrogenasa
Malato deshidrogenasa
Isocitrato deshidrogenasa
Sacarosa sintasa
Invertasa alcalina

d) Determinaciones analiticas:
Proteina soluble en ndédulos
Nitrégeno reducido en el material vegetal
Contenido en K, Na, Cay Mg en raiz y parte aérea

4.1. Caracterizacién general del metabolismo carbonado y eficiencia de la
fijacion del nitrégeno en nédulos de Vicia faba a lo largo de la ontogenia del
cultivo.

Se utilizé el cultivar comercial Alborea de V. faba inoculado con la cepa
GRA19 de R leguminosarum biovar. viciae. Las plantas crecieron en jarras Leonard
con solucién nutritiva adicionada de 2 mM de KNO,, concentracion descrita como no
inhibidora de la nodulacion (Streeter, 1982). Se realizaron recogidas cada 2 a 4 dias
entre los 14 y 52 dias de cultivo, con un total de trece muestreos. En cada recogida se
utilizaron 3 jarras (6 plantas). El experimento se realizé dos veces, determinandose los
parametros indicados en el apartado 4, salvo el contenido en K, Na, Ca y Mg que no
se determind en este experimento.

4.2. Efecto de la cepa de Rhizobium utilizada para la inoculacién.

Con objeto de estudiar el efecto de la cepa de Rhizobium sobre la eficiencia
de la simbiosis en cuanto a la fijacion de nitrégeno, el crecimiento y las actividades
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enzimaticas del metabolismo carbonado en los nédulos, en este experimento se
utilizaron diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum biovar. vicieae (Tabla 2). Se
prepararon ocho plantas (4 jarras) del cultivar comercial Alborea de V. faba inoculadas
con cada una de las cepas de Rhizobium. La solucién nutritiva, al igual que en el
experimento anterior, se adicion6 de 2 mM KNO,. Las plantas se recogieron al final
del periodo de crecimiento cuando aparecen los primeros botones florales, lo que en
este cultivar ocurrié el dia 32 del cultivo. El experimento se repitié al menos una vez
para cada una de las cepas, determinandose los parametros expuestos en el apartado 4.

4.3. Efecto del genotipo de la planta sobre el crecimiento, fijacién de nitrégeno
y actividades enziméticas del metabolismo carbonado.

Este experimento permitié estudiar la influencia del genotipo de la planta
huésped sobre la eficiencia simbi6tica, para lo cual en este estudio se emplearon los
genotipos de Vicia faba expuestos en el apartado 1.1. (Tabla 1) de esta memoria. Se
utilizaron ocho semillas (4 jarras) de cada genotipo, inoculandose con la cepa GRA19
de Rhizobium leguminosarum. La solucion nutritiva se adicioné de 2 mM KNO;. Las
plantas se recogieron al final del periodo vegetativo marcado por la aparicion de los
botones florales, siendo la duracién de dicho periodo distinta para cada genotipo. El
experimento se repitié al menos una vez para cada genotipo y se determinaron los
parametros relacionados en el apartado 4.

4.4. Influencia del nitrato y su interaccién con la fijacion de nitrégeno.

En este experimento se abord el estudio del efecto de una concentracion alta
de nitrato (8 mM) sobre el crecimiento y desarrollo del cultivo, fijacién de nitrégeno
y metabolismo carbonado de los nodulos.

Utilizamos Vicia faba cv. Alborea, inoculado con la cepa GRA19 de
Rhizobium leguminosarum bv. vicieae y Phaseolus vulgaris var. Contender inoculado
con la cepa RCR3644 de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli a fin de comparar
el efecto del nitrato sobre dos especies de leguminosas con distinto grado de tolerancia
al nitrato.

La aplicacién del nitrato determiné dos tipos de experimentos distintos: a)
cuando el nitrato se adiciona al inicio del cultivo b) cuando el nitrato se adiciona una
semana antes del inicio del periodo reproductor, cuando la simbiosis esta establecida.
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Para ello se efectuaron dos tratamientos: 8 mM de nitrato desde la siembra
(tratamiento A) y 2 mM desde la siembra suplementando hasta 8 mM de nitrato una
semana antes de la aparicion de los botones florales (tratamiento B). Como control
se utilizaron plantas a las que se suministré6 2 mM de nitrato durante todo el periodo
de cultivo. A las plantas sometidas al tratamiento B se les suministr6 8 mM de nitrato
una semana antes de la floracion que en habas fue el dia 25, realizandose las recogidas
el dia 25, 26, 29, 32 y 39 de cultivo, y en judias fue el dia 19, efectuandose los
muestreos el dia 19, 20, 24, 28 y 34 de cultivo.

5. Metodologia empleada.
5.1. Analisis del crecimiento.

En el momento de la recogida se procedid a sacar las plantas de las jarras
Leonard y a lavar las raices abundantemente con agua para eliminar los restos de
vermiculita. Posteriormente, se lavaron con agua destilada, secando el exceso con
papel de filtro. Tras la toma de muestras para la determinacién de las actividades de
la nitrogenasa (apartado 5.2) los nodulos de cada planta se aislaron, registrandose
inmediatamente su peso fresco. A continuacion, se mezclaron de modo uniforme por
tratamiento y se congelaron en nitrégeno liquido hasta su posterior utilizacion.

Posteriormente se separ6 parte aérea vy raiz, disponiéndose ambos en estufa de
corriente forzada de aire a 70°C durante 24 h. Pasado este tiempo, fue determinado
el peso seco de cada érgano. El peso seco de los nédulos se calculé mediante la
obtencion de un factor PS/PF calculado a partir de varias muestras pesadas cada dia
antes y después del secado.

Se considerd interesante calcular a efectos comparativos, una tasa de
acumulacion de materia seca, que fue obtenida dividiendo el peso seco de la planta por
numero de dias de cultivo que se expresé en mg PS-planta™-dia”. Para los nédulos se
calculd su peso normalizado, resultado de dividir el PS de nédulos por el de parte
aérea, expresandose en mg PS nédulos:(g PSPA)". Se considera una medida mas
adecuada para estimar el desarrollo de la nodulacién asi como para reconocer el efecto
que sobre este proceso pueden tener factores como la cepa de Rhizobium, el genotipo
de la planta, etc. (Streeter, 1985).
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5.2. Actividades de la nitrogenasa.

La produccién de hidrogeno y la reduccién de acetileno por la nitrogenasa
(EC 1.7.99.2) se determiné en muestras de raiz (2 g) constituidas por fragmentos de
2 a4 cm con nddulos adheridos (0.2-0.4 g de peso fresco) (Herdina y Silsbury, 1990a).
Tanto la produccién de hidrégeno como la reduccion de acetileno se midieron
secuencialmente sobre las mismas muestras al objeto de poder calcular la eficiencia
relativa de la simbiosis, optimizindose el ensayo para invertir el minimo tiempo
posible (Phillips ef al., 1990).

5.2.1. Produccion de hidrégeno por la nitrogenasa.

La produccién de hidrégeno concominante con la reduccion de nitrégeno por
la nitrogenasa fue medida utilizando cromatografia gaseosa (Schubert y Evans, 1976;
Bédmar er al., 1983; Sellstedt y Winship, 1987). Las muestras de raiz nodulada
descritas en el parrafo anterior, se colocaron en frascos de vidrio de unos 60 ml de
capacidad, con tapén de rosca perforado y provisto de un disco de silicona que asegura
su cierre hermético. Tras 20 min de incubacion en oscuridad a 25°C, se tomaron
muestras de 1 ml de la atmosfera que rodea a la raiz para cuantificar el H; producido
mediante cromatografia gaseosa. Se realizaron 6 repeticiones y la produccion de
hidrogeno se expresé en umol H, (g PS)"h'.

Se utilizd un cromatégrafo de gases Konik, modelo KNK-3000-HRGC,
equipado con un detector de conductividad térmica y una columna de acero inoxidable
de 2 mm x 2 m empagquetada con un polimero poroso de 60-80 mesh y discriminacion
molecular de 5 A. Como gas portador se utilizé argén a un flujo de 25 ml'min™. Las
temperaturas del horno, detector e inyector fueron 45, 60 y 100°C respectivamente,
siendo la intensidad de corriente a través del filamento del detector de 100 mA. Los
picos de hidrégeno fueron identificados y cuantificados mediante comparacién con los
obtenidos usando un patrén de H, (Scotty Analized Gases, Alltech Associates Inc.)
preparado en nitrégeno a una concentracion de 40 nmol-ml”.

5.2.2. Actividad reductora de acetileno.

El flujo total de electrones a través de la nitrogenasa fue evaluado por el test
de reduccioén de acetileno mediante cromatografia gaseosa (Burris, 1972), segun la
metodologia descrita por Hervas (1988). Tras la adicién de acetileno se tomaron
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muestras a los 10 y 20 min de la atmdsfera que rodea a la raiz para cuantificar el
etileno producido y la actividad se expresé en pumol C,H,(g PS)"h’".

Para esta determinacion se utilizé un cromatografo de gases Perkin Elmer
8600, equipado con un detector de ionizacion de llama y una columna. Las tempera-
turas del horno, detector e inyector fueron 74, 105 y 120°C respectivamente.

5.2.3. Calculo de la eficiencia relativa.

La eficiencia relativa (ER) de la fijaciéon de nitrégeno por la actividad
nitrogenasa, se calculd a partir de los valores obtenidos para la produccién de
hidrégeno y la actividad reductora de acetileno, segun la ecuacién propuesta por
Schubert y Evans (1976):

ER=1- H, desprendido en aire

acetileno reducido

5.3. Actividades enzimaticas del metabolismo carbonado en nédulos.
5.3.1. Preparacion de extractos libres de células del citosol nodular.

Se utilizaron dos medios de extraccion, segun la actividad enzimadtica a
determinar: a) usado para las actividades PEPC, MDH, G6PDH, 6PGDH e ICDH,
consitié en tampoén maleico-KOH 100 mM pH 6.8, adicionado de sacarosa 100 mM,
[-mercaptoetanol 2% (v/v) y etilenglicol 20% (v/v). b) usado para la extraccion de las
actividades SS e IA, consistié en tampon fosfato potasico SO0 mM pH 8, adicionado
de 1 mM EDTA y 20% etilenglicol.

Los nddulos se homogeneizaron en mortero con medio de extraccidn en una
proporcién de peso/volumen que varié segun la enzima y polivinilpolipirrolidona
(PVPP) insoluble en una cantidad equivalente al 50% del peso fresco de la muestra de
nodulos. El homogenado se filtré a través de 4 capas de gasa, a continuacion se
clarificé por centrifugacion, a 2500 g durante 5 min para eliminar restos de tejido y
células, y posteriormente a 30000 g durante 20 min, en una centrifuga refrigerada
Sorvall Superspeed RC-5B (DuPont Instruments) a 4°C. Se obtiene asi una solucién
nitida con las proteinas solubles del citosol del nédulo, que se empleé como fuente de
las enzimas. Todo el proceso de extraccion se llevé a cabo en baiio de hielo picado a
una temperatura entre 0 y 4°C.
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5.3.2. Valoracion de las actividades enzimaticas.

Las actividades enzimaticas estudiadas en este trabajo se han valorado por
medio de la oxidacion o reduccion de NAD(P)H/NAD(P)" producida en la propia
reaccion o en una reaccion acoplada, con la excepcion de la actividad invertasa alcalina
cuyo método se explica en el apartado 5.3.9. La valoracion de la actividad en
reacciones enzimdticas en las que se produce oxidaciéon o reduccion de piridin
nucleotidos, se realiza siguiendo la variacion de absorbancia a 340 nm debida a la
aparicién o desaparicion de la forma reducida, que presenta un maximo de absorcién
a dicha logitud de onda, con un coeficiente de extincién molar que es igual para el
NADH y el NADPH.

La mezcla de reaccién utilizada vari6 para cada enzima. La reaccion se inicia
con la adicién del extracto. Tras una fase lag de 10 min, salvo en el caso de la MDH
que fue de solo 6 min, la variacion de absorbancia, lineal durante al menos 6 minutos
mas, se registrd durante 4 min. Se utiliz6 un espectrofotometro Beckman DU-70
termostatizado a 30°C. En todos los casos se prepararon 4 repeticiones y un control
sin substrato para corregir las posibles oxidaciones o reducciones endégenas de
NAD(P)H/NAD(P)" segun los casos.

El calculo de las actividades enzimaticas acopladas a una reaccion de oxido-
reduccion NAD(P)H/NAD(P)" se realiza segun la siguiente ecuacion:

’ . 1y_ (AD.O.min") V¥,
Actividad (umol min™) T

donde,

A D.O. min" = incremento medio de D.O. por minuto (valor absoluto).
V = volumen total de la mezcla de reaccién en ml

V: = volumen total de extracto en ml

e = coeficiente de extinciéon molar del NAD(P)H = 6.22:10° cm™mol
d = ancho de la cubeta=1 cm

v = volumen de extracto afiadido a la mezcla en ml

10 = para expresar la actividad en micromoles
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5.3.3. Actividad sacarosa sintasa.

La sacarosa sintasa hidroliza la sacarosa en presencia de UDP, produciendo
UDP-glucosa que se oxida por la UDP-glucosa deshidrogenasa en presencia de NAD"
que se reduce, pudiéndose medir el incremento de absorbancia a 340 nm. Todo el

proceso se representa en el siguiente esquema:
NAD* NADH+H

Ss
Sacarosa + UDP = Fructosa + UDP-glucosa et UDP-glucénico

Los extractos para la valoracion de esta actividad se prepararon homoge-
neizando los nédulos en un mortero con el medio de extraccion b (Apartado 5.3.1.)
en una proporcién 1/12 (p/v).

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

SACATOSA, svwnwvmomssnsses 100.0 mM
UDP .avvssnannnmssssmssss 2.0 mM
UDPG deshidrogenasa ... ... 250.0 ug
BAEY . arsavsccestazgontra 1.5 mM

La reaccion se inicia con la adicion de 25 pl de extracto para completar un
volumen final de 1 ml. El resto del procedimiento es igual al ya descrito (apartado
5.3.2.). La actividad sacarosa sintasa se expres6 en umol NAD",, (g PF)' k' o en
nmol NAD",; min" (mg proteina)™.
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