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OBJETO DEL TRABAJO

La investigacidén que se propone es un amplio estu -
dio sobre diversos aspectos fisiolbégicos y bioquimicos de
la simbiosis Rhizobium-leguminosa. La planta hospedadora -
aporta el fotosintato que la bacteria utiliza para obtener
el poder energético y reductor, necesario para la reduccién
del nitrégeno atmosférico. Por otro lado, la bacteria excre
ta hacia la planta la mayor parte del amonio procedente de
la fijacién. Es por tanto necesaria, una coordinacién per -
fecta entre leguminosa y bacteria para que la simbiosis sea

eficaz.

Los cultivos de leguminosas de gran transcendencia
por su riqueza protéica,en la alimentacién animal y humana
presentan altos requerimientos en nitrégeno, clave para la
obtencidén de un incremento sustancial en la rentabilidad de
sus cosechas. Sin embargo, la fertilizacién nitrogenada con
lleva un elevado coste energético y econdmico que determina
que en muchas ocasiones, el cultivo agricola no sea rentable.
Desgraciadamente, el problema se agrava cuando se observa -
que en el campo, el fertilizante nitrogenado se pierde fa -
cilmente por lixiviacién y desnitrificacién, ademés de las
implicaciones ecolbégicas por la posible contaminacidn de las
aguas potables. Es obvio que la solucién pasa por la bisque
da de una fuente alternatiwa de nitrégeno mas barata y me
nos perjudicial. Esta fuente, puede estar en la capacidad -
que tienen estas plantas para utilizar el nitrégeno atmosfé
rico, cuando se encuentran asociados en simbiosis con las

bacterias del género Rhizobium.

Asi como la aplicacidén de grandes cantidades de fer
tilizantes nitrogenados convencionales, resulta en la mayo-
ria de las plantas cultivadas, en un incremento paralelo en
los rendimientos de las cosechas, siempre que exista el opor

tuno equilibrio entre los otros elementos minerales, la ex-



periencia muestra que las leguminosas no responden de la -
forma general. Estas plantas prefieren la utilizacidn del
nitrégeno fijado biolégicamente en simbiosis con Rhizobium,
proceso limitado y en clara competencia con la absorcidn y
asimilacidén de los fertilizantes nitrogenados de cualquier

naturaleza.

-

Ademéds de la interferencia que puede tener la ferti
lizacidn nitrogenada, en la fijacién biolégica de nitrégeno
puede intervenir otfo elemento nutritivo: el azufre. Duran-
te afios, nuestro equipo de trabajo, ha venido investigando
la influencia de este elemento, en el proceso dé fijacidén de
nitrégeno y en 1la prdductividad de los cultivos de diversas
leguminosas. La nutricidédn azufrada influye en el proceso de
nodulacidn de 1asﬁraices de leguminosas infectadas por Rhi -
zobium y en el metabolismo nitrogenado, aunque los conoci -

mientos de esta interaccién son limitados.

La simbiosis Rhizobium-leguminosa es hoy dia objeto
de numerosos estudios debido a la gran variedad de facetas,
aun desconocidas de su biologfa. Ello ha animado a investi-
gar los requerimientos de una nutricidén mineralAcorrecta de
la planta para que tenga lugar una éptima fijacién de nitrd

geno.,

Por ello, el trabajo estd dirigido a cumplir dos ob

jetivos principalmente :

1.- El estudio de aspectos fisiolbégicos de la sim -
biosis Rhizobium-leguminosa, durante la implantacién del nd
dulo, para lo cual se utilizardn cultivos hidropénicos en

tubos de ensayo.

2.~ La optimizacién de los requerimientos nutricio-
nales de las leguminosas en nitrégeno y azufre, estudiando
su influencia en la fisiologfa de 1la planta y en el rendi -

miento del cultivo.

La planta elegida ha sido la alfalfa (Medicago sati

2@) que por un lado, presenta un gran interés en nutricidn



animal en esta regién agricola, y por otro, a la abundancia
de conocimientos que sobre su Rhizobium especifico, R. meli-
loti, se han derivado de los estudios desarrollados en la
U.E. de Microbiologia de la Estacién Experimental del Zai -
din (C.S.I.C.);investigaciones que han permitido conocer mu
chos aspectos de su bioquimica y genética, los cuales pue
den ser una base de conocimientos de gran utilidad. También
hay que tener en cuenta que es una planta de fadcil adaptabi

1idad a condiciones de crecimiento controlado.

La investigacién se plantea a nivel de investigacidn
bAdsica con experimentos de laboratorio y en cdmaras de cul-
tivo con ambientes controlados. Sin duda alguna, potenciar
la fijacidén bioldgica de nitrégeno en estos cultivos y un
adecuado conocimiento de las condiciones 6ptimas de fertili
zacidén de forma que actle perfectamente coordinada con la
inoculacién bacteriana, serd en un futuro inmediato clave -

para obtener importantes rendimientos en las cosechas.
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PLAN DE TRABAJO

De acuerdo con los objeétivos generales expuestos an

teriormente se estableci$ el siguiente plan de trabajo.

A) Efectuar una exhaustiva revisién bibliografica
de las materias que inciden en el tema de investigacidn que

nos ocupa.

B) Ensayos "in vitro" con cultivos axénicos en tu-

bos de ensayo, para estudiar :

- Influencia del nitrégeno y el azufre conjunta e -
individualmente, como fertilizantes, en el proceso de nodula

. 7 3 ° « 7 3 z
cion y fijacion de nitrdégeno.

- Influencia del etileno endégeno liberado por 1las
raices de plantas inoculadas en la implantacidén y desarro -

1llo del nédulo.

- La determinacién del perfil de la fijacién de ni

trégeno (actividad nitrogenasa especifica) en la simbiosis,

R, meliloti - M. sativa.

C) Ensavos con cultivos hidropdnicos utilizando co
mo soporte material inerte (arena - perlita), conducentes a
investigar las posibles interacciones entre Rhizobium y el
fertilizante (nitrégeno y/o azufre) en el desarrollo de 1la

planta.

El estudio de la interaccidén entre Rhizobium y la
fertilizacién azufrada y nitrogenada se ha desglosado en 3
tipos de experimentos, en los cuales se separan los distin-
tos tipos de interaccién.

- Inoculacidén bacteriana y distintas relaciones N/S
en el medio radical.

- Inoculaciédn bacteriana y diferentes niveles de -
azufre manteniendo el nivel de nitrégeno del medio constan-

te.



-~ Inoculacidén bacteriana y diferentes niveles de ni

trégeno; manteniendo el nivel de azufre en el medio radical

constante.

Estas interacciones se estudiarédn desde el punto de
vista de su efecto sobre el crecimiento y desarrocllo de 1la
planta y nédulos, sobre determinados procesos metabdlicos y

sobre el equilibrio nutricional de la planta.

Se tratard por tanto de estudios que incluyen aspec
tos de investigacidén bésica que contribuirdn al conocimien-
to de la fisiologfia de la simbiosis Rhizobium - leguminosa
y otros aspectos encaminados a economizar la fertilizacién

nitrogenada necesaria para este tipo de cultivo.
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1.- LAS LEGUMINOSAS

Las leguminosas junto con los cereales, han sido
la base esencial de la alimentacidén humana durante milenios,
siendo su utilizacidn en sus mGltiples formas compafiera in
separable de la evolucién del hombre. Sin duda, pueden ser
consideradas en la actualidad como cultivos de gran transcen

dencia econdmica.

En los Gltimos 20 afios los avances realizados enca
minados a potenciar la produccién mundial de los cereales ,
han sido espectaculares, sﬁ rendimiento se ha duplicado, a
pesar de haber aumentado sélo un 10 % su superficie de siem
bra. La utilizacidén de mejores variedades, la aplicacidn de
fertilizantes, el control de plagas, irrigacién, etc. han si
do las causas de los buenos resultados de la llamada revolu
cién verde. Tal incremento supone unos costos econdémicos que
sélo pueden ser mantenidos en paises desarrollados que obtie
nen asi 2.5 veces el rendimiento conseguido en paises méas

pobres.

Sin embargo, la produccién mundial de leguminosas,
no ha tenido unos incrementos en sus cosechas tan considera
bles. A pesar de la importancia nutritiva de estas especies
vegetales, parece que se les considera cultivos de segunda
clase, donde no ha habido avances tecnolégicos y agricolas
que puedan: ser comparables a los obtenidos para otros culti

VOSe.

1.1= Clasificacidén de las leguminosas.

lLas leguminosas se agrupan botinicamente en la fa

milia Leguminosae, extraordinariamente rica en especies, sé

lo superada en las angiospermas por las familias Compositae

y Orchidaceae. La enorme variabilidad de formas .y -estrate

gias adoptadas ha permitido a sus especies adaptarse a las
condiciones ecolbégicas mids diversas, que van desde los trd

picos a zonas templadas e incluso frias.
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Se dividen en tres subfamilias: Papilionoideae,que

comprende 10.000 especies vegetales, la mayoria de ellas co

nocidas en nuestras latitudes (Hutchinson,'1973), Mimosod
deae, con 1.500 especies boténicas y Cesalpinoideae, con

1.300 especies, estas dos Gltimas estédn representadas prin
cipalmente por Arboles o arbustos tropicales en un 95 vy 97%

respectivamente (Allen y Allen, 1976).

Una.caracteristica de interés de esta familia botéa
nica es su capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico en
asociacién con bacterias del género Rhizobium,., Hellriegel ¥y
Wilfarth (1888), desvelaron que los lugares activos de 1la
utilizacién del nitrégeno atmosférico son los nédulos que
se forman en las raices de la leguminosa, infectadas por la

bacteria.

La nodulacidén con Rhizobium estd bastante extendi
da dentro de esta familia. A pesar de que el nimero de generos
y especies estudiadas, con respecto al total, es relativamen
te bajo (Postgate, 1978), se puede afirmar que la.nodulacién

es un .fenédmeno comin en las subfamilias Mimosoideae y Papi -

lionoideae, con una incidencia superior al 95% y més raro en

Cesalpinoideae, con algo més del 23% de especies noduladas,

(Allen y Allen, 1961 ; Sprent, 1979).

El Gnico caso bien documentado de formacién de né
dulos por Rhizobium en no-leguminosas se presenta con espe

cies del G.Parasponia de la familia Ulmaceae (Becking,1977;

Akkermans et %l:,1978). Esta préctica limitacién de la for

macidén de ndédulos por Rhizobium a la familia Leguminosae con

trasta con las actinorrizas, otra simbiosis microbio-planta
fi jadora también de nitrégeno, donde los actinomicetos impli

cados forman nddulos con diferentes angiospermas no relacio

nadas boténicamente (Becking, 1974).

Es interesante hacer constar que no hay datos de
asociaciones que forman nédulos fijadores de nitrégeno at

mosférico con monocotiledoneas (Becking, 1977).



Las leguminosas mejor estudiadas son las que se eq
cuentran en zonas templadas. En estas latitudes se pueden de
sarrollar especies aptas para grano como guisante, haba, so
ja, entre otras, y especies forrajeras como la alfalfa y el
trébol (Sprent, 1979). Aunque la agricultura moderna ha con
ducido a esta especilizacidén, en zonas no muy desarrolladas
la dualidad de utilizacién todavia persiste. Actualmente no
se utilizan como forrajeras las lentejas y judias, estando
en decadencia el uso de habas y guisantes para el mismo fin.
Sin embargo 1la almorta, el altramuz y la veza alln presentan
la doble posibilidad, incluso la misma variedad esutilizada
unas veces para grano y otraspara forraje, aunque ennuesro
pais se empieza a reservar unas para un usoy otras paraotro,
como ocurre con la veza, que es, junto con el altramuz, el

caso mis claro de doble uso (Cubero y Moreno, 1983).
1.2.- Descripcidén Boténica.

Son plantas con flores papilionadas cuya corola tie
ne cinco pétalos y es zigomorfa, céaliz concrescente y con
cinco sépalos. Normalmente las flores se disponen en racimos.
Las hojas alternas, son generalmente pinnadas que han deri
vado a otras formas, trifoliadas (alfalfa, judia), -paripin
nada (cacahuete) o incluso se han reducido a un zarcillo o
un foliolo. El1 fruto es tipicamente en legumbre,.. monocarpe
lar, polispermo, cuya dehiscencia es por la sutura ventraly
nervio medio simultédneamente. Las semillas son exoalbumino_
sas, con dos cotiledones adosados que dejan entre Aambos la
pléntula. La raiz pivotante puede alcanzar grandes profundi
dades, dependiendo del tipo de suelo y del nivel de agua del
mismo. Hay especies perennes que pueden formar rizomas en
determinados habitats. Los tallos son erectos o rastreros,el
primero de ellos se origina entre los cotiledones, 1los si
guientes de las axilas de las hojas inferiores y con el tiem

po se pueden volver lefiosos (Bolton, 1962).
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1.3.— Interés Practico de las Leguminosas,

Las leguminosas se consideran cﬁltivos encaminados
a ocupar un papel importante en la alimentacién humana, se
gén los informes de la FAO (FAO, 1964 ; 1975). Las semillas
presentan un alto contenido en hidratos de carbono,represen
tados entre un 35% en altramuz y un 67% en guisantes, sien
do el princiﬁal constituyente el almiddn (Beroard<~Cerning
y Filiatre, 1977). El contenido de lipidos es en general ba
jo, oscila entre 2 y 4%, siendo en garbanzo algo superior
(6%). Excepciones notables son el cacahuete (43%), 1la soja
(18%) y algunas especies del género Lupinus (15%),lo que ha
motivado su estudio como posibles plantas oleaginosas. Tam
bién son ricas en vitaminas hidrosolubles como la riboflavi
na (B2), tiamina (B1), Acido félico, é&cido pantoténico, &ci
do ascérbico (C) y niacina;y liposolubles como el tocoferol
y la provitamina A (Bressani y Elias, 1974). Los minerales
que aportan las leguminosas a la dieta animal y humana son
interesantes, entre ellos tenemos el calcio, mucho méds abun
dante en leguminosas que en cereales, su aportacién es del
orden de 100 mg cada 100 g (Zorita et al., 1972) y el hierrg

cuya media es de 7 mg por cada 100 g.

El elevado contenido proteico en el grano de algu
nas especies de leguminosas convierte a esta familia en la
principal fuente de proteina vegetal para la mayor parte de
herbivoros y omnivoros (Cubero y Moreno, 1983). Segin la
clasificacién que da Osborne (1924) de las proteinas,las le
guminosas contienen una gran proporcién de albUminas y glo
bulinas. Son fracciones proteicas de almacenamiento o reser
ve sintetizadas durante la formacidén de la semilla para uti
lizarlas en la germinacién. Los estudios realizados por Da
nielsson (1949) y Millerd (1975), entre otros, indican la
posibilidad de aumentar la cantidad y calidad de las protei
nas de las leguminosas modificando las proporciones de las
proteinas de almacenamiento. El porcentaje medio de protei

na en semilla madura se sitda, en general, entre el 20y 25%



aunque hay especies que sobrepasan este limite, el altramuz
sin seleccionar llega al 30% normalmente, la soja puede lle
gar al 449 tras un proceso de seleccién de variedad. Esto
obliga a pensar que la potencialidad de este grupo es grande
por lo que seria interesante someter a las leguminosas a un
proceso.de me jora continuada como el de los cereales. La ca
lidad de la proteina depende del contenido en - aminoacidos
esenciales. En general las leguminosas son deficientes en
metionina y cisteina pero no en lisina que es limitante en

cereales (Cubero y Moreno, 1983).

Otra cualidad de las leguminosas, descrita por his
toriadores antiguos y puesta de manifiesto por Boussingault
(1838) en sus estudios sobre fertilizacidén y nutricidén vege
tal fue detectar el enriquecimiento en nitrégeno del suelo,
después de un cultivo de leguminosas.Generalmente-estas plan
tas prefieren terrenos calcdreos y secos pero se adaptan
muy bien a suelos dcidos, aunque se aconseja el encalado en
terrenos acidos donde al elevarse el pH se favorece la nodu

lacién por Rhizobium (Hallsworth, 1958).

La capacidad de las leguminosas de establecer sim
biosis con microorganismos fijadores de nitrégeno, permite
la colonizacidén de suelos que de otro modo permanecerian ca
si despoblados. El abandono del cultivo de leguminosas pue
de tener consecuencias graves aunque no sean visibles a cor
to plazo, una ausencia prolongada de estos cultivos, provo
ca en el suelo un empobrecimiento en bacterias fijadoras de
nitrégeno, que contribuye a la desertizacién del mismo ( Cu
bero y Moreno, 1983). Esta caracteristica beneficia no sélo
a las leguminosas que la poseen, sino a las gramineasy otras
familias que crecen a su lado. Esta asociacién es esencial
en prados naturales y artificiales sobre los que se basa la

ganaderia mundial.

Con el aumento del precio de los fertilizantesy la
crisis energética, los agrénomos sefialan que es interesante

utilizar las leguminosas anuales o perennes como fuente de



abonado nitrogenado mediante el entierro en verde o a tra
vés de los clésicos sistemas rotacionales de cultivo.Las le
guminosas forrajeras presentan ademéas la véntaja de, al po
der ser levantado el cultivo en primavera, dar un margen pa
ra el barbecho, antes de la sementera del otofio siguiente .
Una parte del nitréggno fijado por las leguminosas queda en
el suelo y puede ser utilizado por los cultivos siguientes

(villax, 1963),‘genera1mente cereales.,

El monocultivo trae consigo una disminucién de los
rendimientos, se favorece la proliferacién de malas hierbas
con un desarrollo andlogo al cultivo en cuestidén y la proli
feracién de plagas, enfermedades y autotoxinas que limitan
el crecimiento. Con la alternancia de cultivos se controla
la vegetacidn espontédnea y permite el aprovechamiento mejor

de la fertilidad que ofrece el suelo (Pozo, 1977).

Un tercer aspecto interesante de las leguminosas
es su aprovechamiento como forraje y pienso. Las semillas de
leguminosas constituyen el complemento més utilizado para
aumentar el contenido en proteinas en las raciones concentra
das que se suelen administrar a monogéstricos: aves, cerdos
y conejos (Cubero y Moreno, 1983). IEntre las leguminosas gra
no utilizadas como piensos se encuentran el altramuz, veza,
almorta, algarroba, haba y soja, siendo esta Ultima la que
ha eliminado a las otras practicamente del mercado de mate
rias primas paré piensos;incluso de vacuno y ovino (Bolton,

1962).°

Las leguminosas forrajeras se utilizan directamente
por los animales mediante el pastoreo o bien pueden ser co
sechadas y almacenadas para su posterior utilizacién. Este
almacenamiento ha de estar precedido por la desecacidn (hg
nificacién natural) o por una deshidratacién (henificacidén
forzada). Otra forma correcta de conservacidn es la acidifi
cacién (ensilado), que es el aprovechamiento més usual en ex

plotaciones ganaderas (Pozo, 1977).
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Un forraje muy versatil, en cuanto a su utilizacién
se refiere, es la alfalfa., Se puede utilizar como pastoreo,
heno y ensilado, con un amplio margen de flexibilidad para
acomodar su produccién forrajera a las necesidades del reba
flo vy a las condiciones climatolégicas. Este forraje es indi
cado para rumiantes (vacuno Yy ovino) y para el ganado equino
sin embargo no deja de ser interesante para la alimentaciédn
de monogadstricos. Con objeto de asegurar la buena productivi
dad del cultivo, es importante tener en cuenta la época del
corte o segado y el numero de cortes. El corte se debe rea
lizar cuando la planta tenga el maximo de reservas, esto ocu
rre en el estadio de plena floracién, en este momento el pro
ducto obtenido es rico en proteinas, vitaminas y pobre en fi

bra (Nielsen y Lysgaard, 1956).

2.- SIMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSA

El nitrégeno junto con el agua es el factor limitan
te mis comin para las plantas a pesar de tratarse deuno de
los elementos mayoritarios que constituyen los seres vivos
y del principal componente de la atmésfera. Este elemento ,
como tal, es inerte y solamente utilizable por las plantasy
animales en forma fijada, mineral para las primeras y orgé
nica para los segundos. La fijacién biolégica de nitrdégeno,
tiene un gran significado en la ecologia de nuestro planeta
(Dsbbereiner et al., 1978) y su potenciacién aminoraria mno
s6lo el gasto que representa la fertilizacidén nitrogenada ,
con productos sintetizados a expensas de combustibles -fési
les, sino también los problemas de contaminacién que su abu

so lleva consigo (Bedmar y Olivares, 1982).

Hay que tener en cuenta que del total anual de ni
trégeno atmosférico fijado (210 x 106 toneladas, segin las
Gltimas apreciaciones) aproximadamente 120 x 106 toneladas,

corresponden al fijado biolégicamente. El resto se debea la
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fijacién quimica que puede ser: natural, la que se produce
a través de descargas eléctricas, ozonizacién o combustién
(BOmillones de toneladas) o artificial, siguiendo el proce
so de Haber-Boch, (60 millones de toneladas) en el cual el
nitrégeno se transforma en amonfaco que seré incorporado a
los fertilizantes, en un proceso que requiere presién)rtem
peratura elevada dependiente del petrdleo y gas natural ,

(0livares et al.,1979).

La fijacidén biolégica es un proceso - que , aunqgue
muy extendido, aparecé sélo en microorganismos procaridti-
cos libres o en asociacibén méds o menos estricta conplantas.
De todas las formas posibles,la de mayor significecidn agri
cola es la fijacién 1levada a cabo por la simbiosis mutua
lista Rhizobium-teguminosa ya que estas plantas son,por su
riqueza en nitrégeno, como hemos visto, una fuente insusti
tuible de proteinas para la alimentacién humana 7y animal

(Gonzdlez de Aguilar et al., 1983).

2.1.- Aspectos Generales del G. Rhizobium

Los microorganismos del Género Rhizobium son bac
terias aerobias Gram negativas, bien adaptadas a la super
vivencia en el‘suelo y ampliamente extendidas. Pudiéndose
aceptar que alld donde se encuentre una leguminosa sucepti
ble de ser infectada se encuentra su Rhizobium especifico,

lo contrario, si embargo, es més dificil de asegurar (Vin

cent, 1979).

Clasificacidén del Género Rhizobium

La forma de clasificar las especies de este géng
ro bacteriano ha sido muy controvertida. Clésicamentese(ﬁ;
viden en 6 especies, de acuerdo con unos débiles criterios
taxonémicos entre los cuales se incluyen la leguminosa que
méds especificamente infectan. Esta clasificacién se reco

ge en la tabla n? 1,



Tabla 1.- Clasificacidén de las bacterias del G. Rhizobium.

Velocidad de

Bacteria crecimiento Huesped Grupo
R. Erifolii Rapida Trifolium Trébol
R. leguminosarum = Pisum, Lens,

Lathyrus, Vicia - Guisante

R. phaseoli u Phaseolus Judia

R. meliloti Y Melilotus, Alfalfa
Medicago ,
Trigonella

R. 1upini Lento Lupinus,Orni- Altramuz

g TR thyrus
R. japonicum Lento Glycine max Soja
R. cowpea - Variable Vigna,Arachis, Cowpea
etc.

Sin embargo, hay autores que no consideran valido
este criterio de ciasificacién y proponen agruparlos segin
su velocidad de crecimiento, resultando asi dos grupos o es
pecies: uno de crecimiento rédpido (tiempo medio de genera
cién 3 - 4 horas) vy otro de crecimiento lento (tiempOlnedio
de generacién de 6 - 8 horas). Dentro de estas dos especies
existirian variedades adaptadas a los distintos grupos de
leguminosas. Actualmente, se admite la existencia de un ter
cer grupo de microorganismos, grupOHCOWpea: adaptados a dis
tintas especies de leguminosas, en el que se incluyen bag
terias de velocidad de crecimiento variable, generalmente
de especificidad poco estrictay que principalmente infectan

a leguminosas tropicales (\ﬁncent,1977),

Mediante la aplicacidén de las técnicas seroldgicas
(vincent,1977) se han encontrado relaciones entre los distin

tos tipos de Rhizobium que no se detectan si se tiene en con
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sideracién sélo el proceso de infeccién y que pueden permi
tir una nueva clasificacién del G. Rhizobium (vincent, 1979 3

Napoli et al., 1979).

Fijacién de nitrégeno por Rhizobium en vida libre.

) Durante mucho tiempo se consideré dogma la mnecesi
dad del Rhizobium de establecer simbiosis con la leguminosa
especifica, para llevar a cabo la fijacién de nitrbégeno. Es
te dogma empezd a ser cuestionado en la década de los seten
ta y es en 1975, cuando algunos investigadores observaron que
cuando las estirpes bacterianas del G. Rhizobium se. qgultivan
en condiciones de microaerofilia (Kurz vy LaRue , 1975; McComb
et al., 1975; Pagan.et al., 1975) pueden fijar nitrégeno at
mosférico, en vida libre. La mayor proporcién de nitrégeno
fijado es excretada como amoniaco (Bergersen y Turner, 1978).
Los informes positivos de la fijacién de nitrégeno
por Rhizobium en vida libre estuvieron restringidos a espe

cies de R. japonicum y a las del grupo cowpea, todas ellas

de lento crecimiento (Bergersen y Gibson, 1978). Sin embargo
recientemente se puso de manifiesto este tipo de fijacién

en R. meliloti, bacteria de rédpido crecimiento (Bedmary 011

vares, 1979). También se ha observado que tanto las razas de
crecimiento rédpido, como las de crecimiento lento,pueden fi

2

jar nitrégeno cuando crecen en presencia de cultivos de cé
lulas vegetales o en medios liquidos con cantidades varia
bles de ("plant-cell-conditioned medium ") medio‘procedente
de cultivos de células vegetales (Bednarski y Reporter,1978).
Todos estos hechos, demuestran que Rhizobium contiene la do
tacién genética necesaria para la fijacién, interviniendo la

planta en el sentido de crear las condiciones que permitan

su expresién.



Consideraciones genéticas del G. Rhizobium

Los estudios realizados con mutantes de razas de

R. japonicum, procedentes de inéculos comerciales (Maier Y

Brill, 1978), sugirieron que estas razas podrian ser me jora
das, al menos en algunos aspectos. Seria de considerable va
lor producir razas de Rhizobium que no pierdan efectividad,

durante el almacenamiento en medio artificial (Schwinghamer
1977} .

Aunque la seleccidén de mutantes de gran efectivi
dad es un enfoque Util para la produccién de nuevas razas,
el objetivo global de la investigacidén en esta Area debe ser
la produccién de mapas genéticos de las especies del G. Rhi
zobium y determinar qué genes son esenciales para la simbio
sis. Entonces serda posible estudiar si es factible o no 1la
manipulacién de Rhizobium en orden de adaptar un organismo
a una planta y ambiente particular con objeto de maximizar

la productividad de las cosechas(Brill, 1978; Prakash et al.,
1979) .

El estudio de los métodos de transferencia de ge
nes por transformacidén y traduccidén ha sido descrito en di
ferentes especies de Rhizobium (Schwinghamer, 1977). Estas
técnicas, normalmente, implican la transferencia de pequefios
fragmentos de DNA y son, por tanto, mas adecuadas para em
plearlas en posteriores estadios de la localizacidén génica
sobre el cromosoma. Por el contrario, la conjugacién impli
ca la transferencia de grandes fragmentos de DNA y es Util,
en los primeros estadios del mapa genético (Beringer,1976a).

Utilizando esta técnica se han construido mapas - e¢irculares

de ligamiento para el R. meliloti raza 201 (Meade y Signer,

1977), R. meliloti raza 41 (Kondorosi et al., 1977 a) vy R.

leguminosarum raza 300 (Beringer et al., 1978 ) s entre

otras, todas ellas, razas efectivas de crecimiento répido

(Casadesus y Olivares, 1978).



Se han presentado evidencias que suguieren que al
gunos genes del Rhizobium , asociados con la simbiosis, se
encuentran en grandes plésmidos (Prakash et al., 1979).Esta
observacién fortalece la hipétesis de que la inestabilidad,
en la efectividad de algunas razas puede ser debida a la pér
dida de un plasmtdo (Beringer, 1976 b; Schwinghamer, 1977).
Hoy dia esté totalmente demostrado que la informacién nece
saria para la expresién de las caracteristicas gimbidticas
es extracromosémica. Se encuentran en pléasmidos de di feren
te peso molecular, algunos extremadamente grandes (més de
700 Mdal ) por lo. menos en Rhizobium de rapido crecimiento

(Rosenberg, et al., 1981).

2,2.- Caracteristicas gimbiéticas de la Asociacidn

Rhizobium-leguminosa.

La simbiosis Rhizobium-leguminosa, se establece coO
mo resultado de la expresidén de unas caracteristicas propias
de la bacteria (Denaire y Truchet, 19743 Schwinghamer,1977)
de la planta huesped (Nutman, 1952 j Holl y LaRue, 1976) ¥y
de la asociacién de ambas (Dixon, 19693 Vincent, 1974). Es
tas caracterlstlcas o propiedades simbiéticas recibeneﬂ.nom
bre de :

a) Espécificidad , por la que la bacteria infecta

selectivamente su planta especifica. Cualquiera que sea el
mecanismo de invasidén de las rafices por Rhizobium, se sabe
que existe un grado de especificidad variable. En efecto,
ciertas leguminosas tienen unos requisitos muy concretos pa
ra "su" Rhizobium, mientras gque otras aceptan un espectro

mids amplio (Broughton, 1978).

b) Infectividad , capacidad que tienen las bacte

rias para infectar al tejido radical de la planta huesped Yy
formar nédulos. El Gnico modelo global que explica esta pro
piedad, es el modelo de Nutman (1965), no obstante,trabajos

posteriores que lo habian aceptado como hipbtesis de trabajo



han proporcionado resultados contradictorios. Un andlisis de
la validez del modelo de Nutman, se encuentra en la revisién

de Olivares (1977).

c) Efectividad o actividad, tercera propiedado "ca

racteristica simbiética" de la asociacién Rhizobium- legumi
nosa. Como consecuencia de su correcta expresién tiene lugar
en el nédulo 1la secuencia de procesos, gque conducen a la

reduccidn del nitrégeno atmosférico a amoniaco.

Hasta llegar a la fijacién de nitrégeno van a su
cederse una serie de pasos intermediarios que con su fenoti
po correspondiente se exponen en la tabla n? 2,

2.,3.- Desarrollo y Ultraestructura de los Nbédulos,

2.3.1.- Infeccidén de la Raiz por Rhizobium,

Uno de los primeros eventos que ocurren en el pro
ceso de la infeccidén, entre el Rhizobium en vida libre y 1la
raiz de la leguminosa hospedadora, ademds de la estimulacién
del crecimiento de la bacteria en la rizosfera y de la elon
gacidén y ramificacidén de los pelos radicales, es launidén de
la bacteria a la superficie de dichos pelos (Dazzo,1979).
Este proceso de unién, Bauer (1981) lo denomina reconocimien

to.
Reconocimiento,

Al estudiar el mecanismo de reconocimiento en 1la
interaccidén planta-microorganismo , Albersheim y Anderson -
Prouty (1975) sugirieron que los determinantes moleculares
podian ser las lectinas en la planta huesped y un componente
carbohidrato de la superficie celular microbiana.lLa idea de
que las lectinas de la planta huesped estadn involucradas en
el reconocimiento del microorganismo simbidético ha sio revi
sada por diversos autores (Albersheim Y Anderson-Prouty 1975;

Bauer y Bhuvaneswary, 1979).



Tabla n? 2.- Etapas en el establecimiento de una simbiosis Rhizobium-leguminosa eficiente y

fenotipos correspondientes.

Descripcién. Fenotipo
Mu1t1?110a01on de Rhizobium cerca de (Root colonization) Roc
la raiz, — =
Reconocimiento de la raiz (Root recognition) Ror
Unién de la bacteria a la célula radical (Root adhesion) . Roa
Ramificacién de los pelos radicales (ggir branching) Hab
Curvatura de los pelos (Hair curling) , Hac
Formacién del filamento de infeccién (Infection) Inf
Desarrollo del meristemo (Egdule initiation) Noi
Salida de las bacterias del filamento (Bacterial release) Bar
Desarrollo de las bacteroides (Bacteroid development) Bad
Sintesis de la leghemoglobina Lhb
Reduccién del N, = NH (Nitrogen fixation) Fix
Activacién de 1la hi drogenasa (Eidrogen uptake ) * Hup
Funciones bioquimicas y fisiolégicas
complensntarias (ngplementa;y fpnctlons) Cof

Persistencia de la funcidén nodular (ggdule persistence functions) Npf



Bohlool y Schmidt (1974) proporcionaron la primera
evidencia experimental de una correlaciédn entre la unién de
las lectinas de la planta huesped a la superficie celular
bacteriana y la capacidad de tales microorganismos para in
fectar la planta. En el trabajo original Bohlool y Schmidt,
(1974) observaron que las lectinas de las semillas de soja,
marcadas con fluoresceina, se unian especificamente a la su

perficie celular de 22 cultivos de razas de R. japonicum de

los 25 ensayados. La correlacidén entre unidn de las lectinas
Yy la infectividad fue mejorada cuando las bacterias fueron
cultivadas con la raiz huesped o con exudados radicales de

éstas (Bhuvaneswari y Bauer, 1978).

Si efectivamente las lectinas son mediadoras en el
proceso de unidn de Rhizobium a la raiz,ejerciendoxxmx>agqg
tes de enlaces entre las estructuras antigénicas presentes
en la raiz y en la bacteria, es un tema que se estédebatiqg
do actualmente (Kamberger, 1979). Sin embargo, las correla
ciones existentes entre la unidén a las lectinas Y la infeg
tividad del Rhizobium, son dificiles de seguir explicindo -

las Unicamente como simples coincidencias (Dazzo et al,1978)

En las revisiones de Schmidt (1979) y de Broughton
(1978) se estudia la naturaleza, caracteristicas, propieda
des y funcionamiento de las lectinas. En ellas se defiende
la hipdtesis de que las lectinas, situadas en determinados
"sitios" del pelo radical, interaccionan especificamente con
lipopolisacaridos concretos situados en la superficie del
Rhizobium apropiado. Estos receptores parecen estar presen
tes en la superficie de la bacteria, sblo en determinadosmg

mentos del cultivo (Dazzo et al., 1979).

Las lectinas de naturaleza glucoproteinica, son te
trameros con subunidades que pueden ser idénticas (Tipo I),
iguales dos a dos (Tipo II) 6 incluso todas diferentes ( i
po IIT) (Broughton, 1978), y pueden poseer 0,1,2 6 4 sitios

° . - 7
de unidén para los rizobios por tetramero,.
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Figura 1.- Modelos de reconocimiento propuestos para las
asociaciones Rhizobium-leguminosa. (B); bacte-
ria; (H): huesped; (L) lectina; (R): receptor;
(s): sefial.

Los mecanismos (figura 1) por los cuales los poli-
sacdridos de la superficie celular y las lectinas pueden es
tar implicados en el reconocimiento, propuestos en la biblio

grafia consultada, han sido diversos

a) Dazzo y Hubbell (1975) proponen un modelo sim
Ple que implica la unidén de la lectina del trébol a un "si
tio antigeno" comin sobre la superficie de &mbos,raiz y bac
teria simbionte. Una vez se adhiera la 1ectinazalabactefia
simbionte tiene lugar la infeccién y nodulacidn. Este mode
lo fallé al no indicar alguna diferencia " funcional" , en
témminos de infeccidén y nodulacién, entre la unién mediada
pPor las lectinas del trébol y la unién no mediada por las

lectinas.



b) Un modelo alternativo propuesto por Graham -
(1980) refleja el enfoque primitivo de Albersheim ¥y Anderson
Prouty (1975) v de Bauer y Bhuvaneswari (1979). En este mo-
delo, la bacteria se une a una célula huesped adecuada por
un mecanismo no especifico. En esta unién, una sustancia ex
tracelular o componente superficial del microorganismo in-
teracciona con una sustancia receptora de la superficie de
la célula huesped. Esta interaccién dispara ciertas respues
tas en el huesped que conducen a la infeccidén y nodulacién.
Como en el modelo anterior tenemos que :el "receptor" puede
ser las lectinas de la plantaj; la "sefial" puede ser el poli
sacirido de la bacteria y la interaccién entre la'“senal" 'y
el "receptor" puede contribuir a la unién fisica del micro-
organismo al huesped, aumentando con ello la probabilidad de
la subsiguiente infeccidén y nodulacién. El énfasis de este
nuevo modelo estid en "la activacidédn por el microorganismo de

las respuestas del huesped".

c) Se ha propuesto un tercer modelo de reconoci-
miento. Este modelo sugiere que el reconocimiento no es un
proceso que conste de un solo paso, sino que es el resulta-
do acumulativo de una serie de interacciones sefial- respues
ta. El1 paso inicial se describe como un ataque de la bacte-
ria a la célula "target" de la planta. Después de esta unis;m
el modelo consiste en una secuencia alteranda de : produc -
cién de sefiales,recepcidn y respuestas inducidas por la re-
cepcién de las sefiales entre los simbiontes.

En este modelo de reconocimiento, formado por una
serie de pasos individuales sefial-respuesta, se podria estu
diar y caracterizar individualmente, la produccién de sefla-
les, la recepcién de las distintas sefiales y las distintas
respuestas acopladas a la recepcién. Todo ello, contribui -
ria a explicar la especificidad bioldgica de la simbiosis.
Por tanto no hay que desestimar una interaccién sefial-res -
puesta que por si sola no puede explicar la especificidad de

la simbiosis.
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d) También es interesante mencionar el trabajo de
Bowles (1979), encaminado a dilucidar cémo la capacidad de
enlace de las lectinas superficiales puede.estar regulada y
acoplada a actividades internas de la célula huesped. Su hi
pétesis sugiere que las lectinas superficiales, localizadas
en las membranas, pueden unirse a receptores endbégenos de
las membranas. - De acuerdo con esta hipétesis, la formacién,
‘mantenimiento y:destruccién de estos complejos, puede rTegu
lar la actividad de las lectinas y modular cualquier acti
vidad bioquimica. La interacciémn de la lectina con los com
ponentes externos (carbohidratos), puede afectar la forma
cién de complejos de lectinas con los componentés endégenos
de la membrana y viceversa. Este modelo es 0Util porque no
se restringe Gnicamente a los componentes externos de la
membrana celulér ydva mas alld de cualquier referencia a las
lectinas. Sin lugar a duda, la dificultad estd en aislar ,
purificar y caracterizar a los receptores endégenos (Bauer,
1981).

A pesar de esta evidencia de la implicacibén de las
lectinas hay también bastantes en contra : infeccién de las
plantas que no forman lectinas (Pull et al., 1978),razas de

R. meliloti que aunque incapaces de unirse a las lectinas de

la alfalfa forman nédulos (Paau et al., 1981), etc. Los re
cientes trabajos de Stacey y Brill (1982) hacen la teoria

actualmente controvertida.

La unidén de Rhizobium mediada por lectinas no es
exclusiva. Es importante tener en mente que son microorga -
nismos muy présperos en el suelo y es posible su ligazén a
cualquier superficie, que represente una fuente de nutrien-
tes., También se ha observado un ligamiento polar de las cé
lulas de Rhizobium a varias superficies de distinta natura-
leza (vidrio, pléstico, etc., ) (Dazzo, 1979; Stacey et al,
1980). Parece probable que la unidn polar esté mediada por
cuerpos polares (Tsien y Schmidt, 1977). Sin embargo,se des
conoce la naturaleza bioquimica de los"cuerpos polares" asi

como, las condiciones ambientales que gobiernan la formacidn
y pérdida de estos "cuerpos polares".
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Localizacién de las células radicales suceptibles

de infecciédn.

Utilizanto técnicas inmunolégicas, bioquimicas y
electrofisiol&gicas, se ha podido comprobar en mutantes de
Rhizobium (Long et al., 1981) de crecimiento rdpido que la
inmensa mayoria de las bacternas unidas a la raiz nunca lle
gan a infectar y en general, sdlo el 5% de las infecciones
producen nédulos,siendo el resto abortados. Teniendo en cuen
ta que las células individuales de los pelos radicales o epi
dérmicas, pueden tener cada una varios rizobios ligados,qui
zds hasta 20 6 30, los pares celulares huésped/bacteria que
producen la infeccidén con éxito son una fraccidén minima, al

rededor del 1%. (Dazzo et al., 1976).

Los nédulos no se forman en zonas donde los pelos
radicales estan completamente desarrollados en el momento de
la inoculacién. Ocasionalmente, se infectan los pelos que en
ese momento estdn en desarrollo. Bhuvaneswari et al. (1980)
han propuesto un modelo de "desarrollo restringido” de 1las
células infectables. El modelo propone que las células sélo
pueden ser infectadas durante un tiempo determinado de su
desarrollo y UGnicamente las que se localizan en la regidn de
la raiz justo debajo de la zona de los pelos radicales méas

pequefios y encima de la zona de la raiz de rédpida elongacién.

Experiencias de inoculaciones puntuales y retarda
das han demostrado que la infectibilidad de las células epi
dérmicas de soja, es una propiedad transitoria, como cabria
esperar del modelo de"desarrollo restringido"de la nodula
cién indicado antes (Bhuvaneswari et al., 1980). La infecti
bilidad es adquirida y perdida acrépetamente a lo largo de
un periodo de alrededor de cinco horas en el caso de la so
Jja.

En estudios sobre la localizacidén y desarrcllo de
las células radicales infectables, en otras leguminosas, se

ha indicado que existe similitud y diferencias con respecto
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al patrén descrito para la soja. De hecho, la infectibili -
dad transitoria de las células epidérmicas .en desarrollo se

ha puesto en evidencia en cowpea, alfalfa y trébol ( Bauer

et al., 1980).

Infettividad de Rhizobium

Se ha dicho que las células radicales que pueden -
llégar a ser infectadas y dar lugar a ndédulos desarrollados
constituyen una pequefla proporcién del total de las células
de los pelos radicales. Ademads hay evidencias que sugieren
que algo semejante ocurre con el Rhizobium , s6lo una peque
fia fraccién de las células de un cultivo ordinario de labo
ratorio son infectivas en el momento de la inoculacién (Bhg
vaneswari et gl., 1977). Los resultados de Bhuvaneswari et
al, (1980) sugieren que sélo una célula de cada 5 a 20 es

infectiva.

: Al examinar si las células de Rhizobium deben o no
ser méviles para poder producir infecciones (Napoli Yy Al
bersheim, 1980 a) se ha demostrado que la movilidad y la qui
miotaxia no son fequeridas para la infeccién y posterior de
sarrollo del nédulo. Sin embargo, atin cuando no sea requeri
da, la movilidadkpuede conferirle ventajas significativas ba
jo ciertas condiciones "in vivo". Tales ventajas pueden no
ser detectadas bajo condiciones de inoculaciédn saturante "in

vitro".,

Una caracteristica importante de las células de Rhi
zobium infectivas es la sintesis de polisacéridos@junggren,
1969; Dazzo y Hubbell , 1975; Napoli y Albersheim, 1980 b).
Se ha descrito que estas bacterias produceh varios tipos di
ferentes de polisacaridos superficiales : ExopolisacAridos,
o polisacaridos extracelulares (EPS), polisacéaridos capsula
res (CPS), lipopolisacaridos (LPS), glucanos con distintas
uniones, etc., (Carlson, 1980). Los estudios sobre la pro

duccidén de distintos polisacdridos necesarios en la infec-
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cidén y nodulacidén son controvertidos. Sanders et gL.(1978),
indicaron que la sintesis de EPS era requerida para la nodu
lacién. Dazzo et al. (1976), han descrito que las lectinas

de trébol se unen a las células capsuladas de R.trifolii.

Hubbell y Elkan (1967), establecen que la produccién de EPS

es una caracteristica del R. japonicum necesaria para que
en mutantes de soja que normalmente no nodulan, se produzcan
nédulos. Todos estos y otros muchos estudios indican que la
formacidén de la célpsula y/o la sintesis de EPS, pueden ser
necesarios para la infeccidén y consiguiente nodulacidn aun
que las experiencias no son definitivas. Recientemente se
ha puesto de manifiesto qﬁe la modificacidén quimica de 1los

EPS de R. meliloti no solo inactiva su efecto positivo mos

trado sobre la nodulacidén de alfalfa, sino que puede llegar

a inhibir tal nodulacién (Olivares et al., 1984),
Reaccidén de curvatura del pelo radical" curling"

La primera respuesta evidente del huesped, despudsé
de la inoculacibén es el encurvamiento del pelo radical. Es
ta respuesta fue descrita por Ward hace casi cien aﬁos(Ward
1887). Actualmente, se sigue sin saber que sustancias produ
cidas;morRhizobiEE induce al "curling" o encurvamiento del
pelo radical, asi como la naturaleza de los factores respon

sables del proceso.

Durante algiin tiempo se pensé que el Acido indol -
acético producido por Rhizobium, era el responsable de la
deformacidén de los pelos radicales. La participacidén de las
auxinas €s, sin embargo, objeto de controversias, ya que si
bien Key et al. (1967) afirman que son necesarias para la
sintesis de nuevas enzimas que permitan la deformacidn del
pelo, Bergersen (1978) mantiene que no intervienen especifi
camente porque su adicién no produce una "curvatura marcada"
del pelo radical. Ademds, la auxina por si sola Y en un am
plio rango de concentraciones causa deformacidn del pelo pe
ro no el "curling" caracteristico, resultante de las inter-

acciones con Rhizobium (FEhraeus Y Ljunggren, 1967).



Yao y Vincent (1976) revisan la informacién exis
tente y concluyen que al menos hay dos factores implicados
en la deformacién del pelo, uno presente eh los filtrados
de cultivos de Rhizobium parcialmente dializable y termoes
table; mientras que el otro no es dializable y exige un con
tacto intimo entre el invasor y la leguminosa, para que se
exprese su actividad; Se sabe que el primero de ellos es
‘capaz de estimular actividades enzimAticas en las rafices de

leguminosas homélogas (Hubbell, 1970).

Se han descrito tres categorias de deformacién:ra
mificacibén, moderada curvatura si el pelo se curva entre
90 - 1802 y curvatura marcada, cuando el pelo se curva més
de 180¢ (Yao y Vincent, 1969)f S6lo en el caso de una cur
vatura marcada se puede hablar de una gran especificidad o
que ocurre uUnicamente cuando existe un contacto fisico con
tinuo con el Rhizobium infectivo, (Yao ¥ Vincent, 1976 ;

Broughton, 1978).

Sobre el mecanismo del "curling" no existe mucho
material bibliogrdfico, Bauer (1981) propone un modelo ba
sado en lo poco que se conoce de la estructura Yy desarro
llo del pelo radical. El modelo argumenta que las paredes
celulares de los pelos rédicales estdn compuestas por dos
capas distintas. La capa o flexible y contianua a lo largo
de todo el pelo y la capa A Que es 1igeramente.rigida, in
terna a la capa « y no es continua. Ambas estan formadas -
por microfibrillas de celulosa orientadas en un plano para
lelo a la membrana plasmatica del pelo, con polisaclridos

pécticos y hemicelulosas formando una matriz amorfa,

La célula del pelo radical se desarrolla a partir
de una célula epidérmica corta denominada tricoblasto (Bal
et al., 1978). De esta célula epidérmica emerge el pelo.La
capa externa flexible (capax ) se abulta hacia afuera como
resultado de la presién de turgor contra el Area localizada
donde falta la capa interna. La supresién localizada de 1la

capa 3 parece ser consecuencia de una desintegracidén de la



matriz microfibrilar o inhibicidén de la sintesis de dicha -
capa. Como consecuencia, cualquier célula bacteriana ligada
al 4pice emergente serd gradualmente desplazada desde el 4pi

ce hacia el borde del hemisferio abultado.

Figura 2.- Modelo propuesto por Bauer para la induccidén -
" "

del curling del pelo radical por Rhizobium.

El modelo propone que el'curling" resulta de una
inhibicidn localizada de la sintesis de la capa 3 en el pe
lo que emerge inducida por una célula de Rhizobium ligada.
Es decir, la capa 3 interna a la capa « , se deposita s6lo
por el lado opuesto al Rhizobium ligado. Al mismo tiempo que
el pelo se elonga, el Apice hemisférico flexible gira gra
dualmente alrededor de la bacteria ligada envolviendo al Rhi

zobium,

Parece probable que la funcidn biolégica del "cur-
ling" en los pelos radicales sea, envolver y encerrar ei Rhi

zobium ligado a la superficie de las células epidérmicas de

la raiz (Fihraeus y Ljunggren, 1967). Esta unién de Rhi zo
bium a la superficie radical es polar de forma que el eje

méds largo de la bacteria queda perpendicular a la rizoplana

(Broughton, 1978). Ademés la formacidn de una cavidad que
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encierra a la bacteria puede servir para aumentar, sustan =
cialmente, la concentracidén de nutrientes para el microsim
bionte asi como la concentracién de sefiales & efectores pro
cedentes del mismo. La pared envolvente proporciona algo sé
lido contra quien empujar, al tiempo que se inicia el fila
mento de infeccidn en 91 punto de contacto donde la estruc-
tura de la pared ‘celular se ha relajado por efecto de 1las

interacciones huesped-microsimbionte.

Formacién y desarrollo del filamento de infeccién.

i

Estd bien establecido que, la formacidn del filamen
to de infeccidén en las células del pelo es la tnica via de
entrada para los rizobios en las leguminosas de zonas templa

das, tanto forrajeras como de grano (Dart, 1974).

Napoli y Hubbell (1975) demostraron que el filamen
to de infeccién mostraba una continuidad con la pared celu
Jlar del pelo. Esto se pudo comprobar mediante lamicroscopia
electrénica (Higashi, 1966). Estos trabajos apoyan la hipé
tesis de Nutman (1952), segln la cual el filamento de infec
cidn, que se origina en el punto donde elncurling"esmésagg
do, se forma como‘una invaginacién de la pared del pelo ra

dical.,

- Los recientes estudios de Callagham (1979) superan
todos los intentos previos en este dificil problema. Estu
diando secciones secuenciales de pelos radicales de trébol,
infectados, observ$é que el filamento de infecciédn no era una
invaginacién del &pice del pelo radical, sino més bien se
inicia en un punto donde dos porciones de la pared del pelo
encorvado o ramificado forman una oquedad. Indicé que den
tro deesa oquedad, donde se inicia el filamento tenia lugar
una degradacidn o desintegracidén de la pared celular del pe
lo. Callagham (1979) concluyé que "las células de Rhizobium

penetran directamente la pared del pelo radical, por un pro



ceso que implica degradacién de los polisaciridos de la pa
red celular en un punto localizado". La aparente continui -
dad de la pared del corddén con la pared original del pelo
se debia a la sintesis de una nueva capa de pared. Esta nue
va pared deleilamento no era de callosa, pues no reacciona
histoquimicamente como la callosa (Kumarashinge y Nutman ,

1977) sino fibrilar y de naturaleza semejante a la pared del

pelo radical.

Es légico pensar que los enzimas capaces de hidro
lizar la pared celular intervengan en este proceso. Investi
gaciones recientes han puesto de manifiesto la produccidn de
enzimas pécticos, celulasas y hemicelulasas por Rhizobium ,
(Verma et al., 1978 a} Martinez~Molina et al., 1979). Se
gin parece las pectinasas intervienen de una manera destaca
da en los primeros estadios de la infeccidn (Napoli y Hub-
bell, 1975 ; Chandler, 1978; Martinez-Molina y Olivares 4
1982), mientras que la hemicelulasa vy Celulaéa actuarian en
la rotura de los filamentos de infeccidén que liberan bacte
rias en las células de la corteza radical. La antigua hipé
tesis de la induccidén por la bacteria de produccidn de poli

galacturonasa por las células radicales, carece de insufi

ciente apoyo experimental (Ljunggren y Fahraeus, 1959)en 1la

actualidad.

Desarrollo del filamento de infeccidn

El filamento de infeccidén es una vaina circular cu
ya superficie interna estad formada por celulosa vy rodeada -
por la membrana plasmatica de la célula huesped (Vermafg al,
1978 a) en su interior se encuentran las bacterias unidas ex
tremo a extremo e inmersas en una matriz de polisacdrido.El
nicleo de la célula infectada, generalmente, se sitda junto
al punto donde se inicia el filamento de infeccidn, adquie-
re un tamafio casi dos veces el normal y se mueve hacia la

base del pelo, delante del &pice del corddén en crecimiento.



Fl filamento crece a una velocidad de 7‘mm/h aproximadamen-
te, similar a la velocidad de crecimiento de la célula del
pelo (Nutman, 1965 ; Dart, 1977). La bacteria situada en el
4dpice del filamento de infeccién puede continuar dividiéhdg
se, mientras que las otras quedan constrefiidas pdr las pare

des del filamento.

»

El crecimiento del filamento de infeccidn probable
mente tiene lugar por aflojamiento de la celulpsa de la pa
red bajo la influencia de la auxina producida en el inte
rior de la vaina por Rhizobium (Bergersen, 1978) o bajo 1la
influencia de enzimas hidroliticos, celulasas y peptinasas,
las cuales se han detectado en las paredes del filamento de
infeccidén en nédulos de soja (Verma et al., 1978a,1978 b) e
La actividad celulasa parece ser de origen vegetal y la pec
tinasa de origen bacteriano, lo cual es consistente con los

estudios de Martinez~Molina et al.,1979).

El filamento de infeccidén crece desde el pelo ra
dical hasta el interior del cértex a través de las células,
de la corteza y a menudo con ramificaciones. El proceso por
el cual el cordén puede atravesar la pared celular basal del
pelo radical al interior de la célula adyacente, no es bien co
nocido. Sin embargo, por microfotografias(Newcomb, 1976) se
ha observado que en el proceso se combinan la presién ejerci
da por las bacterias dividiéndose en el &4pice del filamento,
acoplada con la sintesis de membrana plasmitica vegetal vy
la degrédacién‘y nueva sintesis del material de la pared ce
lular (Morre y Mollenhauer, 1974). Por tanto las bacterias,
siempre estardn rodeadas por la pared del filamento de in
feccién. Se formard, asi, el filamento intercelular entre la

célula del pelo radical y la célula adyacente cortical.



Otras formas alternativas de infeccidn,

Existen leguminosas infectadas en las que no se ob
serva el filamento de infeccién (Dart, 1974). Es posible que
se desintegre antes del examen, como se ha visto en ndédulos
viejos de soja (Goodchild y Bergersen, 1966). Sin embargo,
Dart (1974), sefiala que los nédulos, en los que no se forma
filamento de infeccidn, todas las células estdn invadidas -
por bacterias mientras que en los nédulos con filamento hay
células no infectadas. A la vista de esto parece ser que el
Rhizobium puede infectar a las leguminosas por un mecanismo
diferente segin formen o no filamentos de infeccién ( Dart,

1974).

Fl estudio de Chandler (1978) suministra un modelo
alternativo de infeccidén. Observé en raices de cacahuete |,
que las infecciones se inician en la unidén entre la célula
del pelo y la epidérmica adyacente, luego progresan interce
lularmente a través de la lédmina media. Esto generalmente ,
se produce en las zonas de aparicién de raices laterales.

El movimiento de Rhizobium desde la léamina media al interior
del citoplasma de la célula huesped, parece implicar la al
teracidén o desintegracién de la pared celular y el envolvi-
miento de la bacteria en una estructura membranosa. En este
tipo de nédulos, todas sus células estén infectadas ya que

provienen de la divisidén de las primeras células que se ha

bian infectado.



2.3.2.- Iniciacidn e Infeccidn del Meristemo Nodular.

Durante el crecimiento del filaménto de infeccidén a
través de las capas de células mAds externas del cértex, se
inicia una actividad meristematica en un pequefio grupo decé
lulas delante del &pice del filamento y en la zona profunda
_de la corteza radical (Newcomb et al., 1978). E1 crecimien-
to del filamento de infeccidén contintia dentro de esta regién
meristemidtica donde las bacterias son liberadas desde eléE}
ce del filamento al interior del citoplasma de las células

- ’ - ” .
meristematicas mas internas.

i

Las células meristemdticas que llegan a ser infecta
das por las bacterias, son predominantemente disomdticas -
(Dart, 1974). El resto de la zona meristemédtica se compone
de células diploides que se dividen y forman un sistema ra
dial de células intersticiales mno infectadas, dentro del nd
dulo maduro. Estas células, probablemente sirven para mejo

rar la difusidén gaseosa a través del nédulo (Goodchild,1978).

La liberacién de Rhizobium,dentro de las células
del huesped, se realiza por un proceso de endocitosis en el
cual quedan envueltos por una membrana de origen vegetal que
se denomina membrana peribacteroidea. Esta liberacién tam
bién estd relacionada con la ausencia de la pared celular en
el 4pice del filamento de infeccidén. Robertson et 2£.,0978a)
proponen que ia carencia de pared es debido a un cambio en
la fﬁncién del aparato de Golgi, de tal forma que mantiene
la sintesis de la mebrana plasmitica y disminuye la sintesis
de la pared celular. También puede ser incrementada la ac
tividad celulolitica y pectinolitica en el &pice del fila =
mento, dentro de las células de la corteza radical (Verma

et al., 1978 a; 1978 b).

Las bacterias que viven intracelularmente en los
nédulos activos rodeadas de la membrana peribacteroidea pue
den continuar dividiéndose y se transforman en bacteroides.

Estos se distinguen de las formas normales en su morfologia



poseen alteraciones en los citocromos y otros componentes de
la cadena de transporte de electrones (Evans y Russell, 1971)
Yy contienen nitrogenasa activa. Las células infectadas de -
bacterias contienen al principio amiloplastos, mitocondrias
Y pequefias vacuolas. A medida que el citoplasma se llena de
bacteroides, las vacuolas se unen, quedando los amiloplas -
tos y las mitocondrias en menor nimero, localizadas en la pe

riferia de las células infectadas (Phillips et al., 1976).

2.3.3.- Desarrollo del Tejido Nodular.

La distribucidén espacial que adoptan las célulasxng
ristemdticas en divisién, determina que los nédulos de las
leguminosas tengan formas y estructuras diferentes. Sprent,
(1979) reconoce dos tipos de nédulos, nddulos de crecimien—

to determinado y nddulos de crecimiento indeterminado.

Los nédulos determinados se forman a partir de un

meristemo de crecimiento definido, tienen un sistema vascu
lar continuo, dicotomizado y cerrado. El1 filamento de infee
cién no es el principal medio de distribucidn de las bacte
rias en los nédulos. La senescencia se inicia en la zona cen
tral del nédulo, la endodermis es cerrada Yy fonnaexternamgg
te una gruesa capa esclerotizada. En este tipo de nédulos ,
generalmente redondeados, los bacteroides son rechonchos,1i
geramente mas largos que las células normales, con un mayor
contenido en DNA por célula y se encuentran encerrados en
grupos de dos o mas dentro de las membranas envolventes.Sin
embargo, no ocupan todo el volumen quedando un espacio peri
bacteroideo considerable. Un ejemplo de este tipo de nédg

los son los de soja.

Los nédulos indeterminados, presentan un meristemo

de crecimiento apical e indefinido. El sistema vascular y
la endodermis son abiertos, llegando hasta la zona indife -

renciada del &apice del ndédulo. E1 filamento de infeccidn es



el principal medio de distribucidén de las bacterias en los
nédulos, ya que una vez liberadas las bacterias en la regién
més interna del meristemo, el filamento se ramifica y vuel
ve, en sentido contrario, dirigiéndose hacia la epidermis de
la raiz. Delante de los filamentos de infeccidn se infeia
una nueva zona meristemdtica, meristemo apical, donde dirén
_apareciendo nuevas células infectadas (Syono et al,. 1976).
La senescencia se inicia en la base del ndédulo Yy progresa ha
cia la regién apical en crecimiento. En este tipockanédulos
generalmente alargados, los bacteroides son pleomérficos,pg
diendo adoptar la forma de Y, T o X, mucho mayores que 1las
formas normales (Biseling et al., 1977). Las bacterias que
dan encerradas dentro de las membranas envolventes, general
mente de forma individual ocupando casi todo el volumen,por
lo que el espacio peribacteroideo es muy reducido. Especies
que forman este tipo de nddulos son el trébol, guisante, al

falfa, entre otras.

En este tipo de nédulos, se pueden diferenciar cin
co zonas : a) Zona de células meristeméticas blancas, pré
ximas al Apice del ndédulo ; b) Zona de infeccidén de nuevas
células meristemdticas; ¢c) Zona simbidtica inmadura, en 1la
que los bacteroides alin contintian dividiéndose rédpidamente,
dentro de las células hospedadoras que contienen gran canti
dad de almidén (Phillips et al., 1976); d) Zona simbidtica
tardia o madura, en ella las células vegetales estén comple
tamente llenas de bacteroides fijadores de nitrégeno, tiene
color rosado debido a 1la presencia de leghemoglobina en las
células infectadas. Estas células tienen menos almiddén que
las infectadas en la zona simbidtica inmaduraj e) Zona de
tejido senescente, color marrén verdoso a causa de la degra

dacién del grupo hemo de la leghemoglobina (Newcomb,1976).

La 1longevidad de las células infectadas en los :né
dulos, es distinta segiin las leguminosas y puede ser altera

da por condiciones ambientales (Goodchild, 1978).
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A la vez que se origina el tejido infectado delqé
dulo, tiene lugar la formacién del tejido no infectado a -
partir de las células de la endodermis y el periciclo de la
raiz, que también se dividen (Dart, 1977). Este tejido di
ploide, no es penetrado por los filamentos de infeccidén vy
continta su desarrollo para conectar el tejido vascular de
la raiz con los cordones provasculares del nédulo. Estos se
forman a partir de células corticales adyacentes al meris-
temo nodular, a medida que el tejido infectado se desarro-
lla. La diferenciacién para formar elementos del xilema ¥y
floema, se inicia en la conexidén con el sistema vascular
de la raiz y se extiende hacia el &pice del nédulo. Cada
cordén vascular estd rodeado de su propia endodermis, cuya
estructura es semejante a la de la raiz. Ademds de la en
dodermis los tejidos wasculares del nédulo, también estén
rodeados por células del periciclo. Algunas de estas célg
las pueden tener un citoplasma denso y elaborar gran canti
dad de pared celular. Estas células especializadas del pe
riciclo, se denominan células de transferencia y tienen un
papel importante en el transporte de aminodcidos fuera del
tejido infectado del nédulo, hacia el xilema y en el sumi
nistro de fotosintato desde el floema a las células del né

dulo (Pate y Gunning, 1972; Pate, 1976a; Newcomb, 1979).

Externamente, cada nédulo tiene una capa endodér-
mica que se diferencia a partir de la de la corteza de 1la
raiz. Esta endodermis une el 4pice del nédulo con la endo
dermis de la raiz y puede sufrir un proceso de suberifica-
cién (Dart, 1977). Las lenticelas pueden localizarse en la
capa externa y generalmente en zonas cercanas a los tejidos
conductores del nédulo, ayudando a la aireacidn del mismo

(Pankhurst y Sprent, 1975).
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2.4,- Bioquimica de la Fijacién de Nitrégeno en los

N6dulos de Leguminosas.

Estéd bien establecido que los bacteroides de 1los
nédulos de leguminosas tiene el sistema enziméAtico necesa -
rio para reducir el nitrégeno atmosférico a amonio (Bergeg
sen, 1974). La fijacién de nitrégeno en los bacteroides es
tA4 catalizada por la enzima dinitrogenasa o nitrogenasa. Es
te enzima ha sido localizada en gran variedad de microorga-
nismos, entre los cuales se encuentran bacterias aerobias ,
fotosintéticas, anaerobias y facultativas, ademés  de las cia
noficeas. Se puede hablar de una similitud entre todas las
nitrogenasas, cualquiera que sea el organismo de que proce-
da (Dilworth, 1974; Evans et al., 1976). Dentro del nddulo,

la enzima se localiza en el bacteroide.

2.4.1.- Estudio de la Nitrogenasa,

El complejo enzimAtico consta de dos proteinas. La
molibdenoferro-proteina (PM 200.000 - 270.000) y la ferro -
proteina (PM 50.000 - 60.000) ambas con azufre 14dbil (Ber-

gersen, 1977).

La molibdeno-ferro-proteina consta de 4 subunida -
des de dos tipos diferentes y un cofactor de molibdeno (Fe
Mocp) que puede ser el lugar de reduccidén del nitrégeno. El
contenido de hierro varia desde 30 a 36 &tomos Fe/mol de te
trdmero (Emerich y Burris, 1978) y el de molibdeno es de 2
dtomos/mol (Yates y Planque, 1975; Orme-Johnson et al., -
1977). Se ha denominado también nitrogenasa o componente I,
En esta proteina casi la mitad del contenido de hierro es

t4 asociado al cofactor de molibdeno. En este cofactor el
hierro no puede estar como un grupo convencional 4Fe - 4S8 &
2Fe - 2S, sino como un grupo que contiene molibdeno,posible
mente del tipo 3Fe-Mo-4S. El resto del hierro se encuentra

en grupos 4Fe - 4S (Orme - Johnson et al., 1978). Sin embar

80, la estructura tridimensional de la proteina esti actual
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mente en estudio. El concepto de peso molecular, conteni
do metélico y estructura cuaternaria, son factores criticos
que son necesarios resolver para entender la estructura y

funcién de la Mo-Fe proteina.

El componente ferroproteico de la nitrogenasa, lla
mado también componente IT o nitrogenasa reductasa, compren
de 2 subunidades idénticas. Se acepta actualmente que todas
las ferroproteinas contienen varios grupos 4Fe - 4S (Tanaka

et al., 1978).

Los requerimientos basicos para que opere la nitro
genasa son : un reductor, un sustrato reducible, un sistema
generador de ATP, iones Mg como activadores y un ambiente -
anaerobio. A esta complejidad hay que afiadir que ni el com
ponente I ni el II aisladamente pueden catalizar la fijacién
de nitrégeno, sino que se requiere su ensamblaje para la ope

ratividad. (Brill,. 1975}«

El funcionamiento de la nitrogenasa ha sido estu
diado utilizando espectroscoia de Mossbauer, que presenta -
grandes ventajas para los compuestos de hierro. La ferro-pro
teina en su forma oxidada se reduce a expensas de un donador
de electrones, como la ferredoxina y flavodoxina " in vitro"
podrian actuar también el metil violdgeno o el ditionito sé
dico. Una vez la proteina reducida, acepta el complejoMgATa
experimenta wun cambio conformacional (Ljones y Burrisﬂ978)
y dé potencial redox. Esta alteracidn es inhibida por el -
MgADP. De esta forma, la ferroproteina reducida y activada,
es altamente reactiva, 1abil al oxigeno, ficilmente puede
perder el hierro y un agente reductor muy poderoso capaz de

reducir a la molibdeno-ferro-proteina.

La molibdeno - ferro-profeina acepta al sustrato re
ducible y forma un complejo con la ferro~proteina activada,
unida al MgATP, produciéndose la transferencia de electrones
Yy la hidrélisis de MgATP (Smith et al., 1972). Hageman y
Burris (1978 a) argumentan que por cada par de electrones |,

que se transfieren de la ferraproteina, se hidrolizan 4 mo-



léculas de ATP. Finalmente, los electrones son transferi -
dos, en numero de seis, de la molibdeno-ferro-proteina re
ducida al nitré6geno liberéndose 2NH3. Ambas proteinas , se
reoxidan al ceder los electrones y pueden comenzar el ciclo

de nuevo.

Los tyansportadores de electrones a la nitrogena-
- sa, deben tener un potencial redox muy bajo para poder re
ducir la ferro-proteina "in vivo" puesto que el potencial

redox de esta proteina es de -280 mV. Los donadores de elec
trones, como la ferredoxina o flavodoxina, utilizadas para
reducix a la ferraprotefna, han sido detectados en siste -
mas fijadores de nitrégeno, pero debido a su inestabilidad
ha sido necesario utilizar sist mas artificiales para ensa

yarlos "in vitro" (Massey y Hemmerich, 1978).

Las flavodoxinas son flavoproteinas, con un grupo
FMN por molécula, de peso molecular 16.000 § 23.000 daltons
Yy sustituyen a la ferredoxina en la transferencia de elec
trones cuando falta hierro (Knight y Hardy, 1966). Tienen
tres estados de oxidacidn : completamente oxidada, semiqui
nona y completamente reducida o hidroquinona, cada uno con
un espectro UV caracteristico (Yates, 1972 ). Las ferredo
xinas, peso molecular entre 24.000 vy 55.000 daltons, son fe
rraoproteinas con grupos 4Fe - 4S, no se puede precisar que
Atomo de Fe esté involucrado en la oxido~reduccidn, pues to
do el centro se comporta como un reductor tnico (Yates et

als 1978 ; Yates, 1980).

Un aspecto arduo ha sido 1la determinacidén del. do
nador de electrones fisiolégico a la nitrogenasa. Beneman,
et al. (1971), propusieron un sistema en el cual el dona
dor de electrones es el NADPH e interviene 1la ferredoxina,
la flavodoxina y una proteina desconocida. Este modelo fué
apoyado por Wong et al. (1971) y criticado por Haaker et
al. (1974). Un esquema alternativo fue propuesto por Vee
ger et al. (1979), en él se requiere una membrana energé-

tica que puede ser facilmente dafiada, eso explicaria la ba
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ja actividad nitrogenasa en extracto de Azotobacter, con do

nadores fisioldégicos de electrones. En este esquena inter -
viene una flavodoxina hidroquinona que es quien cede los
electrones directamente a la nitrogenasa. Este modelo estéa

apoyado por la deteccidén de una flavodoxina oxidoreductas-a,

dependiente del NADH encontrada en Azotobacter y en Rhizo-
bium (Veeger et al., 1979). El esquema de transporte de
electrones, por tanto serviria para bacteroides de Rhizo-
bium. En este esquema, el NADH y el gradiente quimiosmético
a través de membrana, son usados para reducir la flavodoxi-
na semiquinona a su forma hidroquinona, la cual puede redu

cir a la nitrogenasa.

Sustratos reducibles por la nitrogenasa.

La nitrogenasa es un enzima versatil y reduce va

rios tipos de sustratos (McKenna gi gl., 1976) particular -

3 7 3
mente, isoesteres con triple enlace, el sustrato natural N_,

2
los protones procedentes del agua, el acetileno, &6xido de
nitrégeno, etc. Rivera-Ortiz y Burris (1975), sefialan que

existen evidencias a favor de que las reducciones tienen lu
gar en sitios activos distintos y de forma diferente.los es
tudios de la cinética de interaccidén entre pares de sustra-
tos (Hwang et al., 1973) demuestran que en el sitio de re-

duccién del nitrégeno, también se reduce posiblemente el N, O

2
pero no otros sustratos;las azidas y el cianuro se reducen,
en el mismo sitio, el cual es diferente del sitio de reduc-
cién del acetileno, el sitio donde se reducen los protones
también es Unico. Esto quiere decir, que hay al menos cua-

trositios de enlace diferentes, para la reduccidén de .sustra

tOSlO formas del enzima.

Un esquema del funcionamiento de la nitrogenasa se -

gun gprent (1979) se expone en la Figura 3.
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Figura 3.- Esquema del funcionamiento del complejo enzimdtico,

nitrogenasa, que reduce
el nitrégeno atmosférico.



Control de la nitrogenasa.

FEl principal control de la actividad nitrogenasa ,
se ejerce a nivel del ATP, que se requiere como fuente de
energia. La actividad del enzima, mantiene una respuesta 1i
neal con el incremento de la carga energética, necesitando
un pequefio umbral de energia por debajo del cual es inacti-
va (Appleby et al., 1975). De forma indirecta, el control de
la actividad mitrogemasa puede ejercerse a mivel de la :com
partimentacién de electrones entre la reduccidédn de nitrége-
no y la produccidn de H2 dependiente del ATP (Dixon, 1972 ;3
Bethlenfalway et al.,1978).

El control de la biosintesis de la nitrogenasa ha
sido estudiado en Klebsiella.Se ha comprobado que se ejerce
a través de la glutamina sintetasa, enéima que estimula la
sintesis de la nitrogenasa (Streicher y Valentine, 1977).La
actividad de la glutamina sintetasa estd controlada por la
adenilacién de las subunidades del enzima, siendo la enzima
desadenilada necesaria para la sintesis de la nitrogenasa -
(Kennedy y Eady, 1979). Cuando la glutamina esté& en concen-
traciones elevadas, se activa el sistema de adenilacién, con
virtiendo a la glutamina sintetasa en su forma adenilada |,
que es la forma inactiva del enzima. La enzima adenilada es
t4 implicada en la represién del operdén nif (operén que co
difica el enzima nitrogenasa), siendo la glutamina sinteta-
sa desadenilada la directamente implicada en la transcrip -

cién del DNA nif (Streicher y Valentine, 1977).

Otro sistema de control de la nitrogenosa lo pue-
de ejercer el amonio, inhibidor de su sintesis. Se ha pro
puesto que, el amonio produce. una represidén de la actividad
de la glutamina sintetasa, e incrementa su estado de adeni-
lacién (Bergersen y Turner, 1976). La inhibicidén de la sin
tesis de la nitrogenasa por el amonio, estd mediada por 1la
adenilacién de la glutamina sintetasa, provocada por un -

aumento de la glutamina. =R




El control de la biosintesis de 1la nitrogenasa en
Rhizobium es controvertido. Bergersen y Turmer (1978), en
cuentran una correlacidn positiva entre la actividad nitro
genasa y el nivel de glutamina sintetasa desadenilada en
cultivos de Rhizobium . Estos autores detectan que el exce
so de amonio no reprime la nitrogenasa en cultivos con O2
limitante. Estaiobservacién podria explicar, porquéd la ¢
trogenasa parece ser desreprimida en bacteroides de Rhizo-
bium, los cuales producen el amonio en exceso y lo excre-

{
tan en contraste con Klebsiella cuyo exceso de amonio re

prime la sintesis de la nitrogenasa (Tyler, 1978).

La presencia de glutamina sintetasa en pequefias -
cantidades en el bacteroide, en comparacién con 1la que exis
te en la célula hospedadora, induce. a creeer que este enzi
ma puede jugar el mismo Papel en su doble forma, adenilada
Y no adenilada que se le ha atribuido en fijadores libres.
Sin embargo, esta hipétesis estd descartédndose al encontrar
que otros genes distintos a Gln A, son los que Jueganeﬂ.pg
pel decisivo en la activacién - desactivacién de los genes
responsables de la fijacién. Habra que esperar algin tiem-~
PO para conocer qué ocurre en Rhizobium aunque ya se sabe,

que el producto del gen nif A de Klebsiella activa lantraqg

cripcién de los genes estructurales responsables de la sin

tesis de la nitrogenasa en R. meliloti e incluso el produc

to del gen Gln G, uno de los genes ligados al GLn A, ( de
la GS) también activa la transcripciédn (Merrick, 1982; Ow

Yy Ausubel, 1983).

R.4.2,- Asimilacién del Amonio

Los estudios iniciales realizados con nédulos de

Serradella (Kennedy et al., 1966) indicaron que el amonio

producido en la fijacién de nitrégeno era asimilado en los
bacteroides. Esto fue cuestionado (Bergersen y Turner,1967)

cuando se detectd que en bacteroides aislados Y en Rhizo-



bium en vida libre se excreta, el 90 % del nitrbégeno fijado

como amonio. Se establecidé que la mayor parte del amonio pa
saba a la fraccidén citoplasmitica de las células hospedado-

ras del nédulo (Robertson y Farnden, 1980).

La cuestién de porqué Rhizobium excreta el amonio,
formado en la fijacidén de nitrégeno es intrigante, sin em-
bargo, contribuye a maximizar los efectos positivos de la
simbiosis. E1 amonio es un represor de la sintesis de la ni
trogenasa (Tyler, 1978) a nivel de la transcripcién del ADN
de forma que en presencia del amonio no se sintetiza el en-

zima.

En el bacteroide los niveles de enzimas de la asi-
milacién de amonio, glutamina sintetasa (GS) glutamato sin
tasa (GOGAT) y glutamato deshidrogenasa (GDH), son demasia-
do bajos para asimilar todo el amonio producido en la fija-

cibén de nitrdgeno (Werner ¥ St riplfy, 1978).

Sin embargo, la actividad de los enzimas de laasi
milacién del amonio. en la célula hospedadora del ndédulo, es
muy apreciable (Robertson et al., 1975 a). Ademés, durante
el desarrollo del nédulo, cuando se incrementa el nivel de
leghemoglobina y la actividad nitrogenasa, (Scott et al.,
1976) la actividad GS se estimula en la fraccidn vegetal.To
do ello indica que la asimilacidén del amonio tiene lugar en

el citoplasma de las células hospedadoras del nddulo.

La glutamina es el primer producto orgénico esta -
ble formado. Se ha descrito ampliamente que la via de asimi
lacidén del amonio es a través del sistema GS/GOGAT (Robert-
son et al. , 1975 b; Miflin y Lea, 1976). A este sistema Rho
des et al. (1980) lo denomind ciclo de la glutamato sinta-
sa. La glutamina sintetasa necesita ATP, iones Mg++ vy gluta
mato para fijar el amonio y formar glutamina. Tiene una Km
muy baja y su actividad estd correlacionada con la activi -
dad de la nitrogenasa, que se incrementa con el desarrollo
de los nbédulos. La glutamato sintasa requiere NADH proceden

te del fotosintato, via glucolisis, y un cetodcido, especi-



ficamente el X - cetoglutdrico ( Boland et al., 1980 ).

La glutamato deshidrogenasa tiene .escaso papel en
el metabolismo del amonio en los nédulos de leguminosas, el
nivel detectado ha sido minimo excepto en trébol blanco. Po
siblemente porque este enzima tiene una Km muy alta y requie
re niveles de amonio elevados para que sea eficiente, nive-

les que podrian:inhibir la nitrogenasa (Gibson et gl.,1977).

Los mecanismos de regulacidén de estos enzimas en
los nédulos de leguminosas no se conocen bien (Dilworth 3
1979) Hay autores que proponen una posible 1nh1b1010n feed
back por aminoidcidos suministrados por la planta (Boland et
al., 1980). Otros autores proponen que el amonio causa una
represién de la actividad glutamina sintetasa e incrementa
el estado de adenilacién del enzima (Upchirch y Elkan,1978b).
De hecho, la glutamina sintetasa de los bacteroides de nume
rosas leguminosas ha sido aislada Y caracterizada (Robert&nl
et al., 1975 a; Boland et al., 1980), encontrédndose adenila
da, en contraste con la existente en el citosol de la plan
ta hospedadora que no estéd adenilada. Planque et al. (1978)

detectaron en el bacteroide de R. leguminosarum que el ni

vel de glutamina sintetasa adenilada disminufa durante el
periodo de desarrollo del nédulo, cuando la actividad nitro
genasa estaba 1ncrementand0 Parece ser que existe una corre
lacién positiva entre la actividad nitrogenasa y el nivel -
de sintetasa no'adenilada (Bergersen y Turner, 1978). Por
tanto, se podria pensar que la glutamina sintetasa no adeni
lada es requerida para activar la sintesis de 1la nitrogena-
sa en Rhizobium.

Un esquema del metabolismo integrado del nédulo se

expone en la Figura 4.
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2.4,3.- Transporte de los Asimilados Nitrogenados,

Aunque el primer producto orgénico formado, proce=-
dente de la fijacién es la glutamina, los productos que se
transportan al tallo, via xilema, son de dos tipos diferen-

tes: asparragina_y ureidos.

En la méyoria de las leguminosas noduladas el pro
ducto nitrogenado que se transporta en un 90 % es la aspa -
rragina (Atkins et al., 1975 ; Fujihara y Yamaguchi, 1980).
La formacién de asparragina entrafia el uso del éqido oxal=~
acético que procede de la asimilacidn anaplerdética de co, -
via PEP-carboxilasa. Se ha comprobado que la actividad PEP-
carboxilasa se diqu;a cuando se inicia la fijacién de ni
trégeno (Heytler y Hardy, 1981). El oxalacetato con el glu-
tamato forma aspartato y cetoglutlrico, por accién de una
aspartato amino transferasa, a continuacidn el aspartato con
la glutamina puede formar asparragina, con la intervencidén
,de la asparragina sintetasa (Boland et al., 1979)que requie
re ATP (Huber y Streeter, 1981). Ambas enzimas han sido de
tectadas en el citoplasma de las células nodulares infecta-

das (Bergersen, 1982),

Los ureidos, alantoina y &cido alantoico, fueron es
tudiados inicialmente por Mothes (1961), si bien fueron ig
norados hasta que se detectaron en el andlisis de los com
puestos nitrogenados transportados via xilema desde los né
dulos de soja (Matsumoto et al., 1977). La sintesis de urei
dos, como resultado de la fijacidn de nitré6geno, ha sido de
tectada en especies de origen tropical perteneciente a 1los

géneros Phaseolus, Vigna Y Glycine (Lea y Miflin, 1980; Tho

mas y Schrader, 1981). La formacidn de ureidos por los nédu
los de leguminosas ha sido utilizada como indicador de la -
capacidad de fijacidn de nitrégeno, en condiciones de campo
(Patterson y LaRue, 1981), puesto que el nitrégeno combina-
do del suelo cuando se absorbe por la raiz, no se transpor-
ta como ureidos, por tanto estos compuestos se forman exclu

sivamente en tejidos nodulares.
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La sintesis ha sido dilucidada por Triplett et al.
(1980).Sigue la via de degradacién de las purinas, requiere
ATP, tres derivados nitrogenados (glicina, aspartato y glu
tamina)y dos Atomos de carbono activados. El metabolito ini
cial es la ribosa que se regenera cuando se produce inosina
5 — monofosfato. La inosina 5- monofosfato es un metabolito
clave que puede originar purinas o desviarse hacia la forma
cibén de xantina que produce Acido Grico, alantoina y 4é&cido
alantoico por accién de una xantina deshidrogenasa, uricasa
y alantoicasa respectivamente (Woo et ‘al., 1980).Em.esta.sig
tesis también se utiliza la PEP-carboxilasa, para formar oxa

lacetato que se dirige hacia la formacidén de glicina en vez

de aspartato, como en la via anterior (Cookson et al.,1980).

Newcomb y Tandon (1981) han sugerido que la sinte-
sis de ureidos se localiza en los tejidos intersticiales no
infectados, donde se ha identificado la presencia de micro-
cuerpos y reticulo endoplasmitico liso. La alantoinasa ha
sido localizada en la fraccidén microsomal que proviene del

reticulo endoplasmdtico liso.

Los ureidos son una forma estable para mantener al
macenado el nitrégeno fijado, ademds de ser un sistema répi
do y eficaz para detoxificar el nédulo de altas concentra -
ciones de amonjo. En términos energéticos,Lea et al. (1982)
concluyen que a pesar de la complejidad metabdlica de la sin
tesis de los uréidos su coste energético es menor que el re
querido para la biosintesis de la asparragina.Otra ventaja,
que presenta el transporte de ureidos respecto al transpor-
te de asparragina es la relacidn C/N. Los ureidos presentan
una relacién C/N menor que la asparragina, lo que implica
que los ureidos requieren menos esqueletos carbonados, para
transportar una misma cantidad de nitrdégeno asimilado,que la

asparragina (Farnden, 1981). .

El transporte de los compuestos nitrogenados pro-
cedentes de la fijacidén de nitrégeno, desde los nédulos, es

un proceso que cambia dindmicamente durante el crecimiento



de la planta. Generalmente, la mayor parte del nitrégeno fi-
jado durante el periodo vegetativo, se acumula en las ho jas
pudiendo ser utilizado posteriormente en el llenado de la se
milla cuando decae la fijacién de nitrégeno como respuesta a
la falta de fotosintato a los nédulos. Es importante que los
asimilados nitrogenados sean rdpidamente transportados a los

lugares de utiliiacién, drganos vegetativos o reproductores.

Gunning et al. (1974) consideraron que las células
de transferencia intervienen activamente en los procesos de
-carga y descarga de compuestos en el nédulo. Interviene tan
to en la importacidén de fotoasimilados al nédulo, como en
la exportacién de los compuestos orgédnicos nitrogenados. A
través de ellas se pueden exportar los aminodcidos en concen
traciones mucho mids elevadas de las que pueden ser secreta -
das a través de los espacios intercelulares (Pate y Gunning,
1972). La secrecidén estad facilitada por un flujo osmético de
agua a través de la vaina endodérmica hasta el xilema del né

dulo, que conecta con el del sistema vascular de la raiz.

Las células de transferencia se han encontrado casi
exclusivamente en nédulos de crecimiento indeterminado (Tri

bu Viciae y Trifoliae) mientras que en nédulos determinados,

(Tribu Phaseolae) estén ausentes. No obstante Sprent (1980),
ha descrito la presencia de numerosas células de transferen-
cia en el parénquima xilemdtico de las rafces de soja, cerca

nas a donde se localizan los ndédulos,

La glutamina y asparragina después de ser exporta -
das a otras partes de la planta pueden ser utilizadas direc
tamente en la sintesis de proteina o participar en otros pPro
cesos metabdlicos. En cambio, los ureidos deben ser pPrimera-
mente degradados a urea y glicolato, siendo la urea cataboli
zada posteriormente hasta amoniacoyrdiéxidO(hacarboné(Tajima,
et al., 1977). El amonio debe ser asimilado de nuevo, en for
ma de aminoécidos, para ser utilizado en los distintos proce
sos metabdélicos. Todas estas transformaciones tienen lugar -

en las hojas.



2.5.- Aspectos Fisiolégicos de la Fijacién de Nitré-
geno.
2.5.1.- Proteccidén de la Nitrogenasa Contra el

Dafio Causado por el Oxigeno.

Ademas de ser las proteinas de la nitrogenasa muy
sensibles al oxigeno, su biosintesis es inhibida por este -
elemento a nivel de transcripcidén por una regulacién pareci
da,al menos en Klebsiella, a la del amonio. Por lo que deben
existir mecanismos o estructuras que o bien excluyan el oxi
geno de las proximidades del enzima o alternativamente trans
formen los sitios suceptibles al oxigeno en tolerantes al
mismo (Dalton y Postgate, 1969). Veamos los mecanismos de
proteccién en los distintos fijadores de nitrdgeno.

En organismos anaerobios no se presenta este pro -
blema, sin embargo en aerobios,las estrategias que adoptan,
son distintas. Estos organismos pueden rodearse de una capa
mucosa que actlla en barrera dejando difundir el oxigeno ade
cuado.En otras ocasiones se produce la eliminacidén metéilica
del mismo por una respiracidn intensa mediante la cual se su
prime el oxigeno que puede afectar a la fijacidn de nitrégg
no.Haddock y Jones(1977) denominan a este mecanismo"Protec-—

cién respiratoria" y proponen, para Azotobacter, la existen

cia de dos cadenas respiratorias, una que funciona con altas
concentraciones de oxigeno y la otra con bajos niveles.Otra
estrategia se basa en la existencia de proteinas que prote-
gen a la nitrogenasa cubriéndola en los sitios sensibles al
oxigeno.Estas proteinas no estdn bien caracterizadas aunque

en Azotobacter se postula la existencia de una proteina con

hierro y azufre que se asocia a la nitrogenasa inactivando-
la reversiblemente cuando hay concentraciones altas de oxi-
geno (Haaker y Véeger,1977;Robsoh, 1979).Las algas verde-azu
les desarrollan unas células especializadas, denominadas he
terocistes, distintas de las células vegetativas que carecen

de FS IT, no pueden fijar el diéxido de carbono, ni liberar



- 58" &

oxigeno. La nitrogenasa se restringe tUnicamente a los hete
rocistos por lo que existe una compartimentacién espacial
de la fotosintesis y la fijacién de nitrégeno (Bothe et al.,

1980).

En los nédulos de raices de leguminosas la estrate
gia seguida frente al oxigeno es més compleja, interviene un
pigmento soluble de color rojizo, llamado leghemoglobina que
es el encargado de suministrar el Qxigeno a los bacteroides,
a la concentracién adecuada, para que pueda producirse la
energia suficiente sin inactivacién o inhibicidn de lanitro

v

genasa.

2.5.2.~- Leghemoglobina : Localizacidn vy Puncién.

La primera vez que se describid a la leghemoglobi-
na, se identificé como una hemoglobina que sufria una oxige
nacién reversible en respuesta a los cambios de oxigeno en
el ambiente (Kubo, 1939). Pronto se encontrd que la leghemo
globina estaba presente en los nédulos en concentraciones -
que frecuentemente se correlacionaban con la efectividad de
la simbiosis (Virtanen, 1955). Keilen y Smith (1947) confir
maron por espectfoscopia la oxigenacién de la leghemoglobi-

na en los nédulos de soja.

(Lb) Leghemoglobina-Ferrosa + 02;;3,Oxileghemoglo—
bina-Ferrosa (LbOZ).

En los ndédulos funcionales, la leghemoglobina acti
va parece estar exclusivamente en forma ferrosa (Appleby,
1969), por lo que el grupo hemo debe ser mantenido en forma
reducida. Esto se consigue a través de una ferrileghemoglo-
bina-reductaéa, dependiente del NADPH, que ha sido detecta-
da en ndédulos. La actividad del enzima es alta durante el -

periodo de mAxima fijacidn de nitrégeno que coincide cuando



el contenido de leghemoglobina es mds elevado. En cambio su
actividad, en ndédulos inactivos, fue menor (Bashirova et al.,

1978).

La leghemoglobina es una hemoproteina . monomérica
de PM entre 15.000 y 17.000 daltons que puede llegar a cons
tituir el 10 % de las.proteinas de la fraccidn vegetal de
los nédulos de leguminosas (Bergersen, 1978).Hay ‘evidencias
que indican que el grupo hemo, una protoporfirina IX como
grupo prostético de la proteina, es sintetizado por el bac
teroide (Appleby, 1974), mientras que la apoproteina de 1la
Lb, la globina, es sintetizada por 1la planta hospedadora -
aunque el lugar y los factores que intervienen en la unién,
de ambos componentes, para formar la leghemoglobina funcio-

nal, no se conoce.

La leghemoglobina como proteina soluble se locali-
za dentro de los tejidos centrales del nédulo que contienen
los bacteroides (Smith, 1949). Sin embargo, la localizacidn
intracelular es bastante controvertida. En estudios con hie
rro marcado, Dilworth y Kidby (1968) utilizando 59Fe en sec
39

ciones de ndédulos, concluyeron que la leghemoglobina -~""Fe,
se localiza entre la superficie del bacteroide y la membra-
na que lo envuelve, es decir en el espacio peribacteroide.

En contraste con esto, Dart y Chandler (1971), demostraron

que la leghemoglobina de los nédulos de distintas legumino-
sas se localiza en el citoplasma de las células infectadas.
Bergersen y Goodchild (1973a),para solucionar las discre -
pancias estudiaron el tema, determinando que la mayor parte
de la leghemoglobina se encuentra dentro de la envoltura mem
branosa de los bacteroides, a una concentracién de 1,5 mM ,
en el periodo de maxima fijacidén de nitrégeno. Conclusiones
seme jantes se obtuvieron con guisante y con trébol blanco -
(Gourret y Ferndndez-Arias, 1974). Posteriormente, la con
troversia fue de nuevo abierta por Verma y Bal (1976), quie

nes utilizando técnicas inmunoldgicas, demostraron que se

localiza en el citoplasma de la célula hospedadora, rodean-
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do a las membranas envolventes del bacteroide. Sin embargo,

estos resultados fueron muy criticados por Goodchild (1977).

Las diferencias entre estos informes pueden ser de
bidas a las diferentes técnicas utilizadas para la fijacién
del tejido. La investigacién encaminada a conocer la locali
zacién intracelular de la leghemoglobina ha continuado.
Cuando se aislaron bacteroides de nédulos de altramuz y S0
Ja rodeados de la membrana peribacteroide intacta, no se en
contrdé, leghemoglobina asociada a la membrana que envuelve a
los bacteroides (Verma et al., 1978). En este sentido, Ber
gersen y Appleby (1981), también aislaron bacteroides con
la membrana envolvente intacta y .sugirieron que hay dos si
tios de localizacidén de la leghemoglobina, encontréndose en
el citoplasma, alrededor de los sacos, en una concentracién

10 veces superior que en el espacio peribacteroideo.

Clésicamente se ha descrito que la leghemoglobina
del nédulo, se une al oxigeno para evitar que interfiera en
el proceso de fijacidén de nitrdgeno. Esto no es exactamente
cierto Yy puede conducir a ideas errdémeas. Es cierto, que 1la
concentracién de oxigeno libre en los tejidos del nédulo ,
determinada por oxigenacidén de la leghemoglobina o utiiizag
do un microelectrodo de oxfgeno (Tjepkema y Yocum, 1974),es
relativamente baja. Esto puede ser debido a la gran demanda
de oxigeno que exigen las numerosas bacterias presentes en
cada célula infectada del nédulo y a la difusiédn restricti-
va del oxigeno a los sitios de consumo, considerédndose que
la mayor resistencia se encuentra en la zona interna de 1la
corteza radical. Se ha demostrado que cuando la unidn del -
oxigeno a la leghemoglobina se bloquea por el CO, el flujo
de oxigeno al bacteroide y la actividad nitrogenasa disminu
yen. Por tanto, seria méAs correcto afirmar que "bajo condi-
ciones restrictivas en el suministro de oxigeno al bacteroi
de, dentro de las células del nédulo, la presencia de leghe
moglobina asegura un adecuado flujo de oxfgeno para mante -

ner una adecuada fijacidén de nitrégeno".
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Se han sugerido dos funciones para la leghemoglobi
na, facilitar la difusidén del oxigeno libre a través de la
membrana que rodea al bacteroide y actuar como filtro deogé
geno que permita mantener una correcta concentracién del mis
mo en la superficie del bacteroide para soportar la sinte -

sis de ATP y la actividad nitrogenasa.

Se asume que el ATP necesario para la nitrogenasa,
en el bacteroide, es producido por la fosforilacidn oxidati
va (Bérgersen, 1978). Los bacteroides tienen dos sistemas -
oxidasa terminales con diferentes afinidades por el oxigeno
(Appleby et al., 1981). Se ha propuesto que uno deestos siis
temas, el de alta afinidad, produce ATP eficientemente a ba
jas concentraciones de oxigeno (0.01-0.1 uM) mientras que el
otro, el sistema de baja afinidad, opera a concentraciones
de oxigeno superiores ( 1-10 uM) Yy produce ATP menos eficien
temente. La leghemoglobina va a facilitar la difusién trans
lacional del oxigeno, a los bacteroides, a una velocidad su
ficiente para mantener una anaerobiosis que no inhiba la 13
jacién de nitrégeno. La concentracién de oxigeno ligado a
la leghemoglobina, es de 10.000 a 100.000 veces mayor que la
del oxigeno libre, por lo que la oxileghemoglobina difunde
a través de un gradiente muy acusado de oxigenacién. Dicho
gradiente se estableceria entre la membrana plasmitica de
las células infectadas y las membranas peribacteroideas. El
paso del oxigeno desde aqui hasta el bacteroide, implica la
difusidén como oxigeno libre a través de la membrana peribac
teroidea, espacio peribacteroide, membrana envolvente exter
na del bacteroide, y espacio periplésmico, hasta el sistema
citocromo en la membrana envolventé interna del bacteroide,

(Robertson et al., 1978).

La leghemoglobina se encuentra en todos los nddulos
efectivos de las leguminosas y su nivel sigue el mismo per-
fil que la actividad nitrogenasa en los bacteroides (Bisse-
ling et al., 1978). Por tanto, su concentracidn puede estar

relacionada, en cada momento, con el grado de actividad del
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7 s " .
nédulo, habiendose utilizado en algGn caso como indice de la

fijacibén de nitrdégeno,

La senescencia del nédulo se observa por una pérd1
da del color rosado y la adquisicidn de un color marrén ver
doso, debido a los productos de degradaciédn del grupo hemo
de la 1eghemoglobina; Esta senescencia, medida como disminu-

" cidén de 1la leghémoglobina, se acelera con la adicidn de ni

trégeno combinado al medio de cultivo (Chen Y Phillips,1977}

2.5.3.~ Metabolismo del Hidrégeno : Sistemas Hidro

genasa

Ya en 1956 Wilson y col. (Shug et al., 1956) deter
minaron que la fijacién de nitrégeno y el metabolismo del hi
drégeno, en los nédulos de las leguminosas, estén relaciona
dos. Esta relacién permanecié oscura hasta que se demostrs,

que los extractos de Azotobacter producfian una liberacidn de

hidrégeno dependiente del poder reductor y del ATP, concomi
tante con la fijacién de nitrdégeno (Bulen y Lecomte, 1966).
Posteriormente fue Dixon (1972) quien contribugﬁ al esclare-~
cimiento de la relacidn entre la nitrogenasa y la hidrogeng
sa. En la actualidad este interesante tema ha sido puntuali
zado, en ndédulos de leguminosas (Dixon, 1978; Evans et al.,
1982), en algas verde-azuladas (Bothe y Eisbrenner, 1981) y
en Azotobacter (Yates et al., 1981),

Los primeros indicios de que la nitrogenasa libera
ba hidrégeno "in vivo", fueron obtenidos en nédulos de raf-
ces de leguminosas (Hoch et al.,1957). Los intentos para de
mostrar un desprendimiento de hidrégeno ~_similar en bacte -
rias fijadoras, de vida 1ibre/no tuvieron éxito (Burns Yy Har
dy, 1975).‘Sin embargo, Schubert y Evans (1976) mostraron ,
qQue varias especies de leguminosas noduladas desprendian hi
drégeno, consumiendo el 40 - 60 % de la energia disponible

pPara la nitrogenasa. Cada molécula de hidrégeno producido 5



requiere la transferencia de dos electrones y la hidrélisis
de 4 moles de ATP, por tanto esta reaccién colateral de la
nitrogenasa representa una pérdida de rendimiento para los
sistemas fijadores de nitrdégeno, por malgastarse un alto por

centaje de energia.

Dixon (1972) fue el primero en observar quelos'bag

teroides de R. leguminosarum contenian 2 sistemas hidroge-

nasa independientes, uno estaba implicado en la captacidn

de hidrégeno y el otro en su liberacién. Es decir, funciona
ban en sentido inverso, pero mientras uno era sensible al CO
el otro no lo era. Un sistema cataliza la reaccidn 2Hﬁ:j H2
(nitrogenasa), mientras el otro es un sistema unidireccio -
nal que actéia en la direcciédn Hé—*2H+. Esta Gltima hidroge-
nasa asociada a los bacteroides exhibe. propiedades simila-

res al complejo particulado hidrogenasa del A. crooccocum

(Van der Werf y Yates, 1978). FEl sistema unidireccional pre

senta las siguientes ventajas :

a) La oxidacién de hidrégeno puede utilizar el oxi
geno y contribuir al mantenimiento de la nitrogenasa, sensi
ble al 02, en un ambiente anaerobio. Aumenta la proteccidn

respiratoria.

b) La utilizacién del H, evita su acumulacién a

2
concentraciones que pueden inhibir la nitrogenasa.

c) La oxidacidén del hidrdégeno por el complejo hi--
drogenasa permite un reciclaje de la energia gastada (ATP),
en la reduccidén de los protones, por el sistema nitrogenasa-

hidrogenasa.

Se ha determinado que la hidrogenasa de diversos
sistemas fijadores de nitrégeno es un sistema enzimédtico uni
do a membranas (Van der Werf y Yates, 1978; Arp y Burris 5
1982) que requiere especificamente niquel para la actividad
(Friedrich et al., 1981), ya que forma parte del sitio acti

vo del enzima.
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En la via de oxidacién del hidrégeno, que Eisbren-
ner y Evans (1983) propomen, el oxigeno es el aceptor final
de electrones aunque no reaccidha directamente con la hidro
genasa sino que los electrones del hidrégeno se transfieren
a través de una serie de transportadores al oxfigeno.El pri
mer acepfor de los electrones procedentes de la hidrogenasa
es el componente 555, un citocromo b detectado por Eisbren-
ner et al. (1982 b). Los electrones entran posteriormente,
en 1;~;;E§na respiratoria a nivel de la ubiquinona (Eisbreg
ner et al., 1982 c). La cadena respiratoria esté implicada
en la oxidacién del hidrégeno,esto esta apoyado, por las ex-
periencias realizadas con inhibidores respiratorios ( Eis-
brenner et al., 1982a) y por la generacién de ATP durante

la oxidacién (Peterson y Burris, 1978).

La estequiometria de la oxidacién del hidrégeno su
gerida por Dixon (1978) implica que la oxidacidn de 2 molé-
culas de H2 consumen una de‘QZ’ produce 2 moléculas de H20
y genera 4 moléculas de ATP. Sin embargo, los efectos bene-
ficiosos en cuanto a proteccién de la nitrogenasa frente al
oxfigeno o al hidrégeno, no pueden ser cuantitativamente es

timados en la actualidad.

La act?vidad hidrogenasa inicialmente fue detecta-

da en Rhizobium japonicum en vida libre (Maier et al.,1978).

Sin embargo, la identificacién de las razas de Rhi zobium que
forman nédulos-due:reciclen eficientemente el hidrégeno pro
ducidé, durante la fijacidén de nitrégeno‘es un tema que ha
apasionado a numerosos investigadores (Evans et al., 1978 ;
Ruiz-Argiieso et al., 1978; Bethlenfalvay y Phillips,1979).
Este sistema de reciclamiento de hidrégeno se ha detectado

en bacteroides de Rhizobium leguminosarum, (Dejong et al.,

1982), de Rhizobium japonicum (Lepo et al., 1981) y en el -

grupo cowpea (Pahiwa y Dogra, 1981). También los sitemas no
dulares, formados por Frankia Yy no leguminosas, poseen un

sistema eficaz de absorcién de hidrdgeno (Schubert y Evans,

1976).
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Aparentemente la mayor parte de las leguminosas -
agricolas pierden una considerable proporcién de energia en
forma de hidrégeno desprendido. Este es un hecho que debe -
ser mejorado puesto que el suministro de energia para la fi
jacidén de nitrdégeno en los ndédulos de leguminosas ha sido
considerado como un factor limitante. Schubert y Evans (1976)
examinaron diversas leguminosas para conocer la magnitud de
la liberacidén de hidrégeno en la simbiosis y establecieron
la llamada eficiencia relativa (ER) de los ndédulos fijado -
res de nitrdgeno. Para el cadlculo hay que tener en cuenta ,
que el poder energético y reductor suministrado por el foto
sintato se reparte entre la reduccién de nitrdgeno y 1la Ld,
beracién de hidrégeno que ocurre simultdneamente. La ER se

puede expresar mediante la ecuacidn

H2 desprendido en aire
ER= 1=

H, desprendido en aire libre de N

2 2

En experimentos de invernadero, con soja, inocula -

dos con razas de Rhizobium japonicum, Hup+ vy Hup se compro

bd que las plantas inoculadas con las razas hidrogenasa po
sitiva, Hup+, mostraban un incremento de cosecha y del con
tenido de nitrdégeno estadisticamente significativo respecto
a las plantas inoculadas con razas hidrogenasa negatiV%Hupj
(Schubert et gl., 1978). Otros experimentos semejantes rea-
lizados en el campo han mostrado similares resultados (Lepo
et al., 1981). Sin embargo, la importancia practica de pre
sencia de hidrogenasa en algunas razas de Rhizobium estd -
siendo cuestionada por numerosos experimentos con resultados

contradictorios.

A pesar de lo anteriormente expuesto, no podemos -
olvidar que el hecho de que algunas razas de Rhizobimnhayan
evolucionado adquiriendo un sistema de absorcidn de hidrége
no, sin haber perdido la capacidad de generar hidrdégeno, su
guiere que la produccién de hidrégeno por la nitrogenasa,es

una primitiva y posiblemente inevitable funciébn.



2.5.4.~ Interrelacidn entre Fotosintesis y Fija-

cién de Nitrdégeno,

El proceso fotosintético Y la fijacién biolégica de
nitrégeno estén intimamente relacionados, esta interdepen-
dencia mutua, ha sido‘repetidamente buesta de manifiesto(Mgl
chin y Pate, 1974 ;Bethlenfalway)fPhillips.1978 jBedmar y
Olivares, 1982), '

El fotosintato suministrado a los nédulos se utili
za para a) generar potencial de reduccidn y ATP Para el
sistema nitrogenasa; b) mantener el metabolismo citoplasmé
tigo de la célula huesped; c) suministrar esqueletos carbo
nados, poder energético Y reductor, para la sintesis de asi
milados nitrogenados que serén exportados selectivamente, a

las zonas de Crecimiento de la planta, via xilema.

La sacarosa Procedente de 1los fotoasimilados:uacog
sidera fuente pPrimaria de carbono bPara los nédulos ( Pate,
1962),‘siendo el producto carbonado que se transporta mayo
ritariamente desde las hojas hasta los nédulos. En los nédg

los puede llevarse a cabo su metabolizacién aunque hay auto

ro no en los nédulos, en ellos, los Principales azlicares se

rian la 8lucosa y 1la fructaosa (Lawrie Y Wheeler, 1975).

La opinién mis generalizada ©S que la sacarosa que
llega desde el floema es metabolizada POor una invertasa en.
el citoplasma de las células hospedadoras, Produciendo hexg
sas, cuyo catabolismo en el bacteroide no ha sido investigg
do con detalle, Ademés de 1las hexosas, 1os bacteroides re-
ciben de 1la Planta, Acidos orgénicos como sustratos carbong

dos (Ronson y Primrose, 1979),

Otros Compuestos carbonados de reserva han sido en
contrados en los nédulos. En el citoplasma de las células
infectadas se ha detectado un bajo nivel de almidén, que sim

embargo abunda en las células no infectadas del nédulo, las



cuales muestran gran cantidad de plasmodesmos en la pared -
que conecta con la célula infectada (Bergersen y Goodchild,
1973 a; Werner y Mdrschel, 1978). Este almidén puede seruti
lizado para la fijacidén de nitrégeno, bajo condiciones de
fotosintesis limitante. En los bacteroides de algunas legu-
minosas se ha detectado poli- @ -hidroxibutirato, como reser
va carbonada (Werner y Mdrschel, 1978), cuya funcién podria
ser suministrar el sustrato necesario para soportar la fija

cidén de nitrdégeno en los periodos de oscuridad.

Se ha observado que tanto la fijacidén de nitrégeno
como el transporte de fotosintato al nddulo siguen un ritmo
diario, siendo mayor durante el dia que durante la noche(Mgl
chin y Pate,.1974). En ocasiones estas variaciones diarias,
no se han visto y ello es debido a la existencia de"pools"
de reservas carbonadas que pueden ser utilizadas en condi -

ciones de fotosintesis limitante.

La actividad nitrogenasa de los nédulos de soja dis
minuye cuando la planta se dispone en la oscuridad o se eli
minan las hojas (Trang y Gidden, 1980). Wong y Evans (1971),
interpretan esta reduccidén de la fijacidén de nitrégeno como
una inhibicién "feed back" de la sintesis de la nitrogenasa
por los iones amonio que no son asiimilados por falta de es
queletos carbonados. Sin embargo, Ching et al. (1975)la atri
buyen a una falta de potencial reductor y disminucidén de 1la

carga energética.

Clasicamente todos aquellos factores que elevan la
produccidén de fotosintato, producen efectos similares en la
fijacidén de nitrégeno. Factores como, el incremento de lain
tensidad de la luz (Sloger et ales 1975), injertos de sistg
mas caulinares en las raices noduladas (Streeter, 1974) ba-
ja densidad de siembra (Sprent y Bradford, 1977), atmésfe -
ras enriquecidas de CO, (Wilson_et al., 1933) e inhibicién
de la fotorrespiracidén (Bedmar y Olivares, 1980), que contri
buyen a aumentar la tasa fotosintética, también mejoran 1la

fijacidén de nitrégeno. En cambio factores como el stress hi
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drico (Sprent, 1971) alta densidad de siembra (Sprenty Brad
ford, 1977) entre otros, disminuyen el fotosintato al nédu-

lo con el consiguiente descenso de la fijacién de nitrégeno.

Las plantas formadoras de nddulos fijadores de ni
trégeno requieren que se desvie al nédulo un nivel de foto
sintato relevante, Minchin vy Pate (1974), establecen que de
100 unidades dé carbono fijado fotosintéticamente 32 son
transportadas al nédulo, de las cuales 5 se consumen en el
crecimiento del nédulo, 12 unidades se pierden en el proce-
so de respiracién y 15 se utilizan en la produccién y expor
tacién de compuestos nitrogenados procedentes de la fijacién.
Minchin et al. (1981), sefialan que los nédulos de distin -
tas leguminosas requieren entre 1.1 y 7.6 g de carbono por
cada gramo de nitrégeno fijado. Esto nos indica el alto cos
te energético de la fijacién de nitrégeno, en comparacién -

con otros procesos biolégicos.

Todos estos datos han sido obtenidos en estudios -
realizados en ambientes controlados, no conociéndose el sig
nificado real del coste energético de la fijacién de mnitré
geno en cultivos agricolas. Actualmente no hay datos dispo
nibles que permitan establecer diferencias en el uso del car
bono, en la fijacién de nitrégeno, que se traduzca en varia
ciones en el rendimiento econémico. de las cosechas de legu

nosas cultivadas.

2.6.- Hormonas en la Fijacién de Nitrégeno.

La compleja interaccién entre raices de plantas su
periores y los organismos procariéticos, cuyo resultado es
la formacidén de nddulos radicales fijadores de nitrégeno,exi
ge una gran coordinacién en cuanto a la informacién genéti-
ca y en la produccién y redistribucidén de energia y metabo-
litos intermediarios entre los dos organismos. Los nédulos,

son estructuras altamente organizadas y metabdlicamente muy
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activos. Por tanto, parece probable que el proceso de la no
dulacién y fijacién de nitrégeno, esté controlado por las fi
tohormonas, producidas tanto por la planta como por las bac
terias, en orden a mantener el grado de organizaciédn, expre
sién génica, metabolismo e integridad celular necesarios pa
ra llevar a cabo el proceso de asimilacién del nitrégeno at

mosférico.

La participacidén de los factores hormonales en 1la
implantacién del ndédulo en raices de leguminosas infectadas
por su Rhizobium especifico, es un tema de interés singular
sobre el que existen muchas hipdtesis, si bien, la funcién
especifica y clara de las fitohormonas en el proceso no es

t4 atin aclarada.

Nutman (1952) observé, una inhibicién de la nodula
cién cuando se eliminaban los 4pices de la raiz en Trifdium

subterraneum. Esto sugiere que un factor, producido por la

raiz, controla el posterior desarrollo de los nddulos mos
trando este hecho unas caracteristicas frecuentemente aso-
ciadas con las hormonas vegetales. Para estudiar el posible
papel de las fitohormonas en la nodulacidén, se ha estudiado
el nivel de hormonas en el ndédulo y el efecto de distintas
hormonas, suministradas exogenamente, en el desarrollo del
nédulo. Las conclusiones obtenidas no son satisfactorias,
puesto que no estd claro el papel de los reguladores del cre

cimiento en algin aspecto concreto de la nodulacién y fija-

cién de nitrégeno.

Se han encontrado niveles altos de sustancias pro
motoras del crecimiento en los nddulos de guisantes y judias
(Pate, 1958 ; Radley, 1961), mientras que los inhibidores -
del crecimiento pueden ser detectados en las etapas tardias

del desarrollo del nédulo (Pate, 1958).

Entre todas las hormonas vegetales, la auxina sin
tetizada por la especie bacteriana (Torrey, 1976; Saric et
als s 1978) o por la planta huesped (Dixon, 1969), es la hor

mona cuya implicacidn en este proceso ha sido ampliamente -



descrita, aunque no hay unanimidad en las hipétesis. El éci
do indol acético ha sido detectado en altas concentraciones

en nédulos de Lupinus juteus y de Alnus glutinosa, mientras

que las raices de las mismas plantas 1o contienen en bajas
concentraciones (Dullaart, 1970). En la iniciacién del nédg
lo podria estar impliecado el ATA posiblemente producido por

la bacteria en” el filamento de infeccidn.

Existen diversas opiniones a favor de su interven-
cién en los primeros momentos de la infeccién (Kefford et

al., 1960 ; Key et al., 1967).

Algunos autores indican que la auxina, atin a dis -
tintas concentraciones,; induce la deformacién del pelo radi
cal pero no el "curling" caracteristico del inicio de 1la in

feccién (Bergersen, 1978).

El alto grado de organizacién del nédulo indica que
ademas deben estar involucrados otros reguladores como cito
quininas, giberelinas y etileno (Sequeira, 1973). Altas con
centraciones de auxinas y citoquininas inhiben el desarro -

1lo del nédulo en Trifolium subterraneum Y en Phaseolus vul

garis mientras que bajas concentraciones no le afectan, sin
embargo la antiauxina (q.- 4 ~ Acido clorofenoxi butirico),
aumenté el nimero de nédulos de ambas especies (cartwright,
1967). Sequeira (1973), arguye que la anormal respuesta de
crecimiento asaqciada con la infeccién de la rafz por algtn
microorganismo tal como Rhizobium puede ser explicada por
un incremento en la sintesis de auxina junto con la inhibi-
cién de la ATA oxidasa. De hecho, el nivel de ATA en los né
dulos puede estar relacionado con el nivel de ATA oxidasa,
ya que Mennes (1973), observé que los nédulos contenfan ni
veles mas bajos de ATA oxidasa que los tejidos radicales =

préximos al nédulo.

Por otra parte, Puppo y Rigaud (1975) "in vitro",
determinaron que la leghemoglobina promueve la oxidacidn del
ATA pero se desconoce el significado de este hecho como wun

control de nivel de ATA "in vivo",
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El efecto que las auxinas exdgenas y otros regula-
dores ejercen en el crecimiento de especies de Rhizobium,de
raices de plantas y en la formacidén del ndédulo ha sido estu
diado por varios autores (Nutman, 1952; Abeles, 1973), ob
servandose efectos inhibidores y promotores dependiendo de

la concentracién de la hormona.

Entre las hormonas producidas por las bacterias que
infectan los sistemas radicales estdn las giberelinas (Saric
et al., 1978; Radley, 1961). Las sustancias giberelinicas -
producidas por diferentes estirpes de Rhizobium pueden Abr
tervenir en la multiplicacidn de 1los microorganismos del sue
lo, en la alteracidén de procesos quimicos del suelo y en el
desarrollo del meristemo nodular (Evensen et al., 1981).Las
g8iberelinas, consideradas como estimuladoras del crecimien-
to, al ser sintetizadas en los nédulos de las leguminosas -
(Dullaart, 1970),podrian incluso afectar a la fijacidén de
nitrégeno (Saric et al., 1978; 1981). Se ha puesto de mani
fiesto que la secrecidén de sustancias giberelinicas por las

bacterias y 4pices de la raiz, estimulan la nodulacidn (Di-

xon, 1969).

Las giberelinas aplicadas exégenamente a las plan-
tas pueden disminuir la nodulacién (Radley, 1961). Al tra -
tar las hojas de guisantes enanos con giberelinas se obser-—
vé una disminucidén de la formacién de nédulos (Kefford et
il" 1960)aunque el mismo tratamiento no afectd a la nodu

lacidén en Trifolium repens (Fletcher et al., 1958). De for

ma similar cuando las giberelinas se adicionan al medio de
cultivo, se inhibe la nodulacidén en las rafices de Trifolium

subterraneum (Kefford et al., 1960) y en Phaseolus vulgaris

( Cartwright, 1967), pero la concentracidn fue importante |,
puesto que Kefford et al. (1960) observaron que bajas con
centraciones, alrededor de TO-SM, no afectaban la nodula -
cién. También pueden intervenir en el grado de infectividad
de la bacteria, ya que aquellas bacterias que producen gi-

berelinas en las primeras 72 horas del cultivo, son los que



muestran un mayor grado de formacién de nédulos (Lluch et al,,
1983).

Las citoquininas estidn presentes en el apice de la
raiz y pueden ser transportadas basipétalamente en las rai-
ces (Mozes y Altman, 1977). Torrey (1976), establece que el
posible papel de las citoquininas originadas en el dpice ra
dical estd relacionado con la inhibicién del inicio de 1las
raices laterales. Las citoquininas se producen en cultivos
de especies de Rhizobium en cantidades suficientes como pa
ra producir mitosis poliploides tipicas de los meristemgas no
dulares (Phillips y Torrey, 1970; Torrey, 1976). La hipbte-
sis méds ampliamente aceptada sostiene la participacidbn de
las citoquininas, junto con las auxinas, en la infeccién de
la zona meristemdtica y aparicién de las células disométi -
cas que formardn el tejido infectado del nédulo (Pankhurst
y Schwinghamer, 1974). Sin embargo, no se ha observado su

intervencién en el filamento de infeccidn.

Entre las funciones que se 19 asignan a las cito -
quininas, producidas por Rhizobium, estéd la de intervenir en
los primeros momentos de la diferenciacién del nédulo (Phi -
1lips y Torrey, 1970). Otras sustancias con actividad cito-
quinina, como la isopentenil adenina o su ribésido, detecta
da en ndédulos de Phaseolus, parecen jugar un papel importan
te durante la vida del nédulo, desde su inicio hasta su ma
durez. (Puppo et al., 1974). En cualquier caso su accién ,
debe éstar relacionada con la de otras sustancias de creci-

miento.

El etileno es sintetizado por muchas especies de
bacterias y hongos del suelo. Agronémicamente, esta produc-
cibén de etileno puede ser significativa puesto que es una -
hormona vegetal que interviene en numerosos procesos del cre
cimiento y desarrollo de la planta (Pratt y Goeschl, 1969 ;
Leopold y Kriedeman, 1978).



El etileno, hormona gaseosa vegetal, es producida
en pequefias concentraciones por los distintos Srganos de la
planta. El etileno es producido por las rafices en cantida.
des suficientes para ser fisioldgicamente importante ( Ra-
din y Loomis, 1969). Cuando el etileno lo producen las rai
ces de las plantas es probable que altere la microflora del
suelo sensible a este gas, incluso las raices pueden verse
afectadas por el etileno, especialmente en suelos donde 1la
difusidén gaseosa estd dificultada. El etileno actéia como -
inhibidor, de la elongacién radical, de la iniciacidn de rai
ces laterales y de la actividad cambial(Leopold Yy Kriede -
man,1978). El efecto contrario observado por el didxido de
carbono, es debido a la interaccién con el etileno endbge
no radical (Radin y Loomis, 1969). El diéxido de carbono ac
tia como un inhibidor competitivo en el mecanismo de accidn

del etileno (Beyer et al., 1979).

La aplicacidn de. auxinas a la raiz pfoduce una in
hibicidén de su elongacién. Chadwich y Burg (1970) presen -
tan evidencias que sugieren que, en gran medida, la inhibi -
cién del crecimiento radical inducido por la auxina en épi
ces de raices escindidas y virtualmente en rafces intactas
es el resultado de una produccidén de etileno dependiente -
del ATA. Hay datos que demuestran que existe una marcada di
ferencia entre los efectos de la adicidén de ATA y del eti
leno en el crecimiento de la rafiz. Sin embargo el hecho de
que altos niveles de etileno no son tan efectivos en la in
hibicidén de la raiz como bajos niveles de ATA sugiere que
la inhibicidén de la auxina no estid completamente mediada -
por el etileno (Rauser y Horton, 1975). Posteriormente Fren
kel et al.. (1975) informan que el inicio de la liberacién
de etileno estaba asociado con la degradacidn oxidativa de
la auxina, por lo que la auxina serid un retardador de la
senescenciay los oxindoles, productos de su oxidaciédn, pro
motores de la misma. Sin embargo Lau et al. (1978)demues-
tran que la p¥oduccibén de etileno estimulada por la auxina

no estd mediada por sus productos de oxidacidn.
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Pocos informes existen sobre la influencia que es
ta hormona gaseosa ejerce sobre la nodulacién en raices de
leguminosas, los primeros se obtienen al estudiar la influen
cia de los factores ambientales en el crecimiento y nodula-
cién de rafces de judias escindidas (Small et al., 1968) .
Estos sospecharon que las raices producian etileno y que la
acumulacidn dé este gas en sistemas cerrados podria preve -
nir la nodulacién. Efectivamente se comprobd que concentra-
ciones de 8 ppm de etileno inhibian la nodulacién totalmen-
te y concentraciones de 0,4 ppm disminian la nodulaciéni&vg
lores minimos (Grobbelaar et al., 1970; 1971).'Esta influen
cia negativa del etileno en la nodulacién y la normal produc
cién del etileno por las raices de leguminosas (Goodlass et
al., 1979), son des aspectos importantes de la simbiosis -
Rhi zobium - Leguminosa cuya relacién o interaccién es poco

conocida.

Se ha observado que el nivel de etileno desprendi-
do por las raices noduladas de Medicago satiyva es mucho ma
yor que el liberado por las rafces cuando la planta ¢crece en
presencia de nitrégeno combinado y no est& inoculada. Tam-
bién se puso de manifiesto que la longitud y el peso secq de
la raiz nodulada fue menor que el de la rafiz no nodulada.
Un hecho interésante fue que los picos de etileno detecta -
dos, coincidian con determinados estadios morfogenéticos de

los nédulos (Ligero et al., 1981a).

Cuando el azufre es adicionado al cultivo puede in
crementar el contenido en metionina,aminoécido azufrado, con
siderado como el precursor de la biosintesis del etileno -
"in vivo" (Lieberman et al., 1966). Esta hipétesis parece es
tar apoyada por autores que han demostrado que los tratam en
tos de azufre y ethrel se comportan de forma similar (Recal
de-Manrique y Recalde Martinez, 1979). El ethrel, Acido -
2 Cl - etano fosfdénico, compuesto que libera etileno, tam
bién afecta la nodulacién. Drennan y Norton (1972)aplicaron

ethrel a las raices de guisantes inoculadas y observaron que



respecto al testigo las raices laterales eran mAs pequefias,

asi como todos los pardametros de la nodulacidn.

En experiencias con cultivos de leguminosas se ob
servé que la liberacién de etileno por las raices - de las
plantas depende de la forma y cantidad de azufre aplicado y
existe una correlacién negativa entre la hormona liberada y

el nimero de nédulos formados (Lluch et al., 1982).

Sin embargo, el mecanismo exacto es dificil de co
nocer y puede estar involucrado todo un proceso hormonal.Se
ha sugerido que el etileno es un antagonista y modulador de
hormonas promotoras del crecimiento. Parece probable que -
exista una relacién entre la producciédn de etileno y el ni
vel de auxina endégena en distintos tejidos. Sobre el meca
nismo se ha concluido que un cierto nivel de auxina, estimu
ia el sistema enzimadtico que convierte la metionina en eti-

leno pero no incrementa la formacién de metionina.

3.- NUTRICION MINERAL DE LAS LEGUMINOSAS

Conocer la nutricidén mineral de las leguminosas .
asi como sus aspectos bioduimicos, ha sido un tema por el
cual se ha demostrado poco interés si se le compara con el
conocimiento de la nutricién mineral en cereales (Shukla et
al., 1983). En muchas ocasiones el rendimiento del cultivo,
estd restringido al uso de fertilizantes, es por ello que la
cosecha y la calidad del cultivo puede ser mejorada con una
adecuada fertilizacién mineral (Mengel y Kirkby,1978), ésta
se consigue proporcionando al cultivo aquellos elementos mi

nerales esenciales que son la clave de su Nutricidén Mineral.

En este apartado vamos a referirnos a los distin -
tos nutrientes necesarios en los cultivos de leguminosa%
abordando con especial interés la nutricién nitrogenada Yy

azufrada.



3.1.- Composicién Mineral de las Leguminosas,

El contenido de elementos minerales en distintas -
leguminosas ha sido estudiado por diversos autores (Beeson,
1941; Meiners et al., 1976; Lluch et al., 1976; Minchin et
al., 1981).

Los elementos minerales considerados como macronu-
trientes, nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio Y
azufre, entran a formar parte de las leguminosas en propor-
ciones muy diversas. De forma somera se van a estgdiarlaa ca
racteristicas e importancia de estos elementos en las legu-

minosase.

Las leguminosas contienen una elevada cantidad de
FOSFORO, Principalmente como &acido fitico que se acumula en
las semillas. Las leguminosas con grano responden a la fer
tilizacidén fosfatada. Con la aplicacién de fésforo se ha ob

servado un incremento de cosecha en Glycine max (Kumar,1978)

.en pisum sativum (Fageria, 1977) y en Vigna radiata (Aulakh

v Pasriéha, 1977). E1l suministro de fésforo favorece su ab
sorcién e incrementa el contenido de calcio, magnesio pota
sio y sodio aunque disminuye la concentracidén de hierro en

distintos vegetales (Fageria, 1977). En Vigna radiata, la

absorcién de nitrégeno, fésforo y potasio se estimula con la
fertilizacién fosfatada, la cantidad de magnesio queda cons
tante y se encuentra una interaccidén antagénica entre el -
fésforo y el azufre en la absorcién de ambos elementos, -
(Aulakh y Pasricha, 1977). Sin embargo, en soja, la fertili
zacién fosfatada incrementa el contenido de fésforo, magne

sio, hierro y azufre en las semillas (Kumar, 1978).

El fésforo juega un papel importante en la capta -
cién y transferencia de la energia y en la recuperacidén de
los procesos bioquimicos y biofisicos. Como anién tetraoxi

trivalente puede actuar como unidad de enlace(Epstein,1972).

o



Las leguminosas también son muy ricas en CALCIO ,
elemento esencial en la nutricidén de estos vegetales para la
formacidén y desarrollo de la semilla. Los valores de calcio
obtenidos en diferentes cultivos varian con las especies Yy
depende de distintos factores: contenido mineral del suelo
clima y métodos de cultivo (Rachie Y Roberts, 197&), entre
otros. El calcio es un elemento inmévil, en las plantas,que
se acumula en elevadas cantidades. Hay variedades de soja y
guisante que contienen del orden de 200 mg de calcio/1OO g
de materia seca (Ohlrogge, 1960).

Fl calcio junto con el potasio va a influir en el
mantenimiento de la organizacidén celular, hidratacidén y per
meabilidad de las membranas. Actia como cofactor de algunos
enzimas, como fosfolipasas, ATP-asas y junto con otros ca
tiones contribuye el mantenimiento del balance idnico y os-
méstico de las plantas (Anderson y Cormier, 1978). También
se ha observado que los iones ca"t pueden interaccionar con
las hormonas vegetales, participando asi en sus acciones

(Leopold y Kriedeman, 1978).

El POTASIO esta presente en los tejidos vegetales
como catidén libre e intercambiable. Es el mds mévil de los
elementos esenciales. Funciona como activador de numerosos
enzimas, e interviene, en los procesos de transporte a tra
vés de membranas, en el mantenimiento del potencial osméti-
co y en el proceso de neutralizacién de aniones (Suelter |,
1970). Se transporta por el tallo hacia los drganos vegeta-—
tivos y desde éstos puede transportarse hacia los 6rganos:qg
productores durante el desarrollo de la planta a través del

floema..Los valores extremos de la concentracidn de potasio,

determinado en leguminosas,oscilan entre 0,30 ¥y 5,7 % (Ohl

rogge, 1960).

E1l MAGNESIO forma parte de la clorofila y actia co
mo metal activador de diversos sistemas enzimAticos. El mag
nesio es un catidén divalente fuertemente electropositivo s

mévil y se puede coordinar con ligandos nucleofilicos me-—
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diante enlaces idnicos (Portis y Heldt,1976). La concentra
cién de magnesio en tejidos vegetales de leguminosas se si
tia en un rango comprendido entre 0,092 y 1,49 % (Ohlrogge
1960). La mAxima absorcién de magnesio se produce durante-
la floracién,antes de que se formen las vainas.Durante el
llenado de la vaina la absorcién es menor y ello influye en
el contenido de magnesio de la semilla. La absorcién de mag
nesio durante el crecimiento vegetativo también es elevada,
siendp las hojas el 6rgano que més elemento acumula (Webb
et al., 1954).

g La deficiencia de magnesio no afecta la absorcién
de fésforo, pero si tiene un efecto significativo sobre su
movimiento y localizacién final en la planta.Las semillas -
de estas plantas tienen un nivel de fésforo méds bajo que las
plantas normales, némdeficientes. Por otra parte la deficien
cia de Mg favorece el incremento de la absorcién de otros -
cationes como el Ca y K, con el consiguiente desequilibrio
nutritivo, para la planta (Ohlrogge, 1960).

El NITROGENO y el AZUFRE, que en estado reducido s®
unen covalentemente a los constituyentes orgénicos dele'vg »
getales, son los otros dos macronutrientes esenciales que
intervienen en la composicién de las leguminosas. La impor-
tancia de estos elementos en la nutricién mineral y en la fi
siologia de las leguminosas serd abordada con méas detalle |,

en otro apartado de esta revisién.

Otros elementos esenciales para el crecimiento de
las plantas, si bien la proporcién en que entran a formar -
parte de la materia vegetal es en forma de trazas, son 1los

denominados Micronutrientes:hierro, cobre, zinc, manganeso,

boro, molibdeno y cobalto. El contenido de micronutrientes,
en diferentes leguminosas, ha sido descrito en la bibliogra
fia; (Meiners et al.,1976; Clarkson y Hanson,1980; Shukla -
et gl.,1983). La gran variacidén de los datos presentados en
la bibliografia consultada es debida, sin duda, a la utili-
zacién de distintos métodos analiticos y a las diferentes -

condiciones de cultivo.



- '79 -

El HIERRO es constituyente de las proteinas hémi-
cas y no hémicas involucradas en la fotosintesis y en la £i
jacidén de nitrégeno. También interviene en procesos de oxi
do-reduccidén y en la activacidn de enzimas (Hewitt et al.,
1976). En judias se ha observado que se transporta por el
xilema y el floema a los drganos de crecimiento a través -
de la corriente de transpiracién, sin embargo, el transpor
te depende del metabolismo de la raiz. El hierro puede ser
absorbido en forma de quelatos y también puede formar que-
latos, dentro de la planta, con el citrato, describiéﬁdose
esta opcidn como forma de transporte del hierro a través -
de la planta (Brown vy Chaney, 1971). La concentracidén de
hierro en leguminosas oscila entre 20 y 90 ppm (Ohlrogge,
1960).

El ZINC es un elemento que forma parte de distin-
tos enzimas: super -6xido dismutasa, anhidrasa carbdnica 5
algunas polimerasas y deshidrogenasas (Vallee y Wacker
1976). Las deficiencias de zinc pueden afectar la cantidad
de nitrégeno en las leguminosas y el peso de los nédulos -
(Demeterio et al., 1972), sin embargo, el desarrollo del né
dulo no se afecta. Es un elemento mévil y los limites de
deficiencia y toxicidad para guisantes y judias se presen-—
tan por debajo de 20 ppm y por encima de 50 ppm de zinc res

pectivamente en ho ja.

El MANGANESO se absorbe como catidén y es un acti-
vador de enzimas, interviene en procesos de oxido-reduccidn
Y en el fotosistema II (Govindjee y Marks, 1978). El ntme-
ro de nédulos y la fijacién de nitrégeno en leguminosas no
se afecta con el manganesd, pero si influencia la nitrato-
reduccidén (Hewitt, 1970). En plantas con deficiencias en -
manganeso se observa que hay una acumulacidén de nitratos 5

debido a una pérdida de la actividad nitrato-reductasa.

El MOLIBDENO es un constituyente esencial de la en

zima nitrogenasa y de la nitrato reductasa. Es por tanto y

necesario para el proceso de fijacidn de nitrégeno y para
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la reduccién de nitratos (Stieffel, 1973). La importancia -
de este elemento en la fijacién de nitrdégeno y en el creci-
miento de las leguminosas fue reconocida por primera vez por
Bortels (1937). Este investigador observé que las legumino-
sas crecian mejor y contenfan mAds nitrégeno cuando se apli
caban pequefias cantidades de molibdeno. Se ha demostrado que
las 1eguminoséb tienen de 5 a 15 veces mds molibdeno en los
nédulos de sus raices que en otras partes de la planta. Hags
trom y Berger (1963), encontraron que en ausencia de molib-
deno las leguminosas fijaban poco nitrégeno. Es probable que
las leguminosas que no tengan nédulos y que crezcan en un
medio con nitrégeno combinado, como amonio, no requieran mo

libdeno.

Los sintomas de deficiencia son muy semejantes a

los presentados por las plantas con carencias de nitrdégeno,
(Maynard, 1979).

El COBRE participa en los sistemas enziméaticos re-
dox y es constituyente de la plastocianina. Es un elemento
mévil ¥y su movilidad depende del status de cobre en la plan
ta. Loneragan (1975)proponequ%_puesto que el cobre tiene una
gran afinidad por el Atomo de nitrégeno de los aminoécidos,
y que algunas formas aniénicas del cobre pueden formar com
plejos con los aminodcidos, ésta seria la forma de transpor
te del cobre en la planta. Las observaciones de Hallsworth
et gl.,n(1960) sugieren que son pocos los requerimientos es
pecificos de cobre en la fijacién simbibética de nitrégeno.
Sin embargo, hay autores que sugieren que este elemento es-
t4 involucrado en la sintesis de la leghemoglobina (Halls =
worth et al., 1960), mientras otros suponen que afecta a la

actividad citocromo oxidasa terminal en los ndédulos.

E1 BORO, como micronutriente, se ha encontrado que
es esencial para la divisién celular normal, interviene en
el transporte de los carbohidratos y flavonoides y en el me
canismo de accibén del fitocromo (Tanada, 1978). Ohlrogge ,

(1960), informé que los niveles en las plantas oscilan en-



tre 10 y méds de 2000 ppm, pero las concentraciones normales

en distintas leguminosas oscilan entre 20 y 100 ppm.

El COBALTO es esencial para los microorganismos i
Jadores de nitrdégeno en vida libre y en los nédulos de legu
minosas (Kliewerd y Evans, 1962). Estos autores han observa
do que este elemento aumenta 1la fijacién de nitrégeno en -
plantas de alfalfa noduladas Y su ausencia afecta drésticg
mente al crecimiento de la soja. El1 cobalto como el Fe—hémi
co, puede formar un quelato con los cuatro Atomos de nitréd-
geno centrales de una estructura porfirinica, este complejo
de cobalto forma parte de un grupo prostético que asociado
con un nucleétido forma parte de un coenzima denominado co
balamina o vitamina B12. Sin embargo no se condce cémo este
coenzima puede afectar la fijacidn de nitrégeno, aunque se
ha visto que la deficiencia de cobalto inhibe la formacidn
de leghemoglobina y afecta el desarrollo del Rhizobium
(Evans y Russell, 1971).

3.2.- Efecto de la Nutricidn Mineral sobre la Galidad

de las Leguminosas.

La riqueza proteica de las leguminosas, no sélo de
be referirse a la cantidad, sino que también debe tener en
cuanta la calidad de la misma. La calidad de una proteina 5
viene determinada por su composicidén en aminoé&cidos esencia
les, balance de aminoacidos, disponibilidad bioldgica de -
los aminodcidos esenciales, digestibilidad, e interferencia

& o 5 ld s o -
de la utilizacidn de 1la proteina con factores antinutricio-

nales (Arora, 1983).

. I d
La cantidad de proteina puede aumentarse con la -

aplicacién de nitrégeno y fésforo, solo o en combinacidn con
el potasio y disminuir bajo condiciones de deficiencias de

nitrégeno, fésforo, azufre y magnesio(Klein y Jager, 1978).



La deficiencia de calcio y potasio no afecta al contenido de
prote{na, en cambio una deficiencia de azufre se traduce en

. ¢ . . . .
una menor cantidad de proteina en Cicer arietinum, Arachis

hypogea y Pisum sativum respecto a las plantas que crecen,

con un adecuado suministro de este elemento (Dube y Misra ,

1970).

-

En un intento de evaluar la calidad de la proteina

se ha estudiado la composicién en aminodcidos de las protei
nas de diversas leguminosas. En general son deficientes en
aminoadcidos azufrados y en triptéfano, pero son ricas en 1li
sina, aminodcido que no se encuentra en la prote{na de 1los
cereales. Estos datos se han obtenido por comparacién con
los de 1la proteina de huevo o con la referencia dada por la
FAO (1957). Se hadobservado’que las proteinas de gran can-
tidad de leguminosas son deficientes en metionina y en trip
téfano (Kapoor y Gupta, 1977; Gupta et al., 1978). Sin em -
bargo, los estudios de Arora y Luthra (1970) revelaron que
niveles de qzufre superiores a 90 ppm, aumentaban los amino
4cidos azufrados en judia. Resultados similares se observa-

ron para guisantes (Rao y Das, 1967).

La nutricidén mineral también afecta al contenido en

lipidos de las leguminosas oleaginosas como la soja y el ca
cahuete. La aplicacién de altos niveles de nitrégeno, solo
o conjuntamente con potasio, disminuye el contenido de 1lipi
dos en algunas leguminosas, mientras que aumentan con la
aplicacién de azufre, Ademéds pueden influir en la oxidacién
y alteracién de los &cidos grasos contribuyendo a cambios =
no deseados en los alimentos, como son la pérdida de cali =

dad nutritiva y aromédtica (Salunkhe et al., 1983).

Los elementos minerales se asocial con las pro
tefnas de las plantas y de alguna mane¥a regulan la actividad

de numerosos enzimas relacionados con l@a asimilacién del ni-

trégeno y con el metabolismo en general (Klein Yy Jager,1978;
Shukla et al., 1983).



En las leguminosas, el proceso de la fijacién de
nitrégeno depende en muchos aspectos del metabolismo de 1la
planta hospedadora; por tanto no cabe duda que una correcta
Y equilibrada nutricién mineral de 1la planta, contribuirid a
mejorar la fijacién biolégica del nitrégeno, en la simbio -

sis Rhizobium-leguminosa.
it Lot

3.3.- Nutricién Nitrogenada,

El rendimiento de los cultivos estd limitado en la
agricultura por severas deficiencias de, por lo menos, algu
nos de los nﬁtrientes principales, en aquellas regiones del
mundo méAs superpobladas (Greenwood, 1980). La respuesta de
los cultivos a la fertilizacidn es en general apreciable |,
tanto que el rendimiento del cultivo es casi proporcional a
las cantidades de N +3P + K, suministrados como fertilizan-
tes en los principales paises agricolas. Frecuentemente las
respuestas a los fertilizantes nitrogenados se ven limita -
das por deficiencias de otros nutrientes Y a menos que se
rectifiquen estas deficiencias (Richards, 1979; won Peter |,
1980), no se observan incrementos apreciables en la cosecha.
Sin embargo, si los suelos estin bien dotados de fésforo 3
potasio y azufre, el rendimiento promedio del cultivo es ca
si directamente proporcional a los niveles de nitrégeno apli

cado.

El nitrégeno es probablemente el nutriente mineral
de las plantas, mejor estudiado Y es absorbido por éstas en
una gran proporcidén. Puede entrar en la planta, por diferen
tes vias y en distintas formas. Sin embargo, su disponibili
dad depende del nivel de fertilizantes nitrogenados y de las
bacterias del ciclo del nitrdgeno que pueden colaboraren la

descomposicién de la materia orgénica.

El nitrdgeno es constituyente importante de las -

proteinas, ademis se encuentra en los nucleétidos (&cidos nu
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cleicos, moléculas energéticas) y numerosos metabolitos in-
termediarios. Generalmente en el vegetal se encuentra en una
proporcién que oscila entre 1,5 al 5 % del peso seco. Una
pequefia cantidad de nitrbégeno puede estar en forma soluble,
como nitrato o como aminoédcidos libres, representando esta
forma soluble de nitrégeno, bajo condiciones normales, una

fraccién muy pequefia (Mills y Jones, 1979). 3

Las plantas son los organismos, por excelencia,que
transforman las formas inorgénicas de nitrégeno(NOS vy NHZ )

principalmente, en N orgénico.
3,3.1.- Absorcién,

El nitrégeno entra en la planta por la rafz oa tra
vés de las hojas, en forma de nitratos o en forma de amonio,

ambas pueden ser metabolizadas por las plantas.

En general existe una gran absorciém de nitratosy
de las investigaciones de Ansari y Bowling (1972)‘39 deduce
que la absorcién de nitratos ocurre en contra de un gradien
te electroquimico indicando que es una absorcidn activa. E1
nitrato presente en la raiz puede intercambiarse con el ni
trato de la solucidén del suelo, consideréndose que el eflu-
jo de nitratos es pasivo y la absorcidn es activa. Otras evi
dencias del control metabdlico de la absorcién de nitratos

las suministram Raoy Rains (1976).

Sin embargo, si la absorcién de amonio por las plan
tas es un proceso activo, es una cuestién abierta en la ag
tualidad, Zsoldos (1972) indica que la absorcién de ambas -
formas de nitrégeno se afecta con la temperatura. En cambio
Clarkson y Warner (1979), concluyen que cuando se suminis -
tran los dos iones en igual concentracién, el amonio se ab-
sorbe mds rapidamente que el nitrato a temperaturas bajas.
El porqué se absorbe el amonio méds rédpidamente a temperatu-

ras bajas no se sabe. Estos mismos autores sugieren que pue



de ser atribuido a cambios fisicos en las membranas. Hay al
gunos indicios que sefialan que el nitrégeno aménico es ab -
sorbido en forma de amoniaco y como molécula neutra que es,
Moore (1974) sugiere que puede atravesar fécilmente las mem

branas celulares.

La absorcién de ambos iones esté influenciada, por
el pH del medio, a pH &cidos o neutros se absorbe me jor el
nitrato y a pH altos se absorbe mejor el amonio (Rao y -
Rains, 1976) Yy por el status de carbohidratos en las plan -
tas, cuando este nivel es alto se favorece la absorcidén de

amonio (Kirkby y Hughes, 1970).

También puede presentarse una competencia entre am
bas formas de nitrégeno en la absorcidn (Blondel y Blanc'l
1974). Cuando ambos iones estan presentes, el amonio actia
como un inhibidor de la absorcién de nitratos (Rao vy Rains,

1976).

Sin embargo la mayor absorcién de nitrégeno fue ob
servada por Blondel y Blanc (1974) cuando. ambas formas de ni
trégeno estaban en la solucién de cultivo. El efecto positi
vo de la combinacién de ambas formas de nitrégeno en el cre
cimiento de la planta necesita ser estudiado profundamente

(Clement et al., 1978).

3.3.2.- Transporte y Acumulacidn de Nitrégeno,

La principal via de transporte a larga distancia ,
de los solutos nitrogenados absorbidos por la raiz en plan-
tas vasculares, es el flujo de masas a través del xilema has
ta la zona de transpiracién en 1la parte aérea (Pate,1980).
Es frecuente que la mayor parte de los compuestos transpor-

tados por el xilema sean nitrogenados, mientras que el floe

|

ma transporta carbohidratos, de hecho, el nivel de este ele

mento en el xilema es del orden del 0.01 - 0,21% (P/V)mien—

tras que en el floema es la décima parte de 1la anterior(Pa—
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te et al.,1975; Pate, 1976b).La relacidn ¢/N en el xilema ,
es del orden de 1.5 a 6, indicando ello la importancia de -
los compuestos ricos en nitrégeno en esta via de transporte.
Sin embargo, en el floema la relacién C/N es de 15 - 200,1lo
que indica que el nivel de carbono presente como carbohidra
tos, normalmente sacarosa, es muy alto respecto a los com=-

puestos nitrogenados (Pate et al., 1975).

La forma en la cual el nitrégeno se transporta de
pende de como es absorbido y de su metabolismo en la radiz.
Generalmente, todo el nitrégeno absorbido como amonio es asi
milado en los tejidos de la raiz y redistribuido como amino
acidos, aunque su presencia ha sido detectada en el exudado
del xilema (Pate, 1980). El nitrégeno absorbido como nitra-
to puede ser trasnportado sin alterar, por el tallo, hasta
las hojas. El nitrato es un constituyente frecuente en el
xilema, pero no el nitrito, especialmente si la raiz dispo-
ne de niveles altos de nitratos. (Atkins et al., 1979). E1l
nitrato normalmente estd ausente, o presente sélo en canti-

dades trazas en el exudado del floema (Pate et al., 1975).

Transporte del nitrégeno en la raiz.

La capacidad que tienen las raices de reducir 1los
nitratos varia ampliamente con las especies vegetales.Se ha
evidenéiado una correlacidn positiva entre los niveles de
nitrato reductasa en la rafiz y la relacién N-orgénico/N- ni
trato en el xilema (Oghoghorie, 1971).

En especies con poca actividad nitrato reductasa -
en las raices, alrededor del 95 % del nitrégeno del xilema
eété en forma de nitrato libre, sugiriendo que la actividad
enzimatica habia sido insuficiente, para generar un "pool"
de nitrégeno reducido que pudiera ser transportado,pero no
necesariamente insuficiente para satisfacer, al menos, par

te del nitrdégeno orgénico necesario para el crecimiento de



la raiz (Radin et al., 1975 ; Radin,1978). Hay especies ve
getales que presentan una gran actividad nitrato reductasa,
en la raiz, tal es el caso del altramuz y del rdbano. En es
tas especies se observa un nivel bajo de nitratos en el ta
llo, incluso con niveles elevados de nitratos en el medio -
radical (Pate, 1973). Existe otro grupo de vegetales,que se
incluyen en una categoria intermedia, en los cuales ambas
formas de nitrégeno, orginico e inorgénico, se transportaf-
por el xilema en el tallo, con 1la probabilidad de que los
tallos contengan mis nitratos que nitrdgeno orgdnico, cuan-
do los niveles de fertilizacidén con nitratos sean elevados

(Pate, 1973; Schrader, 1978).

Los estudios con Vigna~y Pisum (Oghoghorie y Pate

1971), muestran que cuando los nitratos en el medio radical
aumentan,el nivel de nitrdgeno organico en el xilema se in
crementa hasta un valor maximo que se alcanza a un nivel in
termedio de nitratos en la raiz, por encima del cual la can
tidad de nitrdgeno presente en el xilema, como nitratos, in,
crementa progresivamente. Esto sugiere una saturacidn del
sistema reductasa en la raiz. Sin embargo, Radin (1978), se

flala que es necesario realizar més estudios sobre 1la activi
dad nitratoreductasa en 1la raiz, la compartimentacidn entre
nitratos y sus productos de reduccidén dentro de los tejidos
de la raiz y la carga de nitratos Yy compuestos nitrogenados
reducidos al xilema, para poder entender la diferente capa-
cidad de las especies para asimilar los nitratos en las rai

cese.

La disponibilidad de carbohidratos en la parte aé-
rea puede ser importante para regular la actividad nitrato-
reductasa, especialmente si el transporte de azlcares esté]}
mitado y se usa preferencialmente para el crecimiento de la
raiz, proceso opuesto a la asimilacién de nitratos ( Radin

et-al., 1978).

La cantidad de fertilizacidn nitrogenada aplicada

a la raiz puede afectar la cantidad ¥ la relacién de compues
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tos transportados; asi en determinadas especies vegetales ,
cuando ‘aumenta la cantidad de nitratos aplicados también -
aumenta la realcidn N-nitrato/N-amino transportado. En cam
bio, cuando se adiciona amonio a las raices se produce una
sintesis rédpida de aminas, glutamina y asparagina, presumi-

blemente como mecanismodedetoxificacfén(Lea y Miflin,1981).

-

4

Relacidén entre transporte y almacenamiento de

nitrégeno.

Las plantas herbédceas acumulan cantidades signifi-
cativas de nitrégeno en forma soluble, especialmente en el
parénquima del tallo y en S6rganos de almacenamiento,como la
rafz. Esto ocurre principalmente durante el periodo vegeta-
tivo de la planta (Jackson y Volk, 1981) y bajo ciertas con

diciones de stress, esta tendencia se acentia.

Muchas especies tienden a almacenar el nitrégeno ,
como nitratos en algunas ocasiones en cantidades cercanas al
5 % del peso seco del tejido correspondiente(Schrader,1978).
El "pool" de aminodcidos de estas plantas tiende a ser re
quefio, por tanto la proteinosintesis que acompafia al creci-
miento estd probablemente muy ligada a la asimilacién de ni
tratos (Wallace y Pate, 1967). El nitrégeno acumulado en -
forma de nitratos, puede servir para mantener procesos de -
crecimiento, en determinados momentos tales como, cuando el
nitrégeno suministrado al medio llega a ser limitante, cuan
do el crecimiento reproductor demanda nitrégeno reducido a
una velocidad que excede a la de absorcién, o bajo periodos

de stress (Jackson y Volk, 1981).

La forma en la cual el nitrato acumulado puede ser
utilizable, no se conoce bien. Las medidas de actividad ni
tratoreductasa "in vivo", en musencia de nitratos en el me
dio de incubacién (Aslam et al., 1976), indican que elnitra

to estéd dividido en un "pool"™ metabdlico relativamente pe-



quefio y un "pool" de almacenamiento considerablemente mayor.
En un tejido homogéneo se piensa que estos " ools" corres -
J g p p

ponden al citoplasma y a la vacuola respectivamente.

Jackson y Volk (1981) no pueden dar conclusiones -
definitivas sobre la regulacién del movimiento de nitratos,
desde el "pool" de almacenamiento en la raiz o en otros te
jidos de la planta. Sugieren que el nitrato acumulado no es
estatico, sino que puede ser reducido e incorporado a com -
puestos organicos o bien transportado a otros érganos. Sin
embargo, admiten que la utilizacidn del nitrato acumulado -
bpuede no ser idéntica en todas las zonas del sistema radi -
cal. Las diferencias detectadas en la actividad nitrato re

ductasa entre la regién basal y meristemitica de la raiz,in

dican la posibilidad de una compartimentacidén espacial.

El almacenamiento de nitrégeno se hace en forma de
nitrégeno inorgénico soluble, nitratos y en forma de nitré-
geno organico soluble, aminoicidos Y ureidos. Las raices |,
tienen poco nitrégeno organico soluble Pero pueden disponer
de altas concentraciones de nitratos, incluso en especies -
con gran actividad nitrato reductasa (Radin, 1978; Atkins et
al., 1979). Sin embargo, una gran parte del nitrato de la
raiz puede estar localizado fuera del simplasto y por tanto
no es realmente representativo de la capacidad de acumula -

cidén de las raices.

3.3.3.- Metabolismo del Nitrato.

Las plantas que crecen en suelo, obtienen el nitré
geno principalmente en forma de nitratos, incluso si se uti
lizan fertilizantes amoniacales, puesto que el amonio pue
de ser oxidado a nitrato por los microorganismos del sue
lo (Walker, 1978 ; Huber et al., 1980). El nitrato absorbi
do por las plantas debe ser reducido a amonio pPara poder

ser asimilado en forma organica. El proceso de reduccidn de
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nitratos puede ocurrir predominantemente en raices o en ho

jas, segin la especie vegetal y los factores ambientales
(pate, 1973).

La reduccién de nitratos depende de la actividad
de dos enzimas: nitrato reductasa y nitrito reductasa, que
han sido ampliamente estudiados en su aspecto bioquimico y
fisiolbégico por diversos autores (Hewitt, 1975 ; Hewitt et
al., 1976 ; Beevers, 1976; Hewitt y Cutting, 1979; Beevers
y Hageman, 1980).

Asimilacidén de nitratos,

El metabolismo del nitrégeno se inicia con la re
duccidén de nitratos a nitritos por el complejo enziméAtico
nitrato reductasa (Figura 5) que se 1ocaliza’soluble en el
citoplasma o asociada a la membrana del cloroplasto(Hewitt
et al., 1976). Este complejo fue identificado y caracteri-
zado en plantas superiores por Evans y Nason (1953). La
reaccién conlleva la transferencia de dos electrones y re
quiere especificamente NADH (Hageman y Hucklesby, 1971)sin
embargo en soja (Jolly et al., 1976 ) y en escutelo de maiz
(campbell, 1976), se han aislado enzimas adicionales que
muestran actividad tanto con el NADH como con el NADPH. La
nitrato reductasa tiene un peso molecular de alrededor de
200.000 daltons y segin recientes investigaciones esté for
mada par 2 subunidades (Kuo et al., 1980). Es una flavo-mo
libdeno proteina que contiene un grupo hemo (Ahmed y Spi -
ller, 1976).

La nitrato reductasa muestra una composicién y me
canismo complejos. En la mayoria de los casos se pueden -
distinguir dos actividades distintas "in vitro": Una acti-
vidad flavin-diaforasa (deshidrogenasa) de reduccién, uti
lizando NAD(P)H, de distintos aceptores de electrones, ci-
tocromoc¢ ,ferricianuro y colorantes como el DCIP Yy una ag

tividad nitrato reductasa terminal que lleva a cabo la re
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Figura 5.- Esquema basico de funcionamiento de la actividad nitrato
reductasa.



duccibén de nitritos por flavin mononucledtidos reducidos o
por metil violdgeno, independientemente de la actividad de

los piridin nucledtidos.

Ambas actividades parciales del complejo responden
de forma diferente a inhibidores Selectivos. La actividad -
reductasa mediada por flavinas reducidas o metil violégeno,
reducido es inhibida por cianuros y édcidos, sin embargo, la
actividad diaforasa es insensible a estos inhibidores(Wallg
ce y Johmnson, 1978). La reduccién de nitratos mediada por
piridin-nucleétidos reducidos y citocromo c¢ reducido es in
hibida por el p - clorobenzoato de mercurio y relativamente
sensible al calor, en contraste la reduccién, estimulada por
el violégeno reducido o el FMNH2 es comparativamente insen-
sible a los inhibidores con grupos sulfhidrilos y més esta
ble al calor (Schrader et al., 1968). Estos datos son con
sistentes con una separacién fisica entre el sitio de unién

del NADH y del nitrato (Amy et al., 1977).

Aunque ambos componentes del complejo enzimético -
procedentes de plantas superiores, no han sido fisicamente
separados, los conocimientos sobre dichos componentes se han
obtenido por estudios realizados sobre este enzima en mu-—

tantes de tabaco (Mendel y Miiller, 1978).

La fraccidén apoproteica del complejo (deshidrogena
sa) aislada de extractos vegetales deficientes en molibdeno,
puede ser activada por la adicién de un factor con molibde-
no (Rucklidge et al., 1976). El factor que contiene molibde
no no ha sido bien caracterizado, las indicaciones inicia -
les sugieren que este factor puede ser idéntico al que se
Presenta en otras molibdeno proteinas tales como la xantin-
oxidasa y la sulfito oxidasa. Recientemente se ha observado
que este factor puede contener también residuos de pteridi-
na‘la cual puede estar involucrada en la transferencia de
electrones desde el reductor al centro-molibdeno del enzima

(Johnson et al., 1980).



El complejo proteina-molibdeno tiene: un peso mole
cular alrededor de 30.000 daltons (Rucklidge EE al., 1976).
Se ha demostrado que el molibdeno es un constituyente del en

zima purificado a partir de organismos procariotas y euca -
fin ks

N

riotas McGregor et al., 1974). Est4 presente en cantida-
des de 1 a 2 4tomos/mol y se ha demostrado un papel critl
co del molibdeno en la reduccidén de nitratos (Lee et gl o

197&), relacionado con el transporte de electrones. Esto es
apoyado por la accién de los cianuros que al formar un que
lato con el molibdeno pueden inhibir la reduccidén de nitra-

tos v por los estudios de epr (Ahmed y Spiller, 1976).

En tejidos no fotosintéticos la asimilacidn de ni-
tratos estd asociada con el metabglismo respiratorio.Los da
tos acerca de la implicacién de la mitocondria en la reduc-—
cién de nitratos se obtienen al observar,la inhibicidén de
la acumulacién de nitritos por el oxigeno y la actuacidén de

los desacopladores respiratorios (Hewitt et al., 1976).

La mitocondria puede competir por el NADH'citoplag
matico y dependiendo de la efectividad de esa competencia ,
se deprimiria la reduccidén de nitratos. Cuando se bloquea -
el sistema de transporte de electrones mitocondrial, el NADH
se puede acumular en la mitocondria. Este NADH podria redu-
cir el Acido oxal-acético a malico que seria exportado al -
citoplasma, a través de un mecanismo de lanzadera(kadicarbg
xilatos. En el citoplasma, el malato se oxidaria Y genera -
ria el NADH necesario para la reduccién de nitratos.El NAD

interno contribuiria a generar nuevos &dcidos orgénicos ( Ha

geman et al., 1980 ).

En tejidos fotosintéticos, la reduccidén de nitra-
tos estd estrechamente ligada a la luz via flavinas (Pane -
que et al., 1965), al NADPH (Evans y Nason, 1953)0 a los pro

ductos fotosintéticos directos (Ramirez et al., 1964).
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Actividad nitrato reductasa en plantas.

La mayoria de los estudios del metabolismc del ni-
trégeno han sido realizados en hojas, cuyos niveles de acti
vidad nitrato reductasa son elevados. La maxima actividad -
nitrato reductasa, en hojas, se obtiene justo antes de alcan
zar la maxima expansién. Los peciolos y tejidos no cloroffi-
licos de las hojas detentan una actividad enzimatica despre
ciable.Las glumas y espiculas del trigo poseen una cierta -
actividad nitrato reductasa mientras qué en las vainas de le
guminosas esta actividad es desestimable (Beevers y Hageman
1980).

Hay 6rganos en los cuales el potencial genético pa
ra la sintesis de este enzima puede estar reprimido, tal es

el caso de las raices de Xantium pennsylvanicum con una -

ausencia casi total de actividad nitrato reductasa,deducido
del hecho que el 95% del nitrégeno total del xilema son ni-
tratos (Pate, 1973).En general, las raices contienen una -
fraccién de actividad nitrato reductasa del orden del 10-30%
de la detectada en hojas (Beevers y Hageman,1969), por el
contrario en hojas de girasol la actividad nitrato reducta-
sa es del orden del 1,7% de la detectada en raices.

La reduccibén de nitratos en rafices y hojas es dis
tinta seglin las especies y varfia durante el ciclo de vida.
Pate (1973) indica que los cereales reducen los nitratos tan
to en raiz como en hoja, mientras que en leguminosas (Vicia,

Pisum, Phaseolus Yy Lupinus) este proceso tiene mayor rele -

vancia en raiz. Coic (1971), concluye que en maiz los nitra
tos se reducen mayoritariamente en la raiz mientras que en
tomate es en las ho jas.

En condiciones de campo el lugar de asimilacién de
los nitratos(raiz o brote) se complica por la variabilidad
en la disponibilidad del nitrdgeno del suelo.Cuando la dis-
ponibilidad del nitrato es baja,puede disminuirse la asimi-
lacién de nitratos en la raiz, especialmente si los "pools"
de almacenamiento de nitratos en la planta han sido agota -

dos(Beevers y Hageman,1980).



Reduccidén de nitritos.

Fl nitrito producido por la nitrato reductasa es
reducido a amoniaco directamente, sin la utilizacién de in
termediarios, por la nitrito reductasa, figura 6. Este en
zima,ha sido ampliamente caracterizado en extractos de hoja
y presenta un peso molecular de 62.000 daltons. No se diso-
cia con el SDS vy por tanto aparentemente no contiene subu-
nidades(Vega vy Kamin, 1977). El enzima purificado muestra
unos picos de absorcién a 380 - 390 nm y 570- 580 nm y con
tiene: 3 Atomos de Fe por mol de enzima (Vega y Kamin,1977).
Estas observaciones indican la presencia de una ferro-porfi
rina, sirohemo,6 en conjuncidén con un centro Fe - S en el en-

zima.

La secuencia de la transferencia de electrones que
se sugiere en la reduccidén de nitritos, se inicia con la re
duccidén del sirohemo por un electron de la ferredoxina,enel
caso de tejidos no fotosintéticos varia el donador de elec-
trones. El grupo hemo reducido reacciona con el nitrito pa
ra formar un complejo hemo-nitrito que facilita la reduccién
- del centro Fe- S. Los electrones pueden transferirse desde
este centro al complejosirohemo ligado al ‘nitrdgeno. Este
complejo recibe un electrén y se transforma en un complejo
sirohemo- NO. Las posteriores transformaciones de este com-
rlejo hasta el complejo enzima - NH+4’ implican la adicién
de 5 electrones, cuya secuencia de transferencia y los inter

mediarios formados no se conocen (Hucklesby et al., 1979).

El donador de electrones fisioldgico para la reduc
cién de nitritos parece ser la ferredoxina reducida(Beevers
y Hageman, 1969; Hewitt, 1975), la cual se genera en las ho
jas durante los eventos fotoquimicos asociados al fotosiste

ma T.
Esta fuente de poder reductor es consistente con la
localizacidén del enzima en el cloroplasto (Grant et al.,

1970). "in vitro" el metil violégeno reducido puede funcio-
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nar como donador de electrones, pero no los piridin y fla -
vinnucledtidos.

En tejidos no fotosintéticos este enzima parece es
tar localizada en el protoplasto(Dalling et al., 1972). La
fuente de poder reductor en estos tejidos puede ser el NADPH
producido por el ciclo de las pentosas fosfato Esta aseve
racién esté basé@a en los experimentos realizados por Emes
et al. (1979). Estos autores observaron que el nitrito es
timula el catabolismo de la glucosa por la via PPP en pléan-
tulas y que en las raices, una glucosa 6-fosfatodeshidroge-
nasa, se induce por la exposicién al nitrato. Sin embargo
mientras el NADPH puede ser la fuente de poder reductor pa
ra la nitrité reductasa, este piridin nuclebdtido reducido
no puede estimular la reduccién de nitritos "in vitro"™. Pa-
rece que en tejidos no fotosintéticos, un transportador de
electrones no identificado, debe éstar involucrado para sus
tituir a la ferrodoxina que es el reductor directo del enzi
ma en la hoja'(BOUTne y Miflin, 1973).

i S

Herbicidas CN INHIBIDORES
NO,,
’ ' Ferredoxina -—e—-’ Sirohemo ENZIMA
+ +
NADPH* NH
4
NADP
DONADORES Y
BI : /A
Viol. Viol. FMN FMNH, ACEPTORES
red. oxi. DE e~

Figura 6.- Esquema basico de funcionamiento de la actividad nitrito
reductasa.
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Regulacidén de la actividad nitrato reductasa.

La actividad enzimdtica en la planta puede conside
rarse comd un balance entre la sintesis/degradacién y la ac
tivacién/inactivacién. Hay numerosos factores que pueden -
afectar la actividad del enzima interfiriendo con alguno de

esos procesos (Hewitt, 1975 ; Hewitt et al., 1976).

La nitrato reductasa es un enzima inducible por su
sustrato y generalmente existe una correlacidn positiva en
tre la actividad enzimdtica y la concentracidn del sustrato
(Aslam et al., 1976; Kapor et al., 1978). Tambidn se obser-
va una correlacidén entre la nitrato reductasa y el crecimien
to de la planta. Parece posible pensar que, si los nitratos
no se correlacionan con la actividad del enzima, la mayor
parte de éstos estarian en el "pool" de almacenamiento vy no

en el metabdlico.

Utilizande nitrato marcado se ha demostrado la -
sintesis de "novo" de la nitrato reductasa, inducida por los
nitratos (Zielke y Filner, 1971). Esto estd apoyado por los
datos recogidos en otras investigaciones relacionadas con el
uso de los inhibidores de la sintesis de proteinas (Hewitt,

1975).

El efecto del amonio y aminodcidos como productos
finales de la asimilacién de nitratos, sobre la actividad -
nitrato reductasa, ha sido estudiado por diversos investiga
dores. Las plantas que crecen en un medio amoniacal tienen,
una actividad enzimdtica menor que las que crecen en un me
dio con nitratos. El amonio puede inhibir la actividad ni -
trato reductasa (Marwah y Juliano, 1976). Sin embargo, hay
otros autores (Oaks et al., 1977) que no pueden demostrar
esta inhibicién por el amonio. Esto podria indicar que la -
regulacién de la nitrato reductasa es distinta seglin los te

jidos.
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"El amonio puede inhibir la actividad nitrato reduc
tasa bien por interferir con su sintesis o por limitar 1la
absorcién de nitratos. Alternativamente, el amonio puede in
hibir la actividad del enzima bien por una degradacidn acti
va o por una modulacién fisica de la molécula del enzima.
La evidencia de esta Gltima posibilidad ha sido demostrada
en algas,dondé‘se ha observado que la inactivacién de la -
NRasa por amonio es reversible (Losada et al., 1973). En
plantas superiores el mecanismo de accidn probable puede ser
la inactivacién del enzima, ya que cuando se adiciona el =
amonio a plantas con actividad NRasa inducida por nitratos,
se produce una pérdida rdpida de la actiwvidad del enzima -

(Orebamjo y Stewart, 1975).

Los amin6adcidos pueden inhibir 1la actividad nitra-
to reductasa inducida por su sustrato (Oaks et al., 1977).
Si bien el efecto inhibidor de determinados aminoAcidos es
revertido por otros (Radin, 1977). La interpretacién de es
tos resultados es dificil puesto que los aminodcidos aplica
dos pueden interferir, con el crecimiento, con el metabolis
mo, con la absorcidén de nitratos o con la distribucién de ni
tratos dentro del vegetal y por tanto interferir con el pro

ceso de induccidn.

Ha sido abordado el estudio del efecto de varias -
sales inorgdnicas e iones sobre la actividad nitrato reduc-
tasa. Los comﬁﬁestos de molibdeno son los més estudiados,ya
que el molibdeno es un componente de la molécula de la ni -
trato reductasa. El molibdeno suministrado exégenamente es

timula la actividad nitrato reductasa (Hewitt, 1975).

El tungsteno es un inhibidor competitivo del molib
deno y cuando se incorpora a la molécula enzimdtica, la ac=-
tividad disminuye. De forma seme jante actia el vanadio ( Ve

ga et al., 1971).

Fl efecto del ClNa en la actividad nitrato reductg

sa es variado, mientras que en cotiledones de Phaseolus aco

nitifoliumy en tallos de Zea mays se induce la actividad, en
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Atriplex confertifolia se inhibe (Kleinkpf et al., 1975). Al
+

.+ + +
gunos cationes monovalentes como el Li, K , Na , y Rb , no
afectan al nivel de nitrato reductasa "in vitro", pero "in -
vivo", la actividad es fuertemente afectada por el Rb+ y el

Ga T (Blevins et al., 1978).

Se ha estudiado también el efecto del azufre sobre
la actividad NRasa. Este enzima contiene grupos SH en su mo-
lécula y se ha comprobado que las deficiencias de azufre dis
minuyen la actividad de la NRasa en Zea mays . Sin embargo ,
el azufre no es limitante y su aplicacién no afecta a la ni

trato reductasa en Phleum pratense y en Panicum virgatum 5

(Friedrich et al., 1978). La deficiencia de hierro di sminuye
la actividad nitrato reductasa en las raices y en hojas de -
plantas calcicolas y no afecta a las plantas calcifugas -

(Brown y Jones, 1976).

Las giberelinas no afectan la inducciédn de la NRasa

en las capas de aleurona de Hordeum vulgare, sin embargo ,una

combinacién de giberelina y citoquininas aumenta: la reduc -
cidén de nitratos .en hojas. Las giberelinas y citoquininas i

aplicadas simulté&neamente, pueden sustituir a la luz en el

mantenimiento de la actividad NRasa en hojas de Nicotiana

tabacum . La auxina también afecta positivamente la activi-
dad NRasa y se ha establecido que su efecto no es debido a la

estimulacién de la proteinosintesis, (Lips ¥ Roth-Bejerano

1969).

9

La induccidén de la NRasa por citoquininas involucra
una proteino sintesis de "novo" por lo que esta induccidn es
inhibida por la cicloheximina y la actinomicina D. Sin embar
g0, el mecanismo de induccién de la NRasa por las citoquini-
nas es diferente a la induccidén provocada por los nitratos y
pues mientras la bencil adenina pierde en efectividad como

inductor a las 24 horas, el efecto de los nitratos no estid -

limitado (Kende y Shen, 1972).
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La luz es esencial para la induccién de la nitrato
reductasa por su sustrato (Travis et al., 1970), aunque Tra
vis vy Key (1971) demostraron la induccién de la NRasa en la
oscuridad. En la mayoria de las especies estudiadas, el ni
vel de enzima en la parte de la planta que crece expuesta
a la luz es mayor que en aquellas que crecen en la oscuri
dad. La regulacibén aparentemente estéd mediada por el fito-
cromo.Este fotorreceptor puede actuar en el sitio de absor-
cién del nitrato o puede involucrar una modulacién de la ac
cesibilidad del nitrato celular al lugar de la induccién en

zimdtica (Jones y Sheard, 1975).

Se han propuesto algunas hipbétesis para explicarel
mecanismo de induccidbn-activacién de la actividad nitrato -
reductasa por la iﬁz s a) La luz puede activar la enzima por
un incremento de la absorcidén de nitratos (Rao Yy Rains,1976),
esta hipbtesis s6lo podria aplicarse si el nitrato suminis-
trado fuese limitante; b) La segunda hipdtesis concluye que
la fotosintesis estaria involucrada en la induccién del en
zima por la luz (Brown y Jones, 1976), sin embargo, la pre
sencia de NRasa en tejidos que crecen en la oscuridad ( Tra
vis y Key, 1971) vy el hecho de que en tejidos no fotosintée
ticos, como el endospermo y escutelo, también se estimule la
actividad nitrato reductasa con la luz (srivastava,1974) ,
abogan en detp}mento de esta hipbtesis; c) la luz puede in
crementar la actividad enzimética induciendo la sintesis de
proteinas ya que la luz induce la sintesis m-RNA. Esta hipé
tesis, parece ser viable en algunas condiciones, sin embar-
go, hay que tener en cuenta que la induccién de la NRa-
sa por la luz es insensible a la cicloheximina ( John
son,1976), por 1lo que esta tercerg'hipétesis,se cuestio
naj; d) Recientemente, Jolly y Tolbert (1978) han demos
trado que los niveles de NRasa en la luz y oscuridad pue-
den estar regulados por laactividad relativa de inhibidoresy
activadores especificos.Ellos proponen que un inhibidor se

produce en la oscuridad y es inactivado reversiblemente por
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la luz. El1 inhibidor ha sido detectado en distintas especies

vegetales (Wallace, 1973.

Significado del estudio de la actividad mitrato Te

ductasa.

El nivel de la actividad NRasa puede reflejar la
velocidad de suministro del nitrégeno reducido, necesario
para el crecimiento de la planta. Esto ha sido confirmado,

con los trabajos de Brunetti y Hageman (1976) que demostra-
ron que la nitrato reductasa estéa correlacionada(r%:: 0,9),
con la acumulacién de nitrégeno reducido cuando el nitrato
no es limitante, en diversos genotipos de maiz. Sin embargo
los intentos de utilizar la actividad NRasa como criterio

para la seleccién de cultivos, con capacidad bpara producir -

mids cosecha o mis proteina, han sido variables (Hageman

1979).

9

En el caso de las leguminosas, Franco et al. (1979)

trabajando con Phaseolus vulgaris L., encontraron que 1la ac

tividad nitrogenasa declina ripidamente después de la flora
cién y tras esto aumentaba la actividad NRasa. La aplicacién
en este momento de nitrégeno en forma de nitrato (40 kg/Ha)‘
provocé un incremento en la actividad NRasa Y casi se dupli

cé la cosecha de judias.

Se han encontrado correlaciones entre la actividad
nitrato reductasa y varios componentes de la cosecha en va-
rios cultivos (Beevers Y Hageman,,1980). En geneneral las
correlaciones no han sido lo suficientemente altas como pa
ra que se utilice como criterio para establecer el adecuado
estado nutritivo de un cultivo y su capacidad para producir

mayores cosechas.,
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3.3.4.- Deficiencias de Nitrégeno en Plantas.

El diagnéstico visual de deficiencias de nutrien -
tes suministra un medio Util para valorar las condiciones -
nutricionales de un cultivo. Los sintomas visuales de defi-
ciencias, son sdlo la consecuencia de una alteracién metabd
lica debida a diferentes causas que conducen a sindromes muy
similares, siendo éste el caso de la deficiencia de nitrége

no.

La deficiencia de nitrégeno, se inicia con una
pérdida de color verde en las hojas viejas, clorosis, que se
generaliza en la planta. Este sintoma esta provocado por una
alteracién en el desarrollo del cloroplasto. Cuando la defi
ciencia es muy intensa aparecen manchas necréticas en las
ho jas, pero siempre en época tardia. En este aspecto, la de
ficiencia de nitrégeno difiere fundamentalmente de la de Po
tasio y magnesio donde los sintomas aparecen en las hojas =
viejas pero las manchas necréticas se inician en los esta -
dos iniciales de deficiencia. La clorosis provocada por de
ficiencias de Fe, Cu y S es semejante a la producida por la
deficiencia de nitrdégeno, si bien en el primer caso aparece

en las hojas jévenes (Epstein, 1972).

A nivel de planta entera el primer sintoma es una
detencién del crecimiento (Chapman, 1966). Las plantas que-
dan pequefias, los tallos se tornan delgados, las hojas son
pequefias y las viejas a menudo caen prematuramente. El cre
cimiento de la raiz también se ve alterado y se restringen
las ramificaciones. La relacién rafiz/brote aumenta con la -

deficiencia de nitrégeno (Casper, 1975).

Las plantas que sufren deficiencia de nitrégeno,mg
duran antes y el crecimiento vegetativo se acorta. Esta pre
cocidad en 1a senescencia probablemente estid relacionada con
el efecto del nitrégeno en la sintesis y transporte de cito

quininas. Segan Wagner y Michael (1971), la sintesis de ci
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toquininas disminuye con una nutricién nitrogenada inade -
cuada. Como esta fitohormona promueve el crecimiento y 1la
retencién de la planta en estado juvenil, una deficiencia

de citoquininas puede producir la senescencia.

Bates (1971) define el contenido de nitrégeno al

iniciarse la deficiencia, como la "concentracidén critica "

que es especifica para cada parte de la planta y para cada
periodo especifico de crecimiento. Aunque es un valor inte
resante, su utilidad estd limitada. MAs recientemente se ha

considerado oportuno definir el término "rango de suficien

cia", siendo el limite inferior del rango de suficiencia ,
la concentracién critica (Chapman, 1966). Las ihvestigacig
nes de Hanway y Dumenil (1965) sugieren que la concentra-
cién critica de nitrégeno puede variar dependiendo del ni.
vel de fésforo en la planta. Sin duda otra relacién simi -

lar y con otros elementos pueden existir en los vegetales.

Es obvio que el nitrdgeno total de la planta dis
minuye, cuando el suministro de nitrégeno es inadecuado .
Cuando tienen un nivel adecuado, se observa que existen for
mas solubles de nitrégeno en forma de nitratos o de com
puestos organicos solubles como las aminas y ureidos. Sin
embargo, si es deficitario el nitrégeno disponible, estas
formas solubles de nitrégeno desaparecen (Mills y Jones 5
1979). En plantas intactas, ante una deficiencia de nitré-
geno, se observa que se produce un cambio en el pH intrace
lular que solubiliza las formas de nitrégeno combinado en
los tejidos viejos. Estas formas de nitrégeno soluble son
transportadas a los meristemos y Srganos jévenes. Sin em-
bargo, no se conoce bien la distribuciédn de los distintos
compuestos de nitrdgeno en la madurez y senescencia de 1las

plantas.



3.3.5.- Exceso de Nitrégeno en Plantas,

Es dificil determinar visualmente los estados ini-
ciales de un exceso de nitrégeno. Cuando ésto existe, las
plantas crecen vigorosamente, exiben un color verde oscuro
en las hojas y_ se estimula el crecimiento vegetativo en vez
 de desarrollarse las flores y frutos (Ligero y Lliuch, ]982.).
La calidad del fruto puede verse afectada negativamente.Las
pPlantas pueden llegar a ser suculentas y fadcilmente suscep-
tibles a infecciones y al ataque de insectos. Un exceso de
nitrégeno puede alterar el equilibrio de nutrientes, o pro
ducir deficiencias de otros elementos en las plantas, como
en el caso del azufre (Ligero et al., 1981p; Lluch et al.,
1983). Un exceso de nitrégeno altera la relacién critica -

N/S indicando deficiencias de azufre en la planta.

Wright y Davison (1964) elaboraron un informe en
el cual describen las familias boténicas con tendencia a acu
mular nitratos. Se deduce del mismo, que los cereales y -
otras plantas anuales acumulan mds nitratos que las legumi
nosas y plantas perennes. Con el exceso de nitrégenosuminig
trado a la planta, las formas de nitrégeno soluble empiezan
a acumularse en los tejidos, aunque no se ha estudiado ade-
cuadamente la distribucién de estas formas de nitrégeno. La
sensibilidad a} exceso de nitrégeno es variada y depende de
la especie vegetal, del estadio de crecimiento y del hébi -

tat, entre otros factores.

Los nitratos no se acumulan uniformemente en toda
la planta (Beevers y Hageman, 1969; Cantliffe, 1972) .La edad
de la planta y la actividad nitrato-reductasa van a influir
en la acumulacién y la distribucién de nitratos (Barker vy
Maynard, 1972). En general, los peciolos y los tallos son
lugares de maxima acumulacién de nitratos. Las ho jas acumu-
lan mas que las raices, siendo la acumulacién en los Sdrga -
nos reproductores menor (Barker y Maynard, 1972). Sin embar

go Blanc y Morisot (1980), sefialan que la acumulacidn de ni
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tratos en las raices es importante. Los nitratos tienden a
acumularse en las zonas viejas de la planta como resultado
de una disminucién de la actividad nitrato-reductasa (Ba£
ker y Maynard, 1972). La acumulacidén de nitratos en los te
jidos no fotosintéticos se produce a causa de la limitada

capacidad para la reduccidén y asimilacidén de nitratos en es
tas 4reas (Barker et al., 1974). Vietsy Hageman (1971) su
gieren que el nivel del transportador de nitratos puede va
riar con la especie vegetal y la edad fisioldgica de la -

planta.

La adicién incontrolada de fertilizantes nitroge-
nados puede inducir a la acumulacidn de niveles excesivos
de nitratos en los vegetales. Hay autores que sefialan la
existencia de una relacién directa entre la cantidad de ni
tratos suministrados como fertilizantes y el contenido de
éstos en la planta (Barker 93 gi., 197&), en cambio si el

fertilizante es amoniacal la acumulacidén de nitratos se re

duce (Barker et al., 1971).

Otros factores que pueden contribuir a la acumula
cién de nitratos en plantas son,la temperatura, las varia-
ciones diurnas, la humedad, las altas intensidades de luz,
la calidad de la luz y la longitud del fotoperiodo (Cantli
ffe, 1972). Altas concentraciones de nitratos en el medio
pueden producir una caida de los carbohidratos de reserva .
que conlleva, una disminucién en la asimilacién de nitra -
tos y un aumento de la concentracién de éstos en los teji-

dos (Beevers y Hageman, 1969).

Suficiencia de nitrégeno en las plantas,

Definir la suficiencia de nitrdégeno, en términos -
de nitrégeno total en planta o parte de 1la planta, por el
método de Kjeldahl, ha sido de gran interés para los que con

fian en el andlisis foliar, ya que con este pardmetro po-
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dian conocer la suficiencia nutritiva en un cultivo. Sin em
bargo como se describié anteriormente, el andlisis de la =
planta depende del"valor critico® , siendo este parémetro -
mi4s adecuado como base para definir la suficiencia nutriti=

va de un elemento, incluyendo el nitrégeno.

Otro parémefro que se ha discutido ha sido el "ran
go de suficiencia" el cual se inicia con el Valor critico y
fimaliza con el punto inicial de exceso. El rango de sufi -
ciencia puede ser definido como el rango. en la concentracidn
de un elemento nutritivo. que proporciona la méxima cosecha.
Légicamente las concentraciones de nitrbégeno que determinan
el "rango de suficiencia" en las plantas varian considera -
blemente con las especies. En general, las leguminosas tie
nen unos requerimi;ntos de nitrdégeno mayores que las no 1le

guminosas.

La determinacién de nitratos en los tejidos, pue-
de ser un método Gtil para determinar el status de nitrége-
no en la planta. La presencia de nitratos en el tejido con
ductof, atin en concentraciones de 100 a 1000 ppm, normalmen
te define la suficiencia de nitrdgeno. La carencia de nitra
tos en estos tejidos seflalan la deficiencia, mientras que
una gran concentracién de nitratos indica el exceso de nitré

geno (Mills y Jones, 1979).

3.3.6.~ Toxicidad del Amonio,

En plantas superiores, una exposicién prolongada -
de sus raices a un medio con N-aménico en exceso, puede pPro
ducir determinadas alteraciones fisioldgicas y morfolégicas
como son clorosis en hojas, manchas necréticas, detencién -
del crecimiento y en algunos casos la muerte de la planta ,
(smiley, 197&). Los sintomas de toxicidad del amomio, cloro
sis y necrosis, indican una interrupcién en la formacién de

cloroplastos. Krogmann gE al, (1959), mostraron que el amo-
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nio es un efectivo, desacoplador reversible de la fotofosfo

rilaciédn fotosintética.

El nivel de amonio libre intracelular en una plan-
ta con metabolismo normal es bajo (Sheat et al., 1959).Cua2
do se aplican niveles altos de amonio el metabolismo de 1la
planta se altera. Las reservas de carbohidratos disminuyen,
se afecta el crecimiento de la raiz (Smiley, 1974) y el pro

ceso respiratorio.

Los efectos téxicos son debidos al NH3. Se ha de -
terminado que el metabolismo y el crecimiento de la planta,
se altera a concentraciones de NH_, a las cuales el amonio -

3

no es dafiino. El mecanismo de toxicidad del NH3 es descono-
cido, Bennett (1974) sugiere que la toxicidad del amoniaco
estd intimamente relacionada con su facilidad en atravesar
las membranas celulares. Esto estd de acuerdo con los datos
de Heber et al. (1974) que muestran que la membrana exter-
na del cloroplasto fue impermeable al ion amonio pero permi

tia la difusidén del NHB.

Es evidente que el efecto téxico del N-amonico, es
t4 mediado por el NH3 (acuoso) Yy probablemente ocurre a pH
altos (Hengel y Kirkby, 1982). A pH 4cidos o neutros mu-
chas especies vegetales son tolerantes a niveles altos de N

aménico , puesto que los protones impiden la formacidén de -

NHB. Hay que recordar que la distribucidn de NH4+ Yy NH3 en
una solucidén acuosa estd regulada por el equilibrioNH3 + H+
: NHL‘+ y este equilibrio depende del pH del medio -

(Bennett, 197&). Por tanto, existen algunos cultivos que pue
den crecer bien, en niveles altos de N-amonio, siempre que

el pH oscile entre 4 y 6 (Breteler y Smith, 1974).

La mayor desventaja que presenta la utilizacidn de
fertilizantes amoniacales es la toxicidad del amoniaco, por
ello muchos investigadores sefialan la importancia de mante-
ner el pH adecuado cuando se utiliza el amonio como fuente
de nitrégeno (Barker et al., 1966). Maynar et al. (1969)

encuentran que las soluciones nutritivas se acidifican mu -
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cho cuando los iones amonio son extractados por la planta.

La absorciéon radical de cationes es mayor que la de los anio
nes, cuando el nitrégeno se suministra en forma de amonio, fa
voreciéndose la liberacién al medio de protones para mente=
ner el balance de cargas. El cambio de pH est& influenciado
por la velocidad de absorcién de aniones y cationes en las
raices. Sin ddda, el control del pH en la rizosfera parece
ser un medio eficaz para poder utilizar los fertilizantes -

amoniacales con especies vegetales no tolerantes al amonio.

3.3.7.- Nitrégeno como Fertilizante,

En experimentos realizados con suelos de cultivo ,
el nitrégeno resulté ser el factor limitante mis importante
aunque se ha observado una gran variacidén, en cuanto a las
deficiencias de nutrientes en las diferentes partes del mun

do (Robinson, 1975).

El nitrégeno se encuentra acumulado en gran propor
cién'en suelos de cultivo Yy en sistemas naturales de vege-
tacién, sin embargo en la mayoria de sistemas agricolas pue
de ser fuertemente limitante para la productividad por dos

razones :

a) El nitrdgeno que se elimina en la explotacién -
del cultivo es mayor que el que retorna en condiciones natu
rales a través de la lluvia, el polvo, o la fijacién biolé-

g@ica en vida libre y en simbiosis.

b) Las plantas anuales agricolas, demandan mas ni

trégeno que los sistemas naturales.

El resultado es que la economia y la fertilizacidn
del nitrégeno es critica en el mane jo del cultivo y en inves

tigacién agricola (Novoa et al., 1981).
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3.3.7.1.- Respuesta a la Aplicacién de Nitré-

geno.

Los cultivos generalmente responden a la fertiliza
cién nitrogenada aunque no siempre ocurre asi, puesto que es
ta respuesta puede depender de las condiciones del suelo,de
la especie de cultivo y del resto de los nutrientes minera-

les suministrados al cultivo (Scharpf 7y Wehrmann, 1975).

Cuando la respuesta a la fertilizacidn nitrogenada
es pobre se ha de pensar en que el contenido de nitrégeno o
el contenido de materia organica en el suelo es alto. La re
lacién entre la respuesta a la fertilizacidén nitrogenada 7y
la materia orgdnica del suelo ha sido estudiada por Molle y
Jessen (1968) en experiencias de campo. Estos autores en-
contraron que en suelos ricos en materia orgédnica, una pro
porcidén de 45 Kg N/Ha fue suficiente para alcanzar las cose
chas 6ptimas. Sin embargo, en estos suelos, si la minerali-
zacién es muy rdpida o el cultivo sigue a uno de legumino-
sa en un sistema de rotacidén, es innecesaria la aplicacidn

de nitrégeno.

Otro factor importante que determina la respuesta
del cultivo a la fertilizacidén nitrogenada es el agua. La
respuesta a la aplicacién de nitrdgeno va a estar limitada
por la disponibilidad de agua, llegando incluso a ser perju

dicial bajo condiciones de sequia.

3.3.7.2.- Nitrdgeno Combinado en la Simbiosis

Rhizobium-Leguminosa.
Efecto del nitrdégeno combinado en la nodulacidn.

El nitrégeno combinado afecta al proceso de nodula
cién de las raices de la planta huesped infectada por Rhizo

bium. Parece ser que el nitrato actia a varios niveles :
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a) Afecta al inicio de la infeccidn ya que a las 24 horas de
haber inoculado, se reduce el nimero de filamentos de infec
cidén e incrementa el nimero de filamentos abortados ( Munns,
1968 c);b) Favorece la senescencia de los nédulos Jévenes y
todavia efectivos (Munns, 1968 cj Dart, 1974); c) Altera el
mecanismo de reconocimiento entre planta hospedadora y bac

teria. Se ha de@ostrado que la cantidad de R. trifolii uni

dos a las lectinas de las raices de trébol y la cantidad de
poligalacturonasa inducida por los polisacaridos de esta bac
teria disminuyeron cuando las plantas crecian en presencia

de nitratos (Dazzo et al., 1978; Dazzo et al., 1979); d) Re
duce el numero de pelos radicales con el "curling" caracte-
ristico en plantas de alfalfa. Thorton (1936) sugirié que es
ta reduccién es la responsable del menor nGmero de nédulos,
formados en presencia de nitratos. Los estudios de Thorton,
fueron méds tarde confirmados en una serie de experimentos -
por Munns (1968 ag 1968 b; 1968 c). Munns concluyé que la
reduccién en el numero de nédulos no podia ser atribuida so
lamente al nitrato, ni incluso a la interferencia del nitra

to con'alguna-de las fases del proceso de nodulacién.

El efecto del nitrdgeno combinado en la fijacidén de
nitrégeno depende de la estirpe de Rhi zobium, de la planta
huesped (Gibson, 1977), de la forma y cantidad de nitrégeno
adicionado (Vigue et al., 1977) y del tiempo de aplicacién
(Havelka y Hardy, 1976). En general, el nitrégeno reduce la
nodulacién (Awonaike et al., 1980) pero cuando se suminis<.
tra en cantidades pequeflas la nodulacién puede ser aumenta-

da (Pate y Dart, 1961).

Parecia que los nitratos podrfan influir también en
la accién que el Acido indol acético ejerce en el inicio y
desarrollo de la simbiosis. Tanner y Anderson (1963) obser-
varon que la adicidén de nitratos no afecta la conversién de
triptéfano en auxina. Sin embargo, en ausencia de nitratos,
el nivel de &cido indol acético era mayor, esto puede indi=

car que el nitrato cataliza la destruccién del ATA. Por otra
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parte, se ha demostrado que la aplicacién de ATA puede miti
gar la inhibicidén de la nodulacién por nitratos. A este res
pecto, Valera y Alexander (1965) informaron que cuando a
las plantas de alfalfa se les suministra auxina y nitratos,
la nodulacién fue semejante a la de las plantas sin nitra -
tos. Estos autores sugirieron que la auxina puede estimular
el crecimiento de la planta y la asimilacidén de nitrdgeno de
forma que la concentracién de nitratos disminuya por debajo

del nivel necesario para que actlle como inhibidor.

El crecimiento del sistema radical es otro aspecto
que se ve influenciado con la presencia de nitratos. Los sis
temas radicaleé nodulados parecen ser metabdlicamente méas
activos que los sistemas radicales similares que carecen de
nédulos vy utilizan el nitrégeno en forma de nitratos (Ryle
et al., 1978), puesto que muestran un amplio rango de proce
sos metabdlicos e importan gran cantidad de metabolitos car
bonados del tallo. Las plantas noduladas siempre exhiben -
una relacién raiz/brote mayor que las tratadas con nitratos

(Ryle et al., 1981).

Todo esto implica que el nitrégeno combinado exégg
no tiene efectos significativos sobre la bacteria y sobre la
planta, lo cual complica considerablemente las investigacio

nes y las interpretaciones.

Efecto i nhibidor del nitrdgeno combinado en la

fijacidn.

Fl nitrégeno combinado ha sido repetidamente des -
crito como limitante de la fijacidén de nitrdgeno en legumi-
nosas(Oghoghorie y Pate, 1971; Manhart y Wong, 1980; Rabie
et al., 1980). Se han estudiado aspectos que abordan el me-
canismo del posible efecto inhibidor del nitrégeno combina-

do.
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Oghoghorie y Pate (1971) observaron que a medida -
que se suministran nitratos a un cultivo de guisantes,la ni
trato reductasa del brote incrementa espectacuiarmente. Es
tos niveles de enzima utilizan grandes cantidades de carbo-
hidratos y reductores producidos fotosintéticamente,por tan
to privan a la raiz y a sus nédulos de que tales sustratos
se consuman Sh s proceso de fijacién. Wong (1980) determi-
né que si el mnivel de carbohidratos es suficiente, la fija-

cién de nitrégeno en nédulos es similar tanto si los culti

vos han tenido o no nitratos.

Los nitratos en los cultivos de leguminosas pueden
" ser reducidos a nitritos por la nitrato reductasa de los -
bacteroides (Rigaud gi QL., 1973). Los nitritos podrian Lir
hibir 1la actividadinitrogenasa o formar un complejo con 1la
leghemoglobina, que es la que se une con el oxigeno ¥y lo
transporta al bacteroide, interfiriendo con el proceso de
fijacién de nitrégeno (Gibson, 1977; Wong, 1980). Esto esté
apoyado por la cafida observada en la actividad de los nédg
los, en rafices sometidas a altos niveles de nitratos, que

se ha demostrado ser debida a una gran pérdida de la leghe

moglobina de los nédulos (Oghoghorie y Pate, 1971).

Bisseling et al. (1978) han deducido que el efec-
to negativo del nitrato aménico en los nbédulos de guisante
puede relacionarse con la inhibicién de la sintesis de 1leg
hemoglobina y no en la inhibicién de la sintesis de nitroge
nasa. Por otra parte Gibson y Pagan (1977),Manhart y Wong
(1980) estudiando el efecto del nitrato sobre la nitrato re
ductasa de diversas razas de Rhizobium, concluyeron que es
poco probable que el nitrito producido por la nitrato reduc
tasa del bacteroide sea responsable del efecto imhibidor del
nitrato en la fijacién de nitrdgeno en nédulos radicales de

leguminosas.

Al intentar encontrar una explicacién fisiolégica
al efecto del nitrégeno combinado, se ha centrado el proble
ma en el efecto del nitrégeno en forma de nitrato. Hay dos

hipétesis al respecto.



Small y Leonard (1969) defienden que los nitratos
inducen la actividad nitrato reductasa en los dpices de 1la
raiz y se desvia el fotosintato de los nédulos hacia dichos
dpices. Es posible pensar que los bacteroides del nédulo,
privados de su fuente energética carbonada, no disponen de -
suficiente ATP y ello afecta considerablemente la fijacidn

del nitrbégeno atmosférico.

Rigaud (1976), defiende la idea de que los produc-
tos formados en la nitrato reduccibén, los nitritos, son in
hibidores de la fijacidén de nitrégeno en bacteroides aisla-
dos. Los nitritos inhiben extractos de nitrogenasa prepara -

dos a partir de los bacteroides.

Para investigar estas dos hipdtesis Chen y Phillips
(1977) 1llevaron a cabo dos experimentos. En el primero in-
crementaron el didxido de carbono en la atmésfera que rodea
a la planta, eéto hizo que aumentara el fotosintato disponi
ble para los nédulos. En la segunda indujeron la actividad
de la nitrato reductasa aplicando nitrégeno en forma de njl
trato directamente a las hojas. En ninguno de los dos expe
rimentos se encontrd qué aspectos de la actividad del nédu-
lo estédn relacionados con la inhibicién por el nitrato. No

obstante, se inclinan por la hipdtesis de Rigaud (1976).

En otro tipo de experimentos, trabajando con Trifo-

lium subterraneum nodulado con dos mutantes de Rhizobium

una deficiente en nitrato reductasa y la otra no, se obser-
vé que los nédulos de plantas infectadas con la primera ra-
za son capaces de producir nitritos, los cuales se suponen
que serdn la causa de la nitrato-inhibicidn de la actividad
del nédulo. No se encuentra correlacidn entre la capacidad
de producir nitritos y la inhibicién de la actividad del né
dulo por nitratos (Gibson y Pagan, 1977). Estos investigado
res se inclinan mas por la hipdtesis de Small y Leonard

(1969).
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Significado. del nitrégeno en la nutricién de

leguminosas,

Los resultados obtenidos con la aplicacién de ni -
trégeno combinado son conflictivos, mientras que estos efec
tos son favorables para el crecimiento vegetativo no se ob

servan efectos 5emejantes en el resultado final de la cose-

cha (Lluch et al., 1983).

Se ha observado que la aplicacidn de nitrégeno com
binado a leguminosas, aumenta el pPeso seco y el nitrégeno -
en los tejidos, respecto a las que sb6lo depende de la fija=-
cibén simbidtica de nitrégeno, sugiriendo que probablemente
ésta no suministra todo el nitrégeno requerido para el épti

mo crecimiento (Dean y Clark, 1980 $ Rabie gi al., 1979).

La fertilizacién nitrogenada puede promover la pro
duccidén y el contenido proteico de semillas de leguminosas,
por tanto, parece ser esencial la aplicacién de nitrégeno -
junto con el nitrégeno fijado (Haque et al.,1980). Respec-
to a esto, Bhangoo y Albritton (1976), recomiendan que la
proporcién de nitrégeno aplicado podria localizarse dentro

del rango en el cual la fijacién simbiética no es inhibida.

Otros estudios indican que el nitrdgeno combinado
no produce la respuesta descrita anteriormente en las semi-
llas. Semu y Humé (1979) sugieren que la fijacibén de nitré-
geno atmosférico puede producir la cosecha midxima. Por tan—
to, habria de potenciarse al méximo 1la fijacién més que con

fiar en la fertilizacidn nitrogenada.

También se cuestiona si el incremento del conteni-
do de nitrdgeno en los tejidos vegetales se correlaciona con
el rendimiento del .cultivo. Haque et al ., (1980)demostraron
qQue existe una correlacidn positiva entre estos dos parametros.
Sin embargo, Rabie et gl. (1979) informaron que el nitrégg
no contenido en 1los édrganos vegetativos es un pobre indica-

dor de la cosecha final.
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Las discrepancias de los resultados expuestos po -
drian ser debidas, bien a la variabilidad del nitrégeno dis
ponible en el suelo o bien a la incapacidad de las legumino

sas para utilizar convenientemente el nitrdgeno aplicado.

3.3.7.3.- Efecto del Tiempo de Aplicacidn del

Nitrdgeno.

Parte del nitrégeno de que dispone la planta en un
suelo procede de los residuos organicos que pueden variar
con el suelo y con la estacidén. Este nitrdégeno puede estar
presente al inicio del periodo de crecimiento y distribuido
a lo largo de todo el perfil del suelo. Ademas, la planta pue
de disponer del nitrégeno como fertilizante, que se debe -
adicionar cuando la absorcidén de nitrégeno sea maxima. En
general los Cﬁltivos requieren el nitrégeno en la fase de
crecimiento rdpida (Tinker, 1979) y en el caso de cultivos
continuados, que tengan mAs de una recogida, deben recibir -

. z - 2 .
nitrogeno periddicamente.

Las leguminosas dependen del suministro de nitrégg
no, antes de que se inicie la fijacién biolbgica, para man-
tener sus requerimientos en nitrdégeno, particularmente en -
suelos que contienen un nivel bajo de nitrégeno disponible
(West et al., 1986). Sin embargo, los resultados obtenidos
por Semu y Hume (1979) evidencian que la aplicaciédn inicial
de nitrégeno no puede aumentar la produccidén de semillas de

soja.

Por otra parte, se ha informado que el nitrbégeno -
suministrado a la planta durante el periodo de floracidén vy
en el llenado de la vaina tiene una gran importancia en 1la
produccidn de una alta cosecha(Brevedan et al., 1978). El
efecto positivo de la aplicacidén de nitrégeno en la flora -
cién y al inicio del llenado de la vaina mitiga el aborto de
los frutos.Brevedan et al. (1978) encontraron que ademés de
aumentar la cosecha, el nivel de abortos de las flores de -

crecid en un 10 % respecto a los controles.
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Con objeto de detectar el significado de la ferti=
lizacién nitrogenada durante la floracién y el llenado de
la vaina, en el crecimiento y produccién de la planta, se
sometieron plantas de soja sin nodular a una deficiencia de
nitrdgeno hacia el final de la floracidén durante la forma -
cibén de 1la vaina y la formacién de la semilla. El stress de
nitrégeno durante la formacidén de la semilla, no afecté al
crecimiento vegetativo, al contenido de nitrégeno o a los
componentes de la cosecha (n? de vainas y semillas por plan
ta) sélo afecté al peso individual de la semilla y a su con
centracién de nitrégeno. En cambio el stress de nitrdgeno al
final de la floracién o durante la formacién de la vaina, -
produce una reduccién, de las vainas, del nimero de semillas,
del peso de las semillas y del nitrégeno contenido en semi-

llas y en 6rganos vegetativos (Streeter, 1978).

Hanway (1975) describe lo que ocurre durante el -
"pod-filling". La semilla se llena constituyendo un sumide-
ro de carbohidratos, producidos por las hojas. El nivel de
carbohidratos solubles en tallo y raiz disminuye. Los nédu-
los dejan de fijar nitrégeno y se inicia su senescencia. El
crecimiento de la raiz y la absorcidn de nutrientes se de -
tienen. Por ello, Garcia y Hanway (1976), aconsejan una fer
tilizacién fdliar de nitrégeno, fésforo y azufre en ese mo-
mento para evitar que decaiga el nivel de nutrientes y de
fotosintato en hojas. La fertilizacién azufrada por via fo-

liar ha sido aconsejada en leguminosas de grano(LLuch et al.,
1976).

En leguminosas grano parece ser que el momento de
aplicacién de la fertilizaciédn nitrogenada es durante la im-
plantacidén de las vainas (Vasilas et al., 1980). En cambio
en leguminosas forrajeras el nitrégeno se aplica en los pri
meros momentos tras la germinacidén cuando la planta no posee
aun nédulos, con objeto de provocar un mejor establecimiento

de la planta.
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3.3.7.4.- Formas de Nitrdgeno.

Muchos de los informes controvertidos encontrados
en la bibliografia relativos a la respuesta de las legumino
sas a la fertilizacidn nitrogenada, pueden ser parcialmente
atribuidos a la forma de utilizar el nitrégeno en los dis -

tintos experimentos (Sasseville y Mills, 1979). .

Las formas de nitrdgeno mis usuales son el nitrato
y el amonio. Es interesante sefilalar que se comportan de dis
tinta forma en el suelo y también van a tener efectos dis =
tintos en la fisiologia de la planta, a causa de las carac-
teristicas y propiedades inherentes de los dos iones. Estas
caracteristicas son : a) El amonio es un catidén y el nitra-
to un anidén, por lo que en un medio cargado negativamente ,
como es el suelo, el amonio queda unido a los coloides del
suelo y el nitrato queda libre, b) La aplicacién de una u
otra forma de nitrdgeno como fertilizante condiciona la adi
cién de distintos iones acompafiantes, c) Cuando el amonio -
lo absorben las plantas se tiende a acidificar el medio .
mientras que la .absorcidén de nitratos crea un medio alcali-
no. Estos cambios de pH no sblo afectan la absorcidén de am
bos, sino que producen interacciones con otros iones y com

ponentes del medio (Hageman, 1980).

Si tuvieramos que cuestionar que forma de nitrége-
no, nitrato o amonio, es mejor para obtener una buena pro -
ductividad, tendriamos que poner de manifiesto lo que dice
Hageman (1980), "There is nothing new under the sun" y esti
mar que la‘gonclusién a la que 1llegbd en 1937 Arnon, "tanto
el nitrato como el aminio pueden servir como fuente adecua-
da de nitrégeno para el crecimiento de la planta, pero gene

ralmente los nitratos se consideran mejores fertilizantes",

se considera actualmente vadlida. Esto es verdad cuando el
cultivo se lleva a cabo bajo condiciones controladas, sin
embargo, en condiciones de campo, la cuestidn anterior es

dificil de resolver a causa de la dinamica natural del

suelo (Hewitt y Smith, 1975).
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En cultivos hidropdénicos se ha podido estudiar més
profundemente el efecto del nitrato y del amonio. Michael et
al. (1970),trabajando con nitrégeno marcado, encoﬁtraron<y19
distintas especies vegetales absorbieron el nitrato y el -
amonio en proporciones diferentes a partir de una solucién.
de nitrato aménico. Ellos sugirieron que la desigual absor-
cién de las dos formas de nitrégeno puede estar relacionada
con el suministro de carbohidratos y con la edad de la plan

ta.

Es dificil sumarizar los factores que afectan la
absorcién de amonio y nitrato, pero los mas importantes son
el estado de desarrollo de la planta, su nivel de nitrégeno,
la temperatura, el pH ¥y ademds cuando se trata del suelo |

aparecen otros factores adicionales (Riley y Barber,1971).

La utilizacidén del nitrato y el amonio como ferti-
lizantes nitrogenados puede afectar a procesos metabdlicos
de la planta como la absorcién de iones y el metabolismo de

ﬁlos carbohidratos.

Las plantas que crecen en un medio con nitratos
acumulan méds cationes (Mg++, Kt vy Ca++), Acidos orgénicos -
(malato, citrato, etc.) y peso seco que las plantas que cre
cen en un medio con amonio (Barker y Maynard, 19723 Pill vy
Lambert, 1977). En contrapartida, las plantas que crecen en
un medio amoniacal tienen més sulfatos y fosfatos, que 1los

que crecen en un medio con nitratos.

La razdn por la cual la concentracién de cationes,
encontrados en plantas crecidas con amonio, disminuye con
respecto a los que crecen en un medio con nitratos, parece
ser debido a la competencia por los sitios de absorcién.Hay
autores que piensan que si el nitrato se reduce en la raiz
éste no puede servir como ion acompafiante para el transpor-
te de cationes al tallo (Coic et al., 1970) y segOn ésto se
ria dificil explicar el actmulo de cationes por efecto del

nitrato.



= 139 =

La razén por la cual existe un bajo nivel de &ci -
dos organicos en plantas cultivadas con amonio es compleja.
Puede ocurrir que el amonio necesite combinarse, ya que ' es
téxico, con cetodcidos y aminoicidos para formar aminodci -
dos o aminas respectivamente. De cualquier forma, la caren-
cia de acidos orgdnicos induce la creacidn de potenciales pe
ligrosos para el metabolismo de las plantas y afecta la ope
ratividad del ciclo de Krebs. La razdn por la cual las plan
tas que crecen en un medio con nitratos, presentan un nivel
alto de Acidos orgdnicos, puede relacionarse con el hecho
de que el nitrégeno de los nitratos puede aceptar ocho elec
trones y actuar como agente oxidante (Arnon, 1937). El oxi-
geno del nitrato es mds efectivo como oxidante que el oxigg
no del agua. La reduccién de nitratos puede acoplarse al ci
clo de Krebs y estimular la sintesis de Acidos orgdnicos

(Sawhaney et al., 1978).

Otro aspecto que conlleva el uso de nitratos o amo
nio, son las variaciones provocadas en el pPH interno de 1la
planta.y las distintas respuestas (eflujo de OH-, absorcidn
de protones, catabolismo de Acidos orgénicos, etc.) de la
rPlanta para mantener la neutralidad eléctrica de cargas(Beg
nett, 1971). Sin embargo, las consecuencias metabdlicas de

estas alteraciones en el pH interno no se conocen.

Las plantas que crecen con amonio tienen altos 57
veles de glucosa que provienen del fotosintato ¥ mo de la de
gradacién de almidén. La principal causa de la acumulacidn
de glucosa puede ser la inhibicién de la sintesis de almi -
dén. También se ha observado que el amonio provoca una inhi
bicidén de algunos enzimas de la glucolisis evitando el flu-
jo de glucosa a piruvato y por tanto deteniendo la activi -
dad del ciclo de Krebs. Esto estd de acuerdo con los bajos
niveles de 4cidos orgdnicos y carbohidratos detectados en

pPlantas crecidas en altos niveles de amonio (Hageman, 1980).

Las leguminosas tienden a preferir los nitratos al

amonio (Rabie, 1981). Sasseville y Mills (1979), estudiando



= 120 =

las respuestas del guisante a diferentes relaciones quNH:U
determinaron que el factor mds influyente en la cosecha es
el nitrato disponible mas que el nitrégeno total aplicado.

Cuando la forma predominante de nitrégeno es amoniacal, se re
quiere un mayor suministro de nitrégeno para producir una
cosecha comparable a la obtenida con menores dosis de nitré
geno s8i la formé predominante de nitr6geno son los nitratos.
La fijacién de nitrégeno resulté més afectada por los nitra
tos que por el amonio, pero el efecto tan negativo que ejer
ce el amonio sobre la fotosintesis, induce a las legumino -

sas a preferir los nitratos al amonio.

Gauch (1972) indica cuatro ventajas de la utiliza-
cién del nitrato sobre la del amonio : a) El nitrato puede
ser almacenado en vVarios 4rganos sin provocar una toxicidad
aparente, b) La asimilacién de nitratos estd coordinaday re
gulada con el metabolismo del carbono, requiere NADH, que se
produce en la oxidacidén de los &4cidos orgdnicos. Estos po-
drian asegurar un adecuado suministro de esqueletos carbona
dos para la produccién de aminoécidos, c) El. metabolismo del
nitrato es catalizado por la nitrato reductasa, que es més
sensible al calor y a la sequedad que la mayoria de los en-
zimas del aparato fotosintético, d) En hojas la asimilacién

del nitrato es muy lenta, sobre todo en oscuridad.

Estos diversos mecanismos de regulacidn aseguran que
el nitrato no se transforms. en amonio, cuando las plantas -
sean deficientes en esqueletos carbonados o cuando tengan -

unos requerimientos minimos de nitrégeno.

Otra forma de suministrar el nitrégeno a los culti
vos es la urea, compuesto con alto contenido en nitrdgeno
soluble, cuya hidrélisis enzimdtica a carbonato aménico , es
muy rapida en casi todos los suelos. Sin embargo, no hay que
olvidar que existen numerosos inhibidores de la ureasa (MuL
vaney y Bremner, 1978). PEn cultivos hidrop8nicos, Vigue et
al. (1977) concluyen que la urea es mAds conveniente que el

nitrato para obtener plantas de soja vigorosamente nodula -
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das y capaces de fijar el nitrdégeno atmosférico. No obstan-
te, Ham et al. (1975)no observan diferencias entre las dis

tintas formas de nitrégeno utilizado.

De todo lo anteriormente expuesto se puede concluir
que la forma preferente de nitrdégeno para la nutricién de -
leguminosas seguiria el siguiente orden : urea = nitratos
> amonio. No obstante, la confirmacién de esta hipbtesis re

quiere mas investigaciones.

Se ha potenciado el uso de fertilizantes que libe-
ran lentamente el nitrégeno con objeto de reducir las pérdi
das por lixiviacién de los fertilizantes solubles y suminis
trar asi una fuente de nitrégeno mAs constante. La disponi-
bilidad de estas formas retardadas de nitrdégeno depende de
las condiciones fisico-quimicas del suelo, de su actividad
biolégica y de la temperatura. Sin embargo, el nitrégeno re
cuperado, determinado por la proporcidén de nitrégeno absor-
bido por el cultivo y el nitrégeno total aplicado, es en el
caso de fertilizantes nitrogenados de lenta liberacién, bas
tante escaso, si lo comparamos con los convencionales ferti
lizantes nitrogenados solubles. Cooke (1972) sugiere que -
"los mejores resultados se han obtenido con los fertilizan-
tes inorgénicos clésicos, utilizados en el momento y a lado
sis adecuada. Los fertilizantes que actéian lentamente tienen
la desventaja de que una vez aplicados, el suministro de ni
trégeno al suelo no puede ser controlado e inevitablemente

dependera, de alguna forma, del tiempo”.
Eficiencia del uso del nitrdgeno

El uso eficiente del fertilizante nitrogenado es
normalmente una preocupacidén de la investigacidn agricola
puesto que generalmente, alrededor del 50% del nitrégeno -
aplicado se encuentra en las partes del cultivo recolectadas.
El resto es una pérdida econdémica y puede ser un peligro po

tencial si el nitrdégeno llega como nitratos a las aguas pPo
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tables (Tinker, 1979). La organizacién mundial de la salud

sé6lo acepta limites por debajo de 11,4 ppm de nitratos.

El método mads directo para determinar la eficien -
cia del fertilizante es comparar el nitrégeno qdicionado al
cultivo con el nitrégeno total del mismo. De esta forma
Johnston (1976) determina que la eficiencia en cereales es
del orden del 50 - 70 %. Los pastos tienen una mayor eficien
cia, absorbiendo cerca del 100 %. Las patatas y remolachas
tienen una recuperacién baja. En las leguminosas, la recupe
racién del nitrégeno puede ser mayor que lo estimado debido
a la fijacién simbidética de nitrégeno. En cualquier caso
Johnston (1976) sugiere que la eficiencia disminuye marca-

damente con la dosis de fertilizantes.

Olson (1979) indica que el nitrégeno marcado sumi
nistra el Unico método correcto para determinar la eficien-
cia en su utilizacidén. Las primeras experiencias con nitré-
geno marcado las realizd Bartholomew et al. (1950) y en
ellas, demostré que poco o nada del fertilizante se pierde
"de la zona radical si la proporcién aplicada no excede de la
requerida para la maxima cosecha. Broadbent y Carlton(1978)
indicaron el momento en el cual hay que aplicar el fertili-
zante y la dosis, para que sea méas eficaz,asi como el régi-
men de irrigacién; Fl retrasar la aplicacidén de fertilizan-
te nitrogenado hasta que el cultivo se ha establecido, pro
porciona, no s4l10 una mayor cosecha que cuando se suminis -
tra el fertilizante en el momento de la siembra, . sine que
deja un mayor residuo de nitrégeno para el uso del futuro -

cultivo.

Un aspecto importante son 1los residuos vegetales
que retornan al suelo y su contenido en nutrientes que po-
dran ser utilizados por los cultivos sucesivos. Por tanto ’
la eficiencia del fertilizante debe ser considerada a tra-
vés de periodos largos de tiempo. En el caso de que se desa
rrollen cultivos diferentes, puede ser dificil determinar -

esta eficiencia para cada cultivo por separado, siendo la si
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tuacidén més clara para cultivos que crecen en condiciones -
similares durante varios afios, lo que s6lo es posible en al

gunos cereales y en forrajeras.

Otro proceso que afecta la eficiencia del uso del
fertilizante es la lixiviacidén del nitrato, principalmente,
en otofio, aunque también se pierde en primavera, dependien-
do del tipo de suelo y de sus caracteristicas fisico-quimi-
cas. El amonio se mantiene como catidén cambiable y su lixi-
viacidén es muy lenta. El tinico riesgo del amonio es su pér
dida por volatilizacién y esto es importante en suelos &ci-

dos (Addiscott, 1977).

El proceso de desnitrificacién puede producir pér
didas del fertilizante nitrogenado. En suelos anaerobios es
to es frecuente, por ello se aconseja la fertilizacidn  con
urea o compuestos amoniacales. Sin embargo, es dificil eva
luar las pérdidas por desnitrificacién en el campo. Hay es
timaciones, realizadas por Burford y Hall (1977), en  eulEi.
vos de maiz de invierno, cuyas pérdidas de nitrégeno por
desnitrificacién en relacidén con el nitrégeno aplicado no
son excesivas, en cambio otras apreciaciones indican pérdi-

das incluidas en un rango del 1 - 40 % del nitrdgeno aplica

do.
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3.4.- Nutricién Azufrada : Azufre en Fisiologia.

El azufre es un elemento esencial. para la nutri -
cién de las plantas. Generalmente lo utilizan en forma inor
génica en la sintesis de numerosos compuestos azufrados esen
ciales para la vida. La reduccién del sulfato en plantas es
un proceso bioiégico importante puesto que suministra amino
dcidos azufrados a aquellos organiémos que son incapaces de

usar el sulfato como fuente de azufre.

El contenido total de‘azufre en tejidos vegetales,
es del orden del 0,2 - 0,5 %. La principal forma disponible
del azufre para las plantas es el sulfato. La mayor parte se
incorpora a compuestds orgénicos de 1la planta tras sufrir
un proceso de 6xidg-reducci6n, sin embargo, una pequefia par
te de los sulfatos se puede incorporar, sin ningan cambio ,
a distintos compuestos orgénicos. También podemos encontrar
lo en el vegetal como tal ion inorgénico, contribuyendo a la

regulacién osmética celular (Brunold y Schmidt, 1978).
3.4.1.- Absorcidén y Acumulacidn de Azufre.

Las plantas absorben el azufre principalmente como
ion sulfato. La absorcidn no es sensible al pH aunque Hen
drix (1967L determiné que en judias el Sptimo de absorcidn
se alcanzé a un pH de 6,5. Se ha observado que la absorcidn
de sulfatos por las raices depende de la temperatura y se -
afecta por los inhibidores respiratorios, los inhibidores de

la ATP-asa y los desacopladores (Smith, 1976).

La cinética de absorcién del sulfato es muy comple
Ja. Hay autores que determinan que la absorcidn de sulfatos
posee una cinética similar a la de Michaelis-Menten (Smith,
1976). Nissen (1974) postuld que la cinética de absorcién,
medida en un amplio rango de concentraciones de sulfatos,

era multifiasica, sin embargo concluyé que la absorcidn del



sulfato involucra un solo transportador cuya cinética -
esta controlada por el sulfato exbgeno . Las célu -
las no fotosintéticas poseen un mecanismo de absorcidn acti
va para los sulfatos, que utiliza las oxidaciones respirato

rias como fuente de energia.

La absorcién del sulfato es poco afectada porotros
nutrientes. No obstante el seleniato, ion quimicamente rela
cionado con el sulfato, disminuye la absorcién de éste sus
tancialmente, ello indica que ambos iones compiten por el
mismo transportador. A la inversa, el sulfato inhibe la ab-
sorcidn de crdmato y seleniato (Ferrari y Renosto, 1972),si
bien esta es poco efectiva. Un exceso de nitrato, clorato y
fosfato respecto al nivel de sulfato no producen una gran
inhibicidn de la absorcidén de éste (Smith, 1976). Colectiva
mente estos datos indican que algunos aniones del grupo VI

compiten con el sulfato por el mismo mecanismo de absorcidn.

Ulrich et al.  (1967) estudiando la acumulacidn del

azufre en alfalfa (Medicago sativa) en cultivos hidropdéni -

COs, encontraron que cuando los niveles de azufre son limi-
tantes, aumentando las dosis de sulfatos, se eleva el conte
nido de azufre orgédnico sin incrementar el contenido de sul
fato. El nivel de azufre orgdnico incrementa hasta un nivel
determinado, alcanzado éste, el azufre orgdnico se mantiene
constante y se acumula el sulfato. Esto también se detecta

en hojas de girasol cuando se cultivan en niveles crecien -
tes de sulfatos. Estos resultados demuestran que el azufre

absorbido en exceso, respecto a las necesidades de la plan-
ta para la sintesis de compuestos orginicos azufrados‘se -
acumula como S-sulfato. No obstante hay especies vegetales,
capaces de sintetizar sulfolipidos en los que el azufre se

acumula en forma orgénica (Marquard et al., 1968).
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3.4.2.- Transporte,

El sulfato es transportado en direccién acrépeta
principalmente desde la rafiz a través del xilema (Pate |,
1965) hasta la hoja, donde es reducido y asimilado en com,
puestos orgénicos mediante reacciones dependientes de la .luz.
La capacidad queé tienen las plantas superiores para trang
portar el azufre en direccidn basibeta es relativamente egs
casa. En experimentos realizados por Bouma (1967) con espe-
cies de trébol se observdé como resultado de la interrupcidn
del suministro de sulfatos a la solucidén de cultivo, que el
azufre de la rafiz y peciolos fue transportado hacia las ho
jas jévenes, puesto que el azufre de las hojas viejas no se
redistribuye en 1aé‘j6venes. Esto indica que no existe el -

transporte en contra del gradiente de transpiracién.

Hay numerosas evidencias que muestran que las plan
tas pueden utilizar el 802 atmosférico como pqrte del sumi-
nistro de azufre. Faller et al. (1970) cultivaron diversas
especies vegetales en camaras de cultivo con atmésfera con
trolada de SO2 Y observaron que el crecimiento se redujo en
aquellos tratamientos en los cuales el SO2 estaba ausente.

El efecto beneficioso del SO, para mitigar las deficiencias

de azufre ha sido informado ior muchos autores (Cowling Yy
Locker, 1976). Un efecto semejante produce el azufre elemen
tal en polvo suministrado por via foliar (Lluch et al.,1976).
El azufre elemental se transforma en 502 é SH2 que seréd ab-
sorbido a través del estoma y distribuido por toda la plan-
ta detectédndose en fracciones orgénicas e inorgénicas como
azufre proteico, azufre-sulfato o aminodcidos azufrados. La
dindmica de la absorcidn de SO, y su efecto en la intensi -

dad del proceso fotosintético y en la apertura y cierre del

estoma ha sido discutida recientemente (Barakhtenova,1980).
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3.4.3.- Metabolismo del Azufre,

a) Funciones del azufre en el vegetal.- Interviene
el azufre en numerosos procesos de la nutricién y del meta-
bolismo de la planta, jugando un doble papel de elemento -

plastico y catalitico.

El azufre entra a formar parte de la cisteina y me
tionina, aminodcidos esenciales en la construccidén de las
proteinas. En su ausencia, el nitrégeno se acumula en forma
de moléculas solubles como nitrato, amonio y aminoicidos -
distintos de los azufrados, y la sintesis de proteinas se de
tiene. De esta forma el azufre se convierte en un factor 1i
mitante del desarrollo de la planta cualquiera que sea la

cantidad de los otros nutrientes presentes.

Interviene en la formacidén de enlaces disul furo en
tre dos cadenas polipeptidicas, los cuales van a‘contribuir
en el mantenimiento de la estructura terciaria de las pro -
teinas globulares, en la inactivacidén de enzimas y en el -
aumento de la polimerizacidén de las proteinas (estructura
cuaternaria). Ewart (1978) concluyé que una gran polimeriza
cién de la glutelina contribuye a mejorar la calidad del tri
go.

A través de estos puentes disulfuro se pueden po -
ner en funcionamiento sistemas re-dox que pueden funcionar
como donadores o aceptores de protones. E1 sistema cisteina/
/cistina Yy el glutation son dos sistemas re-dox que funcio
nan ampliamente en el vegetal. E1 grupo SH del &cido lipoi-
co también participa en los sistemas re-dox. El Acido liped.
€O es un coenzima involucrado en la descarboxilacidn oxida-

tiva de los alfa-cetoicidos.

Un grupo importante de compuestos azufrados son las
ferredoxinas. Proteinas sulfoférricas no hémicas, de peso -
molecular bajo, con alto nivel de cisteina y con igual nGme
ro de Atomos de azufre e hierro ligados en su molécula. La

disposicidén espacial de los Atomos de S Yy Fe no se conoce ,
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sin embargo, parece ser que los Atomos de hierro estén coor
dinados con los Atomos de azufre inorgénico y atomos de azu
fre de la cisteina. Esta configuracidén le confiere un poten
cial re-dox altamente negativo que es utilizado en el proce
so fotosintético, en la reduccién de sulfatos, en la reduc-
cién de nitrégeno atmosférico y en 1la sintesis del glutama-

to.

-

El azufre es constituyente esencial del coenzima-=A
v de las vitaminas biotina y tiamina. La biotina esté& aso -

ciada con la fijacién de CO y con las reacciones de descar

2
boxilacién, aunque no parece ser el grupo prostético de las

enzimas de la asimilacidén del CO El azufre forma parte del

o
anillo tiaz8lico de la tiamina, La tiamina se presenta como
vitamina libre o c6mo tiamina-pirofosfato. En contraste con
los animales, las plantas tienen una gran cantidad de tiami
na 1ibre. Este compuesto actha como coenzima en la descarbo

xilacién del piruvato y en la oxidacidén de alfacetodAcidos.

vt

Los compuestos volétiles‘de azufre abundan en de =
terminadas especies vegétales. Los sulfodxidos son responsa-
bles del lacrimeo que producen las cebollasy del fuerte olor

de los ajos(Mengel y Kirkby 1982).

b) Asimilacién del Sulfato .- Los sulfatos, estado
de oxidacidén +6, que entran en la planta a través de la rafz
deben ser reduéidos, como los nitratos y el diéxido de car-
bono antes de ingresar en el metabolismo, a compuestos orgé
nicos que contienen el azufre en un estado de oxidacién =2
como cisteina, metionina, biotina, glutation, tiamina, Aci-
do lipoico, etc., aunque el sulfato como tal puede . formar
parte de distintos compuestos orgénicos como polisacdridos
esteroides, fenoles, sulfolipidos, etc,

Las raices parecen tener capacidad para reducir -
sulfatos con destino a sus propias mnecesidades, por lo que no
transfieren cantidades apreciables de azufre reducido a los

tallos, al contrario de lo que ocurre con los nitratos(Fe-



rrari y Renasto, 1972). Pate (1965) encontré que solo unoO,2
a 0,4 % del azufre marcado con S, suministrado por via -
radical a las plantas, se encontré como azufre orgdnico en

el xilema.

La reduccién de sulfatos es més importante en 1los
tejidos fotosintéticos, incluso que la reduccidn de nitra -
tos, puesto que el nivel de nitratos que llega a la ho ja res
pecto al nitrdgeno total, es muy variable (Wallace y Pate,
1967). Sin embargo, en tejidos no fotosintéticos la asimila
cién de sulfatos no es apreciable ya que se transportan a

las hojas.

El 'estudio de la reduccidén asimiladora de sulfatos
ha recibido una atencidén posterior al de la fijacidén de did
xido de carbono o a la reduccidn de nitratos, lo que unido
a la diversidad del estado de valencia del azufre y a su =2
cilidad de interconversidn quimica, ha condicionado que « el
conocimiento actual que tenemos del metabolismo del azufre,
sea inferior al que tenemos sobre la asimilacién de nitra -
tos y/o la asimilacidn del 002. No obstante, los trabajos -
de varios equipos de investigacién permiten obtener una vi
sidén actual bastante completa del proceso (Wilson y Renveny,

1967; Schmidt, 1979).

La reduccidén del sulfato a sul furo requiere del -
aporte de 8 electrdénes en dos pasos de reaccidén que utili -
zan 2 y 6 electrones, respectivamente, al igual que ocurre
con la reduccién de nitrato, sin embargo el sulfato debe ser
activado previamente a su reduccidn. Se acepta actualmente,
que el primer paso de la incorporacién del azufre en plan -
tas superiores es la reaccidn enfre el ATP y el sulfato. El1
grupo sulfuril del SOhH2 sustituye al grupo pirofosforil -
del ATP y forman el adenosin fosfosulfato (APS) o "sulfato
activo™ (Mengel y Kirkby, 1982). Esta reaccidn estid catali-
zada por un enzima denominado ATP-sulfurilasa. Siegel (1975)
la describe como una reaccidn endorgdnica en la cual el APS

tiene un potencial re-dox mucho menos negativo que el sulfa
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to. La actividad del enzima en tejidos fotosintéticos esté

relacionada con los cloroplastos. También ha sido detectada
en tejidos no fotosintéticos, aunque en este caso su activi
dad es escasa. Esta observacibén est&4 de acuerdo con el movi

miento del azufre desde la raiz a las hojas en forma de sul

fato (Pate, 1965).

-

El grupo sulfo del APS es transferido a un comple-
"jo proteico denominado transportador X-SH en plantas supe -
riores. En este proceso, catalizado por una APS sulfotrans-—
ferasa, el H del grupo -SH del transportador es reemplazado
por el grupo sulfo a través de un enlace tiosulfonato. Se
ha propuesto que el transportador X—SH'un tiol de bajo peso
molecular, se une al enzima APS-sulfotransferasa que actia
como aceptor del gtfupo sulfo. Este proceso ocurre en el gra
na cloroplastidial, donde se ha detectado la ATP-sulfurilasa,
APS-sulfotransferasa y la proteina transportadora unida al

grupo sulfo (Schwenn y Trebst, 1976).

La tiosulfonato reductasa cataliza la reduccién =
del grupo sulfo a sulfuro, ligado al transportador,utiligzan
do como poder reductor la ferredoxina reducida por la luz .
Este enzima también estd unido a membranas tilacoidales
(Schwenn y Trebst, 1976). El grupo sulfuro unido al trans
portador se transfiere al O-acetil serina, que es el aceptor
fisioldgico de sulfuros. Este paso estd catalizado por 1la
cisteina sintetésa, aislada en plantas y ampliamente estu . -
diada por Giovanelli et al. (1980). La regeneracidén de 1la
proteina transportadora requiere dos equivalentes de reduc-
cién que probablemente los proporciona la ferredoxina o el

NADPH.

Se ha propuesto una via alternativa de reduccidén -
del sulfato distinta a la anterior, denominada via libre o
no ligada,Adebido a la existencia en plantas superiores de
una sulfito-reductasa (Sawhney y Nicholas, 1975). Este enzi
ma estd asociado al cloroplasto y requiere a la ferredoxina

como reductor fisioldgico, aunque también puede usar el NADPH,



La asimilacién del sulfuro obtenido por la reduccidn de sul
fatos "via libre" es bastante semejante a como se incorpora
el sulfuro obtenido segin la via 1ligada (Bertagnolli y Wed |
ding, 1977; Anderson, 1980).

La via de asimilacidn del sulfato a través de la -
sulfito reductasa es importante para explicar la asimilacidén
del sulfito exégeno. También podria explicar la asimilacidn
del azufre que penetra por via foliar, bien en forma de azu
fre elemental o como SO2 Y SH2 procedente de la atmésfera.
I3 502 puede mitigar el stress de azufre en plantas que cre
cen en suelos deficientes en azufre, siendo presumiblemente
asimilado a través de la via no ligada (Cowling y Lockyer ,
1976). Sin embargo, puesto que estas son condiciones anor-
males de crecimiento en plantas, se ha sugerido que la fun
cién de la sulfito-reductasa podria ser eliminar el sulfito
libre que se puede producir por reacciones metabdlicas des
controladas del tipo de las que describe Tsang y Schiff
(1976).

c) Requerimientos de Azufre por los cultivos .-
Las plantas cultivadas pueden dividirse segin sus. requeri-
mientos de azufre en tres categorias (Jordan Y Ensminger,

1958).

1) Cultivos que necesitan grandes cantidades de azu
fre. Tienen un periodo de crecimiento relativamente cortoy
de ahi que el suministro de azufre sea especialmente impor-
tante. Pertenecen a este grupo las cruciferas que tienen -
gran cantidad de heterdsidos azufrados, compuestos organoazu

frados volatiles y flavonoides.

2) Con unas necesidades intermedias se encuentran
las leguminosas, plantas con una proteinosintesis elevada .
Ademéds pertenecen a este grupo las Quenopodidceas y las Um-

beliferas entre otras.
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3) Plantas que tienen unas necesidades muy reduci--
das de azufre. En este grupo se incluyen los cereales, que
son poco exigentes en azufre, en particular cuando el culti

vo se desarrolla con niveles moderados de nitrégeno.
3.4.4.- Deficiencia de Azufre,

Las plantas sometidas a una deficiencia de azufre
sufren una detencidén del crecimiento (Wooding et al.,1971)s
Generalmente su influencia es mayor sobre el crecimiento del
tallo que sobre el de la raiz. El tallo se torna rigido,del
gado y fragil, las hojas son més pequefias y estrechas vy 1la
longitud de los entrenudos se acorta (Mengel y Kirkby,1982).
Efectos semejantes han sido descritos por Cahpos et al, -

(1982) en Phaseolus vulgaris L.

Otros efectos observados en el crecimiento son :
muerte de la yema terminal del tallo, desarrollo prematuro
de las yemas laterales; en las cuales se forman pequefias ho
jas enrolladas y producen miltiples ramas con yemas termina

les muertas, y una severa y rapida desfoliacién.

Se altera la formacién del cloroplasto y su descom
posicidén puede ocurrir de forma drastica. La clorosis se pre
senta primero en hojas jévenes. Esto demuestra que los teji
dos viejos no_pueden contribuir sustancialmente al suminis-
tro de azufre para las hojaé jévenes, 1lo cual obviamente nos
indica la poca movilidad del azufre en las plantas (Maynard,

979 ) «

Ulrich SE al, (1967)describen las deficiencias de
azufre en alfalfa como sigue : "Las deficiencias de azufre
aparecen en la zona apical. Las hojas se tornan de un verde
brillante a amarillo y con el tiempo todas las hojas de 1la
planta se vuelven amarillas". Este desarrollo de la cloro-
sis de azufre observada en la alfalfa es semejante para -

otras especies.
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La deficiencia de azufre provoca alteracioneseurdi
ferentes aspectos bioquimicos. Se ha observado una inhibi -
cién de la proteinosintesis, acumuldndose los aminodcidos no
azufrados, preferentemente glutamina, asparagina y arginina

(Eppendorfer, 1968).

Otro sindrome bioquimico de la deficiencia de azu—
fre es un nivel bajo de carbohidratos, debido a una inhibi-
cién de la fotosintesis (Chen, 1967). En esta linea estin
los trabajos de Rendig et al. (1976) que observaron la acu
mulacién de nitrégeno amido, en plantas deficientes en azu-
fre, asociada con niveles bajos de azlicares como resultado
de la pobre actividad fotosintética en plantas clordticas .
Ergle y Eaton (1951), han resumido la influencia de la defi
ciencia de azufre sobre las distintas fracciones nitrogena-
das y azufradas, asi como sobre el nivel de carbohidratos en

el vegetal.

Otra consecuencia de la deficiencia de azufre es la
acumulacién de nitratos. Esta acumulacidn puede depender de

la disponibilidad del azufre del suelo (Triboi-Blondel,1979)

Cuando la fertilizacidn azufrada es la adecuada, el nitrége
no en forma de nitratos no se acumula (Arora vy Luthia,1971),
por lo que el azufre podria afectar el normal funcionamien-
to de la nitrato reductasa. Las plantas deficientes en azu
fre tienen una actividad nitrato-reductasa menor que las -

plantas controles (Ergle y Eaton, 1951),

El contenido en clorofila disminuye ante una defi-
ciencia de azufre y la estructura del cloroplasto se altera.
$in embargo, otros autores encuentran que no hay alteracio-
nes de los cloroplastos alin cuando disminuye la clorofila.
Las severas deficiencias de azufre producen un aumento de
la resistencia del estoma a la difusién del 002 Yy por ello,

se afecta la fotosintesis neta (Vesk et al., 1966).
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3.4,5.- Toxicidad del Azufre.

Las plantas son bastante insensibles a niveles al
tos de sulfatos en el medio de cultivo. sS8lo en el caso de
que la concentracidén sea muy alta, del orden de 50 mM, y.en
suelos salinosJ el crecimiento de la planta puede verse afec
tado negativamente. Los sintomas visuales detectados son la
reduccién del crecimiento vy el color verde intenso u oscuro
de las hojas. Estos sintomas son mAs especificos de la toxi
cidad producida por un exceso de sales que por un exceso de

sulfatos (Meiri et al., 1971).

Un nivel de didéxido de azufre en la atmésfera, com
prendido entre 0,5 y 0,7 mg /m3 puede producir efectos téxl
cos en las planta;. El sintoma méds espectacular son las man
chas necréticas en las hojas. Las causas de la toxicidad del
gas han sido investigadas por Silvius et al. (1975). El dié
xido de azufre absorbido por las hojas se disuelve con la
humedad de la superficie interna de la cdmara subestomatica
tapizada por las células del mes6filo, el resultado es que

=. De es
3 —_

tos estudios, Silvius et al. (1975) deducen que la toxici-

el Acido sulfuroso se disocia dando SOBH-’ u y SO

dad producida por los altos niveles de SO2 es debida a los

aniones 803= y SO_H que pueden acumularse y desacoplar la

3

fotofosforilacidén o alterar las membranas del cloroplasto.

3.4.6.~ E1 Azufre como Fertilizante,

Balance de azufre

Aunque el contenido de azufre en plantas cultiva -
das es del mismo orden que el de fésforo, la aplicacién de
azufre no es tan importante como la aplicacién de fésforo ,
puesto que el azufre, en forma de sulfato no estd tan fuer-—
temente fijado a las particulas del suelo como el fosfato y
por tanto es mayor su disponibilidad para las rafices de las

plantas. AdemAds el cultivo puede absorber el azufre atmosfé



rico y el azufre suministrado como elemento que acompafia a

la mayoria de los fertilizantes.

La cantidad de azufre atmosférico que absorbe un
cultivo, depende del nivel de diéxido de azufre en la atmds
fera y de la lluvia que favorece la fijacidén del mismo en el
suelo donde serd oxidado a sulfato, por esto es frecuente
que las zonas cercanas al mar sean ricas en azufre, Realmen
te el azufre atmosférico no es despreciable en algunos ca-
sos, Riehm y Quellmalz (1959) informan que en determinadas
condiciones el azufre procedente de la atmésfera es suficien
te para suministrar los requerimientos de azufre de un cul-

TAVO &

Por otra parte. el sulfato puede ser perdido por
lixiviacién o lavado, pudiendo presentar el cultivo des -
pués de la lluvia, un balance negativo de azufre. Ademés ac
tualmente la polucidén atmosférica en didxido de azufre esti
siendo controlada y por ello el azufre atmosférico disponi-
ble para el cultivo se reduce. La situacidn se agrava por el
hecho de que el consumo de fertilizantes que contienen sul
fatos también disminuye. Todo ello ha <onducido a que en mu-
chos suelos de cultivo el balance de azufre sea negativo

(Mengel y Kirkby, 1982).
Aplicacidn de azufre

Las deficiencias de azufre han sido reconocidas en
distintas partes del mundo (Spencer et al., 1978). Entre las
posibles razones que han inducido a ello, se podria sefialar
el incremento de fertilizantes de alta graduacién con bajo
contenido en azufre como impurezas, la proteccidén del .am -

biente, que ha restringido el nivel de SO. en 1la atmésfera

procedente de procesos industriales,y la ionciencia de la
importancia del azufre como nutriente de las plantas.Es por
ello que la aplicacién del azufre como fertilizante esti o
siendo una practica usual. En sistemasde pastos la me jor for

ma para obtener incrementos en la produccidn anual por uni-
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dad de area de cultivo,es'mejorar]ilproducc16n37calidad del
forraje mediante el uso de fertilizantes. Sin embargo, el
elevado costo y el amplio rango de fertilizantes disponibles
impone que en cada momento se utilice el mds adecuado y de
la forma méas eficiente. El mayor ntmero de investigaciones,
sobre el uso de fertilizantes se realiza en cultivos anua -
les, donde la dgmanda de éstos se produce durante una deter
hinada época del afio. Sin embargo, los forrajes y pastos re
quieren una entrada de nutrientes constante y es importante
que los nutrientes que lleva el fertilizante se liberen len

tamente (Till, 1978).

La alfalfa es un cultivo que responde al azufre en
suelos deficientes en este elemento. En zonas donde la dis-
ponibilidad del azufre es moderadamente buena, no hay res
puesta a la aplicacién de azufre por parte del cultivo, sin
embargo, si el cultivo se intensifica utilizando variedades
més productivas y llegando hasta la produccién de semillas,
serd necesario aplicar azufre puesto que bajo estas condi-
ciones los requerimientos de azufre, por el cultivo,exceden—
las disponibilidades del suelo. La extensién en la cual va
rios cultivos responden a la aplicacién de fertilizantes =
azufrados, depende del grado de deficiencia del suelo(Sudhg
kara y Mehta, 1970). Estos autores seflalan que el valor exac
to del azufre en el suelo, por debajo del cual responde una
planta a una fertilizacién azufrada, no es posible encon -
trarlo en la literatura, por ello aconseja el uso de la re-
lacidén N/S en plantas para suministrar la adecuada fertili-

zacidén azufrada.

En suelos deficientes en azufre se ha observado la
competencia por el azufre entre el trébol y las gramineas.
En los tratamientos sin azufre. todo el sulfato disponible
fue absorbido por las gramineas y la fijacidén de nitrégeno,
por el trébol’fue insignificante. Con un adecuado disefio de
fertilizacidn azufrada y nitrogenada se consigue incremen -

tar favorablemente la cosecha (Lluch et al., 1983,) ., Al
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aumentar las dosis de azufre, se estimula la absorcién(keni
trégeno por las plantas, siendo tres veces mayor que la con
centracién de nitrégeno aplicado como fertilizante. Estas -
experiencias demuestran que el azufre es esencial para,  pro
mover el crecimiento y para la fijacidén de nitrégeno en las

leguminosas (Lluch et al., 1976} 1979).

La soja se ve afectada por el nivel de azufre del
suelo. Cuando el azufre llega a ser limitante, podria pre -
sentarse un cambio en la cantidad o calidad de proteinas en
las semillas. Hay informes de que la fertilizacidn azufrada
incrementa la cisteina y la metionina en la semilla. Brown
et al. (1981) sefialan que si el azufre en el suelo es sufi
ciente, la adicidén de un fertilizante azufrado no aumenta la
cosecha, la concentracién de lipidos, los aminoicidos esen-

ciales ni el nivel de azufre en la semilla.

Los fertilizantes azufrados mds importantes son :
el yeso, el sulfato potdsico, el sulfato aménico y el sulfa
to de potasio-magnesio. También es interesante el uso de -
fertilizantes de lenta liberacidén o de liberacién controla-
da. Hay fertilizantes cuyos grinulos estén recubiertos de
una pelicula de azufre "sulfur-coated", con objeto de libe-
rar lentamente los nutrientes para las plantas, aunque . en

muchas ocasiones el objetivo no se logra.

3.5.- Relacidén Nitrégeno Azufre

En el sistema suelo-planta, es necesario un adecua
do balance entre el nitrégeno y el azufre, puesto que exis-
ten procesos que muestran una estrecha correlacidn entre es
tos nutrientes, tales como : a) La descomposicién de resi-
duos vegetales que daran lugar al humus; b) La liberacidén -
de nitrdégeno y azufre de la materia orgdnica que posterior-
mente seradn absorbidos por las plantas; c) El uso de estos
elementos por las plantas para obtener la maxima calidad de

la cosecha (Stewart, 1966).
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Bordeleau et al. (1981) fertilizan cultivos de al
falfa con nitrégeno 7y azufre conjuntamente y encuentra que
aumenta la masa radical, la masa aérea y el indice de nodu-
lacién. Deducen que ambos elementos parecen tener un efecto
multiplicador en los parémetros citados. Esta leguminosa
reacciona mejor a la adicidén de azufre que a la de fésforo
y potasio. La ﬁodulacién puede favorecerse con una fertili«

‘zacién mixta siempre que el balance sea adecuado (Gates vy

Miiller, 1979).

Las plantas superiores generalmente acumulan ni -
trégeno y azufre en cantidades proporcionales a las que se
incorporan en las proteinas (Rendig et al., 1976). El nitra
to se acumula cuando hay deficiencia de azufre y cuando 1la
disponibilidad de nitrdégeno esté limitando la proteinosinte
sis (Stewart y Porter, 1969). La interaccién observada entre
la acumulacién de nitrégeno y azufre sugiere que la asimila
cibén de nitratos}rsulfatosestéwnetabélicamentanuurrelaciong

da sin embargo hay poca informacién al respecto.

En la bibliografia se recogen informes sobre la re
lacién N/S en plantas (Dijkshoorn y Van Wijk, 1967; Stewart,
1966). Esta relacidén ha sido utilizada para evaluar el gta -

tus de azufre en la planta.

El sulfato y otros compuestos azufrados no protei-
cos se almacenan en los tejidos vegetales, cuando el azufre
estd presente en exceso respecto a los requerimientos de la
proteinosintesis. Es por ello que al comparar la relacién
N/S total y la relacién N/S proteico se puede conocer si el
azufre esta presente en cantidad adecuada para la formacidn
de proteinas (Dijkshoorn y Van Wi jk, 1967). Cuando el sumi-
nistro de azufre es adecuado la acumulacidn de azufre no pro
teico disminuye, siendo la relacidn N/S total menor que 1la
N/S proteico. Cuando el azufre es deficiente, el nitrégeno
no proteico se acumula y la relacidén N/S total es mads alta

Stewart y Porter, 1969).
b4
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La relacién N/S en brote y en raiz de trigo {(Triti

cum aestivum), maiz (Zea mays)y judias (Phaseolus vulgaris),

fué estudiada por Stewart y Porter (1969) en relacién con -
el nitrégeno y azufre suministrado al suelo. En estos estu-
dios se demostré que cuando el azufre es limitante, el sumi
nistro de nitrégeno no afecté ni a la cosecha ni al nivel -
de proteina en plantas, pero el nitrdégeno no proteico incre
menté. También demostraron que habia una estrecha relacién

entre las cantidades de nitrdégeno Yy de azufre metaboliza -
das en las plantas. Los datos indicaron que se requiere una
parte de azufre por cada 12 6 15 partes de nitrégeno para -

asegurar una buena cosecha.

El trabajo de Stewart (1966) con remolacha y trigo
sugiere. que la relacidn N/S es una herramienta muy atil pa
ra calcular las deficiencias de azufre. Las relaciones N/S
para estas plantas fueron bastante similares 1541 para,. el
trigo y 16.6 para la remolacha. Dijkshoorn Yy Van W1Jk(1967)
encontraron una relacién N/S de 16.2 para el rvegrass ( Lo-

1ium perenne) - Los célculos hechos por Stewart (1966) su-

girieron que la proteina en la alfalfa (Medicago sativa)tig

ne una relacién N/S alrededor de 16 - 17. En este estudio

se utilizaron 16 suelos de cultivo Y la alfalfa respondid a
la fertilizacién azufrada en 11 de ellos. Cuando no se uti-
liza fertilizacidn azufrada en estos 11 suelos, el forraje

pProducido tiene una relacidén NS * mayor que 17. Los cinco -
suelos en los cuales la alfalfa no responde al azufre, pro
dujeron un forraje cuya relacidn N/S fue menor de 17. Porlo
que se ha sugerido que la relacidn N/S éptima en estos cul-

tivos es cercana a 16.

Aulakh et al. (1976) estudiaron el efecto del azu
fre en la relacién N/S en alfalfa, observando que las dosis
crecientes de azufre provocaban una di sminucidén de la rela-
cién N/S total Yy un aumento de la relacién N/S proteico. Pa
ra asegurar una maxima cosecha se necesita que por cada par

te de azufre existen entre 11 - 12 partes de nitrégeno. Con
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la aplicacibén de azufre se produce un aumento de nitrégeno
total, nitrégeno proteico, azufre total, azufre proteico y
azufre soluble mientras que las fracciones solubles de ni

trégeno disminuyen.

La relaciédn N/S no es recomendable en algunos cul
tivos. En el caso de la alfalfa la relacién N/S varfa se-
gun la literatura consultada. Pumphrey y Moore (1965) indi
caron que el valor Sptimo de esta relacidn es de 11; Jones
(1970) obtuvo un valor de 16; Littler y Price (1967) un va
lor de 14, En el primer trabajo, la concentraciédn méxima -
‘de nitrégeno es muy baja, de 2,42, Sin embargo, en otras con
diciones los brotes de alfalfa pueden alcanzar niveles de
nitrégeno més altos. Por tanto, Andrew (1977) aconseja -
utilizar como indice de diagndstico el azufre total, y si
se utiliza la relacién N/S ha de tenerse en cuenta que la
eficiencia de la simbiosis con Rhizobium no estd limitada,

ni tampoco la disponibilidad del nitrégeno del suelo.

Sin embargo, hay autores que buscan otros indices
de diagnéstico distintos a la relacién N/S, para conocer -

el status de azufre de un cultivo.

Andrew (1977) intenta utilizar como indice de.diag
néstico las concentraciones criticas de azufre. Los valo -
res se determinan a partir del peso seco de cosecha Yy la
concentracién de azufre total en el brote de las plantas.
Este método fue utilizado para establecer la concentracidén
critica de fésforo y de potasio en distintas leguminosas.
En un intento de determinar las concentraciones criticas -
de azufre, en distintas leguminosas tropicales y de . zonas
templadas, Andrew (1977) obtiene un valor para Mgdicago sa
tiva de 0,20 %, bastante semejante al valor 0,22 % indica-
do por otros autores (Pumphrey y Moore, 1967). Littery Pri
ce (1967), sugirieron un valor superior de 0,28 % baséndo-
se en la maxima produccién proteica, sin embargo, valoran-
do este dato con relacidn al peso seco nos proporcionan un

valor de 0,20 %.
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Otro criterio de diagndéstico utilizado ha sido el
contenido de azufre-sulfato. Se ha demostrado su acumulacién
en la planta cuando el azufre estd presente en exceso con -
relacién al nivel requerido para la proteinosintesis. E1 in
tento de utilizarlo como criterio de diagnéstico, tanto si
se utiliza como valor absoluto, como si se utiliza como por
centaje respecto al S - total, ha sido desestimado. La esca
sez de datos y la posibilidad de que en la senescencia, co-
mo resultado de 1la proteolisis, el azufre de los amino&cidos
se oxide a sulfato, ha condicionado ampliamente que este mé
todo de diagnéstico.haya sido cuestionado. Por otra parte
Smith vy Dolby(1977) han demostrado que el contenido de S -
sulfato, expresado como porcentaje del azufre total,da una

buena indicacidén del. status de azufre en Panicum maximunn.

Ademés Spencer et gl. (1978) de fienden que este indice es
el menos afectado por la edad de 1la planta, y por el nivel
de nitrégeno suministrado, y esto ha sido demostrado en cua-

tro especies vegetales : trigo, avena, colza 7y trébol.

Todos los indices para diagnosticar la deficiencia
de azufre en plantas, el azufre total, el azufre sulfato,la
relacién N/S han tenido amplia aceptacién y discusién, sin
embargo, en cada uno de ellos se ha demostrado alguna impre
cisidén que impide utilizarlos en un rango amplio de culti -
vos. El valor critico de un {indice puede variar con la edad
de la planta, con el nivel de otro(s) nutriente (s) suminis
trado(s), o con la parte de la planta analizada (Lluch et
al., 1983).

Spencer et al. (1977) realizaron un estudio sobre
la eficacia de_los tres indices descritos anteriormente en

Trifolium subterraneum L. La concentracidn de S-sulfato -

tiene la ventaja de que/cuando se pasa de un estado de defi
ciencia en azufre a un estado de sufiencia, hay un gran cam
bio en el contenido de sulfato el cual no se observa en el
contenido de azufre total. Sin embargo, este indice es muy
suceptible a la aplicacidn de nifrégeno Y estd marcadamente

influenciado por la edad de 1la planta.
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El azufre total es menos suceptible al suministro
de nitrégeno y a los érganos vegetales ensayados. La rela -
cidén N/S ofrece una gran estabilidad con la edad de la plan
ta y con el suministro de nitrégeno. Estas Predicciones ob
tenidas en condiciones dé invernadero, fueron confirmadas -

en condiciones de campo (Spencer, 1978).

La -relacién N/S en plantas, utilizada como diagnés
tico de deficiencia de azufre o de nitrégeno en 1la planta ,
variard segin el tipo de cultivo., En cruciferas la relacién
N/S estaré relacionada con el contenido 6ptimo de lipidos y
proteinas. La relacién N/S variaré segin las proteinas, en
general la relacibdn es del orden de 30/1 a 40/1 (Rendig et
al., 1976). Sin embargo, las proteinas de cloroplastos y las
nucleoproteinasrﬁienen una relacién N/S m4s baja que las -
proteinas del grano de trigo, ya que son aquellas mAs ricas
en azufre (Dijkshoorn y Van Wi jk, 1967). En las leguminosas,
de alto contenido proteico, donde 1la importancia de la fer-
tilizacién azufrada Y nitrogenada ha sido puesta de maniﬁQ§
to, esta relacién buede ser de una gran utilidad para esta-
blecer el adecuado equilibrio entre el nitrégeno y el azu -

fl"e.
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1.- MATERIAL BIOLOGI CO.
Planta
La planta utilizada en los diferentes experimentos

realizados ha sido la alfalfa, Medicago sativa, L. cultivar

Aragén. Leguminosa forrajera de interés por sus excelentes
cualidades como alimento en verde para el ganado. Al mismo
tiempo es una planta de fécil manejo en el laboratorio, que
se adapta muy bien para crecer bajo condiciones controladas
de cultivo.

Microorganismo

A lo largo del presente trabajo se ha utilizado co

mo microorganismo Rhizobium meliloti, bacteria que infecta

especificamente a la alfalfa Yy forma simbiosis con ella. La

raza de Rhizobium meliloti usada, ha sido la Rn .GR4. Es una

raza salvaje aislada en la U.E. de Microbiologia en 1la Esta
cién Experimental del Zaidin, por el Prof.Olivares Pascual
Yy col.

Medio de Cultivo Bacteriano

El medio de cultivo bédsico utilizado, para la con-
servacién de R.meliloti Yy para la obtencidén de inéculos, fue
el medio de Allen 79 sélido(Allen,1957).La composicidn de

este medio es la siguiente:

PO, HK,, 0.6 g
SO, Mg- 7TH,0 0.2 g
ClNa . 0.2 g
Cl,Ca Ou2' i (1)
COBCa 1.0 g
Manita T g
Glucosa 2.4 g
Extracto de levadura . 0.5 g
Agar 15.0 g
Agua 180 1.4

PH=7-17,5
(1) El medio original no incluye Cl,Ca. La cantidad adicio-
nada de este producto sustituye a 2 g de COBCa.

El medio fue esterilizado en autoclave a 1152¢ du-

rante 20 minutos.
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2.- ESQUEMA DE LOS TRATAMIENTOS.

Se han ensayado tres lotes de tratamientos. En el
primer lote, que denominaremos experimentostipo A, el ni tro-
geno y el azufre varian simulténeamente. Se ha escogido una
combinacién de cinco tratamientos a lo largo de los cuales,
el nitrégeno y el azufre se modifican dentro de unos nive -
les bastantes amplios. Obteniéndose un amplio rango de rela

ciones N/S.

El nitrégeno se suministra como ion nitrato, y el
azufre como sulfato. En la tabla 3, se puede observar la -
composicién de las soluciones nutritivas en meq/1 de N (co-
mo nitratos) y S ( como sulfatos), asi como la relacién N/S,

en los distintoes tratamientos realizados.

Tabla 3.~ Diferentes tratamientos realizados en lps experi =

mentos tipo A.

Tratamientos meq/1 Relacidén N/S
NO3 SO4

1 © 000900 00 11532 2.26 0660000000 5.00

2 © o o9 060 0 0 8.79 5050 © e © 0 06 000 0 0 1.60

3 e 5 060608 050 6.77 8-20 ® © 006 0 0090 00 0080

L‘ ® © 06 0 6.0 00 L“,c 56 1()09‘I e o 08 006 20 0 0 O. L"O

5 ® © & ® 0 © 0 o 2’67 13.33 ® ®© ¢ 0 o & & 0 o @ 0.20

En el segundo lote de tratamientos, experimentos ti
po B, se ha mantenido constante el nitrdégeno a un nivel por
debajo del que posee la solucidn nutritiva standar de Hewitt,
mientras que el azufre varia en un rango semejante al utili-

zado en lagexperienciastipo A. La composicién en meq/1 de N
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y S, como nitratos y sulfatos respedtivamente, obtenida pa

ra cada tratamiento realizado, se muestra en la tabla 4.

Tabla 4.- Diferentes tratamientos realizados en los experimen

tos tipo B.

Tratamientos meq/ 1 Nivelde azufre
NO3 SOQ
1 ® 0 060 00 0.0 0.0 3.18 3,18 e 060 06006 0 0 0 1 S
2 iessawesse 2692 6.74 6% e e 2 =
3 © 000 00 06 0 0 0 2.73 9-02 ®© 60 000 0 0 0 3 S
4 issewsesms 2aT0 11.80 i s ww e 4 s
5 © 00006000 00 2.67 . 14,33 e o 0 060 0 0 00 SS

En el tercer lote de tratamientos, experimentocs tipo
C, el nivel de azufre, que corresponde al nivel mas bajo del
primer lote de tratamientos, se mantiene constante y se com-
bina con todos los niveles de nitrégeno de dicho lote.Se han
realizado cinco tratamientos en este tipo de experimentos,ca
da uno de ellos tiene la composicidn en meq/l de N (nltrato@

v de S (sulfatos) que se indica en la tabla 5.

Tabla 5.- Diferentes tratamientos realizados enlos experimen

tostipo C.

Tratamientos meqf1l Nivel de nitrdgeno
NO 5 S0,
1 S e e 11.61 232 awmeopemen 5N
2 e e e e e 8. 36 2,26 s350503 4 N
3 ses s e s s see 6.78 2452 wesemeon 3N
L e e e 5.04 275 ssseween 2 N
5 se e w e e e 2.18 318 cpemsson 1 N
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Los deméds macronutrientes, aniones P (POAH_Z) y ca
tiones K+, Ca++, Mg++, y micronutrientes se adicionan segun
Hewitt (1952), manteniedndose constantes a lo largo de todos

los experimentos realizados.

3.- SOLUCIONES NUTRITIVAS,

La composicién mineral de las soluciones nutritivas
de los diferentes experimentos realizados y para cada uno de
los tratamientos ensayados se detalla a continuacién, ex-

rd . P4
presandose en gramo/lltro de soluciodn.

Las diversas soluciones nutritivas se han agrupado

segiin los Tipos de Experimentos expuestos anteriormente.

EXPERIMENTOS TIPO A

TRATAMI ENTO 1 TRATAMI ENTO 2
Sales -7 4 - sales -7
PO, H,K 0.379 PO, H,K 0.399
(NOB)ZCa.hHQO 0.360 (1\103)‘2 Ca.4H,0 0.633
(N03)2Mg. 6H20 of229 S0, Mg TH,0 0« 525
SO, Mg. TH,0 ' 0.279 ClK 0.082
ClK 0f078 NO 4K 0.320
NO K of425 S0, X, 0.107

Kou™ 1.002 m1  KoH™ 1.054 m1l
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TRATAMIENTO 3 TRATAMIENTO 4
_ Sales &/l __Sales g/1
PO, H,K 0.457 PO, H,K 0.432
(NO3)2Ca.4H20 0.322 (NOB)ZCa.4H2O 0.304
SO, Mg. 7H20 0. 547 SOhMg.7H20 : 0.569
Cl,Ca. 3 1/2H20 0.225 Cl,Ca. 3 1/2H2O 0.219
C1K | 0.069 S0,K, 0.519
S0,K, ofhoo S0, Ca. 2H,0 0.028
KOH 1.113ml  KOH 1.141 m1
TRATAMIENTO 5 TESTIGO

Sales _ﬁL];_ Sales ﬂl..
PO, H,K 0.446 PO, H,K 0.440
'(NOB)ZCa. 4H,0 0.315 SO,Mg. TH,O 0.585
SOhMg.7H20 0. 588 ClK 0. 362
ClK 0.092- S0,K,, oGk
SO,K,,’ 0.430
S0, Ca. 2H,0 0.312 S8Ry, H0 0.542
KOH 1.182 m1l KOH 1.162 ml

EXPERIMENTOS TIPO C
TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2

Sales g/l » Sales s
PO, H,K 0.379 PO, H,K 0.379
(N03)2Ca. 4H,0 0. 360 (NOB)ZCa. AH,0 0.631
(N03)2Mg. 6H20 0.229 SO, Mg. 7520 0.279
SO, Mg. T7H,0 0.279 (N03)2Mg. 6H20 0.229
ClK 0.D78 NOBK 0. 124
NOBK 0425 ClK 0.299

KOH 1.002 m1  KOH 1.003 ml



TRATAMIENTO 3

Sales

PO, H,K
(NOB)ZCa.~4H20
SO,Mg. TH,O
ClK

NO 4K

S0,X,

KOH

- 150 =

0.415
0.690
0. 547
0.085
0.084
0. 328

TRATAMIENTO 5
. Sales
P04H2K

(NOB)ZCa. 4H,0
S0,Mg. 7H,0
ClK

S0,K, )

S0, Ca. 2H,0

KOH

TRATAMIENTO 1

/1

0.446
0315
0.588
0.092
0.430
0. 312

1.182m1

TRATAMI ENTO 4

Sales

PO, H,K

(NO3)203. 4H,0
S0,Mg. TH,0
ClK

S0, K,

SOhCa. 2H,0

2
KOH

TESTI GO
Sales

P04H2K

S0,Mg. TH,0
ClK

S0 Ke

2
SOQCa. ~H20

KOH

EXPERIMENTOS TIPO B

Sales

PO, H,K

(NO Ca.hﬂzo

3)2
SO, Mg. TH,0
Cl2Caf 3 1/2H20
Cl,Mg. 6H20

ClK

‘KOH

g/l

0. 500
0.376
0.392
0.158
0.101
0.267

1.145 ml

TRATAMIENTO 2

Sales
PO, H,K
(NOB)Ca. AHZO
50, Mg. 7TH,0
Cl,Ca 3 1/2H20
ClK
SO, K,

KOH

0.432
0.539
0.569
0.089
0. 416
0.130

1142 ml

0.440
0.585
0.362
0.094
0. 542

_1.162 ml

BEL
0.489

0. 345
0. 527
0.192
0.195
0.215

1.073 ml
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TRATAMIENTO 3 TRATAMIENTO 4
Sales _ELL_ Sales _SLL_
PO, H,K e.475 PO, H K 0. 500
(N03)2Ca. tho 0.633 (N03)2Ca. hH2O 0.595
SO,Mg. TH,O . 0.310 SO,Mg. TH,0 0. 951
(NOB)ZMg. 6H,0 03182 Cl,Ca. 3 1/2H20 0.023
Cl,Mg. 6H20 0.019 Cl,Mg. 6H2O 0.138
s G433%ue ol pg 0. 300
KOH 1130 ml KOH 1.139 ml
TRATAMIENTO 5 TESTIGO
Sales ‘ _Eél_ Sales _ELL_
PO, H,K 0.500 PO, H,K 0.440
(NOB)ZCa. 4H,0 0.376 SO,Mg. TH,O 0.585
SO, Mg. 7H,0 0.392 ClK _ 0.365
Cl,Ca.31/2 H,O0 0.158 SO, K, 0.094
Cl,Mg.6H,0 0.101 S0, Ca. 2H,0 0. 542
ClK 0.267 KOH 1.162 ml
KOH 1.145 m1

# FEl hidrdxido potdsico se suministra en forma de solu

cién 1N.

Todos los reactivos utilizados fueron productos "Pro
bus" de la calidad "quimicamente puro” y "Reactivo analisis"
que se disolvian en agua desmineralizada de resistividad com

2
prendida entre 20 y 0,5 megaohmios/cm/cm” .

Las soluciones nutritivas fueron equilibradas y ajus
tadas segiin el método propuesto por Steiner (1961) con Peque

fias modificaciones, de acuerdo con nuestras necesidades, pre

sentando las siguientes caracteristicas :
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Relacién aniones/cationes = 1.0
Presién osmética 2 0.71 atmosfera

pH = 6.5 +_0.1

Los micronutrientes de las soluciones nutritivas se
adicionaron dei siguiente modo: Fe (EDDHDA Secuestrene 138
Fe, 25 mg/1); Mo (MouNaZ. 2H,0, bmg/1) siendo los demAs mi-
cronutrientes Zn, Cu, B y Mn suministrados segun Hewitt

(1952).

Como testigo se utiliza la solucidén nutritiva que -
proponen Rigaud y Puppo (1975) muy utilizada en estudios de
fijacibén de nitrégeno, puesto que no lleva nitrégeno,conve-
nientemente modificada y ajustada segin el método anterior-

mente citado.

4,- CONDICIONES AMBIENTALES DE LA CAMARA DE CULTIVO.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en cémara

de cultivo con las siguientes condiciones ambientales 3

. Fotoperiodo : 16 horas luz/8 horas oscuridad

. Temperatura : dia 25 + 1¢C

noche 18 + 1°C

. Humedad relativa : dia 65 + 2%

noche 80 + 2 %

« Fuente de luz : FluorescentesPhillips
: Lémparas incandescentes Cool Bean

Par 38

La intensidad luminosa en la superficie de las mace

tas era de 16.000 1ux/m2.
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5.- EXPERIMENTOS REALIZADOS.

5.1.- Experimentos de Cultivos Hidropodnicos en Tubo

de Ensayo.

Este tipo de cultivos axénicos en medio liquido pa-—
ra las plantas de alfalfa o de similares caracteristicas |,
presenta grandes ventajas que hacen interesante su utiliza-
cidén. Ademds de permitir Que el cultivo se desarrolle en con
diciones de total esterilidad, se puede seguir un control
detallado y perfecto de toda la formacidn de los ndédulos que

es una etapa critica de la simbiosis Rhizobium-Leguminosa.

Presenta como inconveniente la limitacidén del volumen de cul
tivo, sin embargo en estos cultivos se producen las etapas
tipicas de crecimiento, estabilizacién y madurez o senescen

cia, comunes a cualquier otro cultivo.

5.1.1.- Esterilizacién y Germinacién de las

Semillas,

Las semillas de alfalfa son esterilizadas en super-
ficie con una solucidn de Cleg al 2.5 % durante 12 minutos.
A continuacidén son varias veces lavadas con agua estéril de

jando1l as despué% en imbibicién durante 2 horas a 309C.

Transcurrido este tiempo las semillas se ponen esté
rilmente en placas de Petri provistas de disco de papel -de
filtro y 3 ml de agua estéril. En cada placa las semillas -
se esparcen uniformemente y a continuacidén se llevan a estu
fa .a 282C durante 48 horas, reponiendo el agua cuando sea
necesario. Al cabo de este tiempo las pléntulas tienen el

tamafio adecuado para ser puestas en los tubes de cultivo.



5.1.2.- Preparacién de los Inéculos.

La bacteria utilizada en todos los indculos fué la

raza GR4 (Casadestis y Olivares, 1979) de Rhizobium meliloti,

aislada en Granada.

El medio de cultivo utilizado para hacer crecer la
bacteria fue el medio de Allen 79 sélido. En frascos Roux
de f 1 de capacidad, se ponen 100 ml1 de dicho medio y la -
cantidad de agar necesaria para que quede al 15%. E1 fras
co tapado con algodén se sometié a un proceso de esteriliza
cidén en .autoclave a 1152C durante 20 minutos. Al salir del
autoclave los frascos se agitan y se tienden para que el me
dio forme una capa uniforme que cubra todo el fondo del fras

co y se deja solidificar antes de proceder a su siembra.

La suspensidén bacteriana, para la siembra de los
frascos Roux, se prepara agpartir'deturcultivo fresco(72 ho
ras), en tubos de agar inclinados, de R. meliloti. Esta sus
pensién se reparte homogénamente por toda la superficie del
medio de cultivo contenido en el fraséo Roux. Estos se man-

tienen a 2892C, durante 72 horas; en estufa.

El indéculo utilizado en los cultivos hidropénicos ,
tanto en tubo de ensayo como en maceta, se prepara a partir
de los cultivos bacterianos obtenidos en los frascos Roux .
La suspensién bacteriana, obtenida al adicionar agua esté -
ril y bolas de vidrio también estériles para separar el bar
niz microbiano, se vierte en un matraz estéril que debe ser
agitado para obtener una suspensién homogénea. Esta suspen-

9

sién debe tener una concentracién da células de 2 10~ célu-

las/ml.

5.1.3.- Preparacién de los Tubos de Cultivo

En tubos de ensayo de 20 x 200 mm se introduce una
tira de papel de filtro de 11 x 2 cms. En cada tubo se po -

nen 10 ml de solucidén nutritiva mineral y se tapan con algo



dén graso. El1 conjunto se esteriliza en autoclave a 120°C ,

durante 20 minutos.

En cada tubo de ensayo, convenientemente rotulado |,
segin tratamientos se colocan 5 semillas de alfalfa, previa
mente germinadas y desprovistas de episperma, sobre la par
te superior de la tira de papel de filtro (Olivares et al.,
1980). Las pléntulas deben quedar con la radicula orientada
hacia el fondo del tubo y paralelas entre si (figura R
Los tubos asi preparados se mantienen en penumbra de 24 a
48 horas para favorecer el desarrollo de la raiz. Transcu -
rridas las cuales se desechan aquellos tubos, en los que el
desarrollo de las 5 plantulas no sea homogéneo. A los tu-
bos en buenas condiciones, se les coloca una funda de papel
oscuro que recubre hasta 0.5 cm por encima del papel de il
tro, para proteger las raices de la luz. A continuacién los
tubos de cultivo se trasladan a la cdmara de cultivo donde

los tratamientos se distribuyen completamente al azar.

Al cabo de nueve dias se vuelven a examinar y se de
sechan aquellos que no tienen 5 plantas homogéneas, o las
que estdn contaminadas por hongos. Los tubos son inoculados
con una suspensién de células de Rhizobium meliloti raza GRA4

de X 109

células/ml, a razén de 1 ml por tubo. Nuevamente,
se trasladan a la cémara de cultivo donde se distribuyen to

talmente al azar,

5.1.4.,~- Disefio Experimentale.

Los experimentos de cultivos hidropdénicos en tubos
de ensayo se realizaron siguiendo los tres tipos de experi-
mentos enmarcados en el esquema de los tratamientos. Cada
tipo de experimento consta de 6 tratamientos, de cada uno -
de los tratamientos se prepararon una serie de tubos de en-
sayo con plantas en la cual se tuvo en cuenta el material
vegetal necesario para las diferentes determinaciones fisio

légicas y bioquimicas (actividad nitrogenasa) realizadas a
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Fig. 7.- Sistema de cultivo nidropdénico en‘ tubo de ensayo manteniendo
condiciones de esterilidad.
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lo largo del periodo de cultivo asi como de las repeticio =

nes.

5.1.5.- Determinaciones Realizadas.

A) Desprendimiento de etileno

Se ha seguido el desprendimiento de etileno por -
las raices de alfalfa inoculadas, durante un periodo que con-
sideramos critico en la formacidén del nédulo, desde que se
inocula hasta que el nimero de nédulos se estabiliza.Estas me
didas se han llevado a cabo Unicamente en los experimentos ti
PO A. Las medidas empiezan un dia antes de 1la inoculaciéang
teriana y se realizan cada 48 horas en los tratamientos si-
guientes: Testigo, tratamiento 3, tratamiento 4 y tratamiento
5. En los tratamientos 1 y 2 las determinaciones de etileno,
se llevaron a cabo cada 72 horas, puesto que en experiencias
previas se habia puesto de manifiesto que el proceso de nodu
lacién se retrasa respecto a los tratamientos que tienen me
nos nitrégeno.

De cada tratamiento se tomaron 5 repeticiones (1 re
peticién/ 2 tubos de cultivos/10 plantas) Yy se hicieron 9 de

terminaciones a lo largo del tiempo de cultivo.

B) Determinacidn de la actividad nitrogenasa espe-

cifica.

Se ha determinado la curva de efectividad de los -
nédulos o perfil de la fijacidén de nitrégeno en los tres ti
pos de experimentos expuestos, Tipo A, B y C.

En los Experimentos tipo A la medida de la activi-
dad nitrogenasa se ha realizado cada seis dias, hasta un to-
tal de 8 medidas a lo largo del periodo de cultivo. La prime
ra, se realizé a los 11 dias de la inoculacidn. De cada trata
miento se han realizado 4 repeticiones (1 repeticidén/1 tubo

de cultivo (5 plantas).

En los experimentos tipo B y tipo C se obtuvieron,

cuatro determinaciones de la actividad nitrogenasa, a los 15
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25, 35 y 45 dias de inoculacién. Anteriormente, se habia -
constatado que eran suficientes para recojer adecuadamente

el perfil de la fijacibén de nitrégeno. Las repeticiones es-
timadas en cada uno de los tratamientos ensayados han sido
de 5 ( 1 repeticidn / 1 tubo de cultivo con cinco plantas).
Una vez determinada la actividad nitrogenasa, se lavaron las
raices para eliminarles los residuos de etileno o acetileno
que pudieran tener en su superficie y se determiné el etile

no liberado por las raices.

C) Parametros de crecimiento

Tanto en los ensayos dedicados a estudiar la libera
cién de etileno por las raices de alfalfa, como en los dedi
cados a observar el perfil de la nitrogenasa, se determiné,
el peso seco y fresco de la raiz y parte aérea. También se

llevd a cabo el contaje del numero de nddulos por tubo.

5.2.= Experimentos de Cultivos Hidropénicos con

soporte Inerte (perlita-arena) en Macetas,

Para las experiencias de cultivos hidropénicos en

macetas, se utilizé plantas de alfalfa (Medicago sativa,L.)

inoculadas con R. meliloti. La importancia del crecimiento

vegetativo de la alfalfa como planta forrajera nos llevé a

mantener todos los cultivos hasta el inicio de la floraciébn.,

5.2.1.= Preparacién de las Macetas,

Las macetas de polietileno, de color negro y 400 ml
de capacidad, se llenaron con 450 g de una mezcla de perli
ta (granulometria O - 3 mm) y arena de cuarzo en la propor-—
cidén 2:1 (v/v). Resultando la maceta con una capacidad de

campo de 200 ml.
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La arena de cuarzo previamente habia sido lavada -
con acido clorhidrico y con abundante agua para eliminar to
talmente los restos de acido. Las macetas asi dispuestas se
cubren por su parte superior con papel de aluminio y se es-

terilizan en autoclave a 115°C durante 40 minutos.

Inicialmente, a cada maceta se le adicioné esteril-
mente 200 ml de la solucidén nutritiva correspondiente, se-
gltn tratamiento. Las soluciones nutritivas, previamente ha
bian sido sometidas a un proceso de esterilizacidén al auto-
clave a 120°C durante 20 minutos. Se colocaron 12 semillas
germinadas en condiciones este€riles en cada una de las mace
tas y a continuacidén se cubren de nuevo con el papel de alu

minio y se trasladan a la cédmara de cultivo.
5.2.2,- Mantenimiento del cultivo.

Una vez las pléantulas habian emergido se les quita-
ba el episperma a las que atn lo tenfian, ya que les impedia
la expansidén de las hojas cotiledonares. Hacia el cuarto -
dia de cultivo, se procedié a la inoculacién bacteriana. Ca
da maceta se inoculd con 10 ml de suspensién de células de
R. meliloti, preparado segtin lo descrito en el apartado n?
B T 9

A la semana de la emergencia de las pléntulas se -
procedié al entresacado, dejando 8 plantas de alfalfa por
maceta, eliminando para ello las que mAs se desviaban del
tamafio medio., Cada semana las macetas se permutaban de si -
tio en la céamara de cultivo al azar. Cada dos semanas se re
gaban las macetas con solucidn nutritiva estéril y diaria -
mente se reponia el agua perdida, adicionando agua destilada

estéril,

La duracidn media de cada experimento'llevado hasta

el inicio de 1la floracién,fue de 7 - 8 semanas.



5¢62¢.3.~ Disefio Experimental.

Los ensayos de cultivo hidropénico en macetas, uti-
lizando un soporte inerte, se llevaron a cabo slguiendo los
tres tipos de experimentos resefiados en el Esquema de Trata
mientos. Cada- uno de los experimentos tipo A, B y C consta
de 6 tratamienfos, de cada uno de ellos se prepararon 8 re
peticiones, con objeto de tener material vegetal suficiente
para todas las determinaciones fisiolégicas, bioquimicas vy

analfticas programadas.

Las distintas repeticiones se distribuyeron al azar

en la cémara de cultivo.

5.2.4.~ Recogida de Muestras y Determinaciones

Realizadas.,

Finalizado el periodo de cultivo, se procedib a la
recogida de las plantas. De cada uno de los tratamientos »
cuatro repeticiones sufrfian un proceso de despiecelen el
cual se separaban porciones de tallos, hojas, rafces y nédu
los, utilizandolas para las siguientes determinaciones que

Precisan de material vegetal fresco:

Actividad nitrato reductasa en hojas, rafz y nédu -
los. '

Contenido de azlicares totales solubles y azlcares -
reductores en tallo, hoja y raiz.

Determinacién de leghemoglobina en nédulos.
Determinacién de clorofila en ho ja.
Las otras cuatro repeticiones se destinaron al ané-~

lisis de crecimiento y quimico de las plantas. Se determina

ron los siguientes pardmetros de crecimiento H
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NGmero de hojas trifoliadas por planta

Longitud de los tallos

Peso fresco de las hoJjas
Peso fresco de los tallos
Peso fresco‘de las raices
Nimero de nédulos por planta
Peso fresco de los nédulos

Nimero de tallos por maceta

Cada uno de los 6rganos citados se colocaron en ba-
teas de papel convenientemente rotuladas y fueron llevados
a estufa con corriente forzada de aire a 602C durante 24 ho
ras. Transcurridas las cuales, se sacan de la estufa, se de
Jan enfriar en el desecador, para estabilizar el peso seco,
determinédndose éste en cada uno de los érganos vegetativos

citados.

Una vez se obtuvo el peso seco de todos los bdrganos
vegetativos de las plantas, se procedié a moler la parte -
aérea y la raiz, separadamente, para el posterior anilisis-
quimico de la planta. El molinillo utilizado fue Moulinex ’
con su interior recubierto de aéero inoxidable. Se consiguid
un polvo fino y homogéneo que se guardd en bolsas de plasti
co etiquetadas.

En estas muestras se determinaron los siguientes ele

3

Sin embargo, antes de realizar el despieze de las -

mentos: N, P, K, S, Ca, Mg v los aniones SOZ y NO

pPlantas, se procedié a lavar la raiz con abundante agua, pa
ra eliminar los restos de arena o perlita que pudieran es-
tar adheridos. Las plantas enteras se introdujeron en. un
frasco de vidrio de 650 ml de capacidad que cierra herméti-
camente y esta preparado para poder extraer muestras de su

atmésfera interna, con una jeringa especial para gases.
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Tras sustituir el 10 % de la atmésfera interna por
acetileno y tras un periodo adecuado de incubacién se proce
dié a determinar la actividad nitrogenasa especifica. A con
tinuacién se separé la parte aérea de la rafz, en ambas por
ciones se realizardn los andlisis antes menclionados.la rafz
fue de nuevo abundantemente lavada, ahora con agua destila-

da, para evitar errores en el anédlisis quimico.

6.- METODOLOGIA UTILIZADA.

6.1.- Liberacién de Etileno por las Raices de

Alfalfa.

Prepairacidén de las muestras .- Se toman las =

cinco plantas de un tubo de ensayo y se separa la parte aé-
rea de la raiz a nivel del cuello. Una vez eliminada el.agua'
superficial de las rafces, se unen las rafces correspondien
tes a dos tubos de ensayo (10 plantas/repeticién) y se in
troducen en un tubo de ensayo de 15 x 150 mm adecuado para
sacar muestras de aire,del interior,con una jeringa de ga-
ses., Los tubos asi preparados y rotulados segin tratamien -
tos y repeticiones, se llevan a la cémara de cultivo, conve
nientemente protegidos de la luz, se mantienen las 12 horas
de incubacién, transcurridas las cuales se extrae con una -
jeringg, 1 ml de la atmésfera interna y se inyecta en el cro
matografo de gases para determinar el etileno liberado por

las raices.

Los picos de etileno que salen de cada una de las
muestras son contrastados con los picos que se obtienen in
yectando determinados volumenes de un patrén, de concentra-
cién conocida. El etileno lo podemos referir a peso fresco,
o peso seco de rafiz o también por tubo de cultivo ( 5 plan=-
tas). En nuestro trabajo se expresa en nl de Czﬁh/peso fres

co/hora.



Caracteristicas del cromatégrafo .- El cromatégra

fo utilizado ha sido un Carlo-Erba FTV - 2350, equipado con
un detector de ionizacidén de llama y una columna de vidrio
de 2mX4 mm rellena con alumina activada de 60-80 mesh. La
temperatura del horno era de 70°C. El nitrégeno fue utiliza
do como gas portador con un flujo de 35 ml x min—1. El flu-
1

Jjo de hidrégeno y aire- se mantuvo a 30 y 300 ml x min~

respectivamente.

Patrén de etileno.- El patrén de etileno se pre-

para a partir de etileno puro, por dilucidn hasta la concen-
tracién adecuada. Se utiliza un frasco de vidrio de 3 l,volu
men suficiente para que no se altere la concentracidn duran-
te el tiempo que dura la experiencia. El tapén del frasco va
horadado y provisto de un doble disco de silicona. Una capa
de vaselina recubre los discos de silicona, la superficie in
terna del tapdén y el borde externo de la boca del frasco de
vidrio, ademéds sobre los discos de silicona se deposita una
fina capa de mercurio, con todo esto se asegura que no va ha

ber pérdida de etileno en el patrdn.

El frasco asi preparado e invertido se sujeta a un
pie de hierro y se mantiene siempre en las mismas condicio -
nes de presidén y temperatura que las muestras a medir, con lo
cual, las variaciones del patrdén ,son nulas, siempre que se -
mantengan rigurosamente las mismas condiciones del cromatd -

grafo de gases.

6.2.- Actividad Nitrogenasa Especifica. Test de la

Reduccidbén del Acetileno.

Para la medida de la actividad nitrogenasa se ha se
guido, salvo ligeras modificaciones para adaptar el método a
nuestros requerimientos, la técnica descrita por Koch y Evans
(1966) y Hardy y Knight (1968), usando cromatografia gaseosa
(Burris, 1972).
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Determinacién de la actividad nitrogenasa

gspecifica .- Las cinco plantas enteras de un tubo

de cultivo, se ponen en un tubo de ensayo de HS x 150 mm con
tapén de rosca perforado y provisto de un disco de silicona,
que permite el cierre hermético y la extraccién, con jeringa
de muestras de su atmésfera interna. A los tubos asi prepara
dos se les extra; el 10% de la atmésfera interna con una Jje=
ringa y se les inyecta un volUimen igual de acetileno. A tiem
pos determinados, 30 y 60 minutos desde que se inyecta el ace
tileno, se extraen muestras para inyectar en el cromatdégrafo
de gases y conocer el nivel de reduccibén, es decir la activi

dad nitrogenasa especifica.

Los picos de acetileno y etileno fueron identifica-
dos previamente porﬂbomparacién de los tiempos de retencidn
de los correspondientes patrones. La actividad enzimdtica se
obtiene por referencia a la curva patrén construida con 1los
valores de lospicos de los diferentes volGimenes de etileno -

inyectado.

El volémen inyectado,de la muestra problema,ha sido
de 0.2 ml. La actividad nitrogenasa especifica, ha sido ex =

presada enn mel de CZHQ/ tubo de cultivo ( 5 plantas)/ hora.

Caracteristicas del cromatégrafo .- La reduccidn

de acetileno, fue valorada utilizando un cromatégrafo de ga-
ses Perkin Elmer, modelo F-33, equipado con un detector de
ionizacién de llama, con una columna rellena de Poropak N 80
mesh, de 50 cm de longitud y 1.75 mm de didmetro interior, a
la temperatura de 1002C. Como gas portador se utilizé nitré-

-1
geno a un flujo de 50 ml X min .

Preparacién _del acetileno .- El acetileno se obtie

ne directamente a partir del carburo cédlcico y agua. En un
frasco de vidrio de 1000 ml de capacidad y provisto de tapén

de rosca perforado y con disco de silicona, para cerrar her-
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méticamente, se pone la cantidad de agua y carburo célcico -
adecuada para obtener una atmésfera saturada de acetileno.
Cuando el gas empieza a salir se cierra herméticamente con 1lo

que la atmésfera intermna serd siempre de acetileno puro.

6.3.— Determinacién de la Actividad Nitrato-Reductasa.

Se dispone actualmente de dos tipos de ensayos para
la determinacién de la actividad nitrato-reductasa: el ensa-
yo "in vivo"™ y el ensayo "in vitro". En nuestro trabajo se
ha elegido el ensayo "in vivo" utilizando la técnica de  in
filtracidn al vacio (Hener y Plaut, 1978; Méjias,1983).

E1l material vegetal en el cual se determiné la activi
dad nitrato-reductasa fue : las hojas apicales de la planta,
la zona subapical de la raiz exenta de nédulos y los nédulos

rosados y enteros.

El material vegetal se trocea homogéneamente y se co
loca en tubos de ensayo de 16 x 130 mm con 5 ml de tampén -
fosfato potésico 0.1 M pH 7.5 que contenia EDTA 1 mM y NOBK
50 mM. Los tubos se pusieron en un frasco de 2 1 de capaci -
dad que se podia cerrar herméticamente y en el que se hacia
el vacio. Una vez cerrado el frasco se conect$ a una bomba
de vacio durante 8 minutos, después de destapar el frasco Yy
volver a tapar, se procedié a realizar de nuevo el proceso de
infiltracidn. Con ello se consigue la eliminacidén de aire de
los intersticios del tejido foliar, la penetracién del sus -
trato en dicho tejido y la posterior liberacidn de los nitri
tos formados al medio de incubacibén. Todas estas operaciones

se realizan en camara fria.

A continuacién, los tubos se llevan a un bafio a 302C
y se mantienen en oscuridad durante 3 horas, transcurridas -
las cuales se sacan del bafio y se agitan, para evitar gradien

tes de concentracidédn que se hayan formado. Después,de cada -
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tubo se toman dos alicuotas para la valoracién de los nitri-

tos formados.

Determinaciédn de los nitritos .- Se toma una ali -

cuota de 0.5 ml, se completa con agua destilada hasta 1 ml ¥y
se afilade 1 ml de reactivo de sulfanilamida y 1 ml de reacti-
vo de N naftil-(etilen)-diamina.lLa mezcla se completa con
agua hasta un voltmen de 5 ml, después de agitar bien, se de
Ja desarrollar el color durante 15 minutos, a continuaciébn

se mide la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro Per

kin Elmer 35 (Coleman Instruments Division).

Para la cuantificacién del nitrito formado se con
feccionaba una curva patrén de concentraciones conocidas de
nitrito. La solucidén madre de nitritos se obtenia por dilu -
cidn de N02K en tampén fosfato 0.1 My pH 7.5. La actividad
nitratoreductasa se expresa en nmrol de NOE formados/g peso
fresco/ hora. De cada maceta se preparaban dos muestras ypro
cedentes de cada tubo de incubacién, como hemos dicho antes,
se tomaban dos alicuotas, pero se hacia la media y se obte -
nfia un solo dato por repeticién en cada uno de los tratamien

tos realizados.

Reactivos utilizados en la valoracibén de nitritos.-

En la valoracidn de nitritos se utilizd la reaccidn de diazo
tacién de Griess-Ylosway, segin el método de Snell y Snell |,
(1949). Los reactivos usados han sido : 1.- Solucién de sul-
fanilamida, se prepara disolviendo 5 g de sulfanilamida en
100 ml de ClH concentrade y llevando a 500 ml con agua desti
lada : 2.~ Solucién de N-maftil-(etilen)-diamina diclorhidra
to, se prepara disolviendo 100 g de NNEDA en 500 ml de agua
destilada.
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6.4.- Determinacidén de Azlicares en Diferentes Organos

Vegetales.

Obtencién de extractos vegetales de hojas v tallo.-

Se utilizbé 2 g de material vegetal fresco, a los -
que se les adicioné 10 ml de tampdn tris-ClH 1M, pH 7y5. La
homogeneizacién de la muestra se‘llevé a cabo en un Sorvall
Omni Mixer, a velocidad maxima en dos etapas de 1,5 minutos,
cada una. Se procuré que la homogenéizacién fuera perfecta ,
para ello se abre la camara de homogeneizacidén al final de
la primera etapa y se bajan los restos vegetales al fondo de
la misma. Toda esta operacién fue llevada a cabo con la cémgi
ra del homogeneizador sumergida en hielo picado para evitar
el calentamiento. E1 homogeneizado se recogié en un tubo de
centrifuga, la cidmara y aspas del homogeneizador se lavaron
con 2 ml de tampbén que se adicioné al homogeneizado. Se il
tré con una gasa de nylon y se centrifugd a 16.000 rpm,duran
te 10 minutos. La centrifuga utilizada era Sorvall modelo RC

58, refrigerada (Du Pont Instruments).

En el sobrenadante .se procedié a precipitar las
proteinas. Esta precipitacién era distinta segin se fuera a
determinar posteriormente, azlicares totales solubles o azliica

res reductores.

Obtencidén de &xtractos de maiz.-

Utilizamos el método de Bligh y Dyer (1959), modifi
cado por Donaire (comunicacién personal). Unma muestra de 2 g
de la zona subapical de la raiz se coloca en la cémara del
Sorvall Omni Mixer y se le afiaden 15 ml de metanol PUTO . Se
homogeniza durante 1 minuto a velocidad maxima. Tanto la
adicidén de metanol. como la homogeneizacidn se realiza en dos
etapas, 7,5 ml y 30 segundos respectivamente. A continuacidn

se adicionan 15 ml de cloroformo puroc y se le proporciona de
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nuevo 1 minuto de homogeneizacién. Finalmente se adicionan -
7,5 ml de agua salada al 0.88 % (p/v) y 1 minuto de homoge -
neizacién. Todas estas operaciones se hacen en cémara fria con
la cémara de homogeneizar sumergida en un bafio de hielo pica
do.

Las etapas del Sorvall se lavan con 2 ml de clorofor
mo que se recoégn junto con el contenido de la cémara y se -
centrifuga a 5000 rpm, durante 10 minutos. Las fracciones se
separan, quedando la metanblica en la parte superior y la clo
roférmica en la parte inferior. La fraccién metandlica se -~
vierte en un tubo de ensayo y tomando un volumen determinado
p.e. de 10 ml, se reduce a la mitad en el rotavapor, con ob-
Jjeto de eliminar los posibles restos de cloroformo que pudie
ran acompafiar a esta fraccién. A continuacidén el volGmen per
dido en el rotavapor se restituye con agua destilada, se agi
ta bien y se toman alfcuotas para la determinacién de aziica-

res reductores y azlcares totales.

Precipitacibén para gzGcares totales.-

Se transfiere 1 ml de sobrenadante a un tubo de cen
trifuga y se agregan 5 ml de &cido tricloro-acético al 15 %
enfriado a 42C. Se deja una hora a 02 y se centrifuga a 10000
rpm durante 10 minutos. Del sobrenadante se %oman alicuotas

Para determinar azGcares totales solubles.

Precipitacidén para azlicares reductores.-

Se transfieren 5 ml de sobrenadante inicial a un tg
bo de ensayo de 16 x 180 , llevdndolo a continuacién a un -
bafio Mar{a en ebullicién durante 10 minutos. Transcurridos
los cuales se deja enfriar y se centrifuja a 10,000 rpm,l@ mi
nutos. Del sobrenadante se toman alicuotas para determinar -

L
azucares reductores.



Valoracién por colorimetria de azlicares totales,-

Se ha utilizado el método propuesto por Trevellian
y Harrison (1951), utilizando el reactivo de antrona.-D? ca.
da wuno de los extractos preparados como se indicdé en los
apartados precedentes, se toman dos alicuotas de 1 ml y se
colocan en tubos de ensayo de 16 x 180mm. En el caso de que
la concentracién de azlicares fuera muy alta, la alicuota pue
de ser diluida. Esta serie de tubos, asi preparada con los
distintos problemas, utiliza como blanco un tubo de ensayo,
que contiene 1 ml del medio en el que estdn disueltos todos

los azlcares.

La curva patrén se prepara a partir de una serie de

concentraciones de glucosa ,conocidas,y un blanco con 1 ml

I
de agua. Todos los tubos, problemas y curva, se llevan a un
bafio de hielo picado y se les adiciona, dejando resbalar por
las paredes, 5 ml de reactivo de antrona. A continuacién,se
agitan vigorosamente y se llevan a bafio Maria en ebulliciédn
durante 10 minutos exactamente, tras los cuales, se enfrian

inmediatamente en agua corriente. La coloracién producida se

mide en un espectrofotémetro a 620 nm.

El espectrofotébmetro utilizado en esta valoracidn
Y en otras descritas posteriormente ha sido un Perkin Elmer

35 (Coleman InstrumentsDivision).

Valoracién por colorimetria de aziicares reductores.-

Se ha seguido el método propuesto por Folin y Malm
ros (1920), utilizando como reactivo el tartrato alcalino -

de cobre.

Se dispone de tubos de ensayo de 16 x 180 en los
cuales se coloca 1 ml de alicuota de los distintos extractos
obtenidos anteriormente. De cada extracto se disponen 2 tu-
bos con alicuota. Esta alicuota podria ser diluida convenien

temente en el caso que la concentracidn de azficares fuera -
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muy elevada. Como blanco, esta serie de tubos problema uti-
1izé un tubo con 1 ml de una soluciédn en la que estaban di
sueltos todos los azticares. También se prepardé una serie -
standar de concentraciones conocidas de glucosa y un blanco
con agua destilada. Seguidamente se adicioné a cada tubo 1

ml de reactivo de tartrato alcalino de cobre.

-

. Todos 10s tubos se mantuvieron durante 8 minutos en
bafio Marfa en ebullicién, enfridndose inmediatamente des~
pues con agua corriente. Despuésvse agregd 1 ml, a cada tubo,
de reactivo fosfomolibdico y se dejé desarrollar el color
durante 5 minutos. A continuacidn, se les afiadié 5 ml de
agua destilada, se agité bien y se 19y6 la densidad é6ptica,

a 420 nm en un espectrotfotdmetro.

-

Las concentraciones de azlicares reductores y azlca
res totales se expresan como mg equivalentes de glucosa por

gramo de peso fresco de material vegetal.

Preparacidén de los reactivos,-

T1.- 59933122_99_9233993 «— A 20 ml de agua destila
da se afiaden poco a poco 100 ml de &cido sulfirico concen -
trado. En el momento de usar se disuelven 0.2 g de antrona

en 100 ml de esta mezcla.

Ro= Toerfrato dlealino de gobre .= ‘Esbe Foaciive =
consta de dos soluciones que deben ser preparadas por sepa-—
rado, aunque su utilizacidén es conjunta. La solucidén A se
pPrepara disolviendo 5 g de sulfato cGprico cristalizado en
100 ml de agua destilada. Conservdndose en un frasco oscuro.
La solucibén B se elabora a partir de 35 g de carbonato sédi
co anhidro, 13 g de tartrato sédico y 11 g de bicarbonato -
sédico que se disuelven en 1 1 de agua destilada. Antes de
usar se deben mezclar bien 1 voltimen de solucidn A con 9 de

solucién B. ¥
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dne-Beastize Tosfo-@a1ibdice «x Blselger 300 8. de
molibdato sédico en 1 litro de agua destilada. Pasarlo a un
Erlenmeyer y agregar 0.25 ml de agua de bromo, una vez agi-
tados vigorosamente, se dejan en reposo hasta que la solu -
cidén quede bien clara. Entonces se transfieren 500 ml de es
ta solucidén a un matraz Erlenmeyer de 1000 mllde boca anchal
agregando poco a poco y agitando 225 ml de Acido fosférico,
del 85 % vy 150 ml de &cido sulfdrico 1/4 (v/v). Seguida -
mente se hace borbotear aire durante 1 hora a través de 1la
mezcla para eliminar el exceso de bromo. Finalmente se pasa
el contenido a un matraz aforado de 1 litro y se agregan 75
ml de Acido acético glacial, enrasdndose a continuacidn con

agua destilada. Conservar en frasco oscuro.

6.5.- Determinacién de Clorofila.

De la extensa metodologia existente para la deter-
minacién de clorofila y tras comprobar distintos métodos,en
nuestro trabajo se ha empleado la propuesta por Bruinsma |,

(1961), convenientemente adaptada a nuestras necesidades.

Muestras de 2 g de hoja troceada se ponen en la cé
mara de homogeneizacidén de un Sorwall Omni-Mixer. Se le afia

de una pizca de CO_,Ca para evitar la posible acidificacidn,

del extracto, por fos Jjugos vacuolares, y 20 ml de acetona

pura. A continuacidén se homogeniza durante 2 minutos a velo
cidad médxima y se filtra a través de un embudo con placa po
rosa de poro adecuado. El residuo se recoje de nuevo y se
somete a otra homgeneizacién con 15 ml de acetona, durante

1 minuto, volviendose a filtrar Y recogiendo el filtrado jun
to con el anterior. El residuo queda totalmente blanquecino.
Todas estas operaciones se realizan en cémara fria y prote-
giendo a la clorofila de la luz. Inmediatamente se mide el

volimen de solucidén acetdnica de clorofila y se pone en un

tubo de ensayo con tapén de rosca y cierre hermético, para
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evitar la evaporacidén de acetona y que la solucién se con -
centre. :

Se toman alicuotas de 1 ml de la solucién de cloro
fila, dejédndola evaporar hasta sequedad en corriente de -
aire. El residuo seco se disuelve con 5 ml de acetona-agua,
(4/1), midiendo a continuacién la absorcién a 645, 652, 663
y 750 nm en el_e;pectrofotémetro. Si la lectura a 750 fuera
superior a 0,01 indica que la solucién tiene alguna turbi -
dez, debiéndose corregir los datos obtenidos aplicando el

factor de correccidén de turbidez.

A FACTOR
645 nm 1
652 riin ¢ D& = IDK - f (D750—O,002)
663 nm 1

La valoracidén cuantitativa de 1la clorofila se rea-
liza a partir de los datos de absorcién aplicando las si-

"guientes ecuaciones :

D652 x 1000 v X+ Y = z
= 2
34, 50

Z x 5 son losAg de clorofila en la alicuota. Finalmente los
datos son expresados en mg de clorofila por g peso fresco de

ho ja.

6.6.- Determinacién de Leg-Hemoglobina en N&édulos.

La preparacién de extractos con las protefnas del

nédulo se hizo de acuerdo con Bisseling et al. (1978).

Los nédulos se colocaron en tampén Tris-ClH, 25 mM

pPH 7.0,en una proporcidén de 0.2 g de nddulos por ml tampdn
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” "
siendo homogeneizados en un potter manual. El homogenado se

centrifugd a 10.000 x g durante 20 minutos. Se considera que

el sobrenadante contiene las proteinas solubles del nédulo.

Para determinar la concentracién de hemo presente
en cada extracto, se empleé el método del hemocromo ( De Du
ve, 1948). A una muestra de cada extracto se le adiciona -
un volUmen igual de piridina 4,2 M en NaOH 0.2 M. La mezcla
se dividié en dos muestras iguales, una fue oxidada adicio-
nando una pizca de ferricianuro potdsico y la otra fue redu
cida con una pizca de ditionito sédico. Seguidamente se re
gistré la diferencia de absorbancia a 556 nm (11A556nm) Yy a
539 nm (A A539 nm). La concentracién de hemo se calculd em

Pleando su coeficiente de extincién milimolar : £ (mM)

E M) = AA  gnm - AA nm = 23,4

539
Es decir para 1 mMol de hemo en cubeta, la dife -

rencia anterior es 23,4.

Esto nos da una buena indicacién de la concentra -
cién de leg-hemoglobina puesto que, segtn demostrd Appleby,
(1974) el 70 % del hemo en un extracto crudo de nédulo pro-

cede de la leg-hemoglobina.

6.7.- Determinaciones Analiticas,

Los métodos empleados son los que se utilizan en
la Estacién Experimental del Zaidin, descritos por La Chica
et al. (1965, 1973). Los resultados se expresan en % de ma
teria seca a 709C, excepto el contenido de N=NO_~ que se ex

3

presa en Ppm.



6.7.1.- Mineralizacién de la Muestra.

Para la determinacidén de los macronutrientes N, P,
K, Ca y Mg se utilizé la mineralizacién por via himeda pro
puesta por Peach y Tracey (1956) y descrita por La Chica et
al. (1965).

Se peéan 0,25 g de la muestra molida, perfectamen-
te seca y se disponen en un matraz Kjendahl. Se agregan 5 ml
de Acido sulflirico concentrado. Una vez calentado 15 minu -
tos y enfriado se le agrega 1,5 ml de agua oxigenada al 30%
exenta de fésforo. Se vuelve a calentar otros 15 minutos vy
se le adiciona agua oxigenada de nuevo que se eliminaré por
_calentamiento. El mineralizado que serid arrastrado con agua
destilada, se transvasa a un matraz aforado de 50 ml. De es
te mineralizado se tomaran alicuotas para determinar los nu

trientes anteriormente indicados.
6.7.2.- Determinacién de Nitrdégeno.

Se utiliza el aparato de Bouat (Bouat y Croucet,
1965) que permite efectuar simulténeamente la destilacién y
la valoracién del amoniaco formado al reaccionar el minera-—
lizado con NaOH. El arrastre del vapor de amoniaco se efec-
tha por corriente de aire que sirve, ademéas para vaciar el
contenido del matraz colector, una vez finalizada la valora
cién de cada muestra, lo cual confiere una notable veloci -

dad al andlisis de grandes series de muestras.

Procedimiento :

Se introduce una alicuota del mineralizado (2-10 ml)
en el matraz Kjendahl del aparato, junto con 25 - 30 ml de
agua. Seguidamente se agregan 3 g de NaOH en lentejas y se
acopla inmediatamente el matraz al aparato, fijdndolo con

una pinza metédlica.
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Una vez disuelto el hidréxido sédico, lo cual se -
favorece por agitacién del matraz, se calienta éste con el
mechero y comienza la destilacién del amoniaco que irda flu-
yendo, ayudado por el vacio producido por la trompa incorpo
rada al aparato, al matraz colector y va siendo neutraliza-
do con el &acido sulfGrico 0,005 N que lleva el indicador
incorporado. Cuando no llega mds amoniaco al matraz .colec
tor se agregan unos tres ml de alcohol al 50 % por la parte
alta del tubo refrigerante: el arrastre del alcohol lleva
consigo el lavado de las Gltimas fracciones del amoniaco con
densado que pueda quedar en el circuito de destilacién y re

quiere, naturalmente, una Gltima neutralizacién.

Se utiliza el indicador Shiro-Tashiro, que se pre-
para disolviendo 0O, 125 g de rojo de metilo y 0,08g de azul
de metileno en 100 ml de alcohol etilico. En 500 ml de Aci-

do sulfGrico 0,005 N se adicionan 4o gotas del indicador.

6.7.3.— Determinacién de F§sforo.

Se basa en la medida colorimétrica del azul de mo.
libdeno obtenido a partir del complejo fosfomolibdico, uti-
lizando amidol y sulfito sédico como reductor, siguiendo 1la
técnica descrita por Capitdn y Martinez (1954 ). Al matraz
de reaccidén se adiciona el Reactivo de Morgan que contribu-.

ye a la estabilidad del color (LaChica et al., 1965).

Procedimiento

En un matraz aforado de 50 ml se adiciona 25 ml de
agua destilada, 2 ml de mineralizado, 5 ml de reactivo Mor-
gan, 5 ml de molibdato aménico y otros 5 ml de solucidén de
amidol, se enrasa con agua destilada y se agita. Después de
horajrmedia.seprdceaé‘a la lectura fotométrica en un espec-

trofotémetro a una longitud de onda de 830 nm.
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Simultédneamente y de forma idéntica, se prepara -

7 . -
una curva patrén con concentraciones conocidas de fosforo .
Con sus lecturas se construye la curva patrén en la que . se

interpolan las lecturas de las muestras problemas.

-Preparacién de reactivos

1.- Reactivo de Morgan : Se disuelven 200 g de ace

tato sédico cristalizado en un litro de agua, se agregan 65
ml de &cido acético glacial y se lleva a un volumen total de

dos litros con agua destilada (pH 4,75 - 4,85).

2e— Solucién de molibgatg agénico : Se disuelven -

25 g de molibdato aménico en 500 ml de agua destilada. i Des
pués se adicionan 500 ml de SO,H, 10N.

3.~ Solucidén de sulfito sédico : Se disuelven 125g

fenol) : En 100 ml de una mezcla de, 30 ml de la solucién de
sulfito sédico y 70 ml de agua, se disuelve 1,5 g de amidol.
A continuacibén se agregan770 ml de la solucién de sulfito -
sbédico y 10 g de &cido tartéarico (como conservador de la SO

lucién). Enrasar a 1 1 con agua destilada.

6.7.4.- Determinacién de Potasio,

Se empleé la técnica de fotometria de llama, par -
tiendo de 10 ml de mineralizado que se pasan a un matrazafo
rado de 25 ml completando con agua. Después de homogeneizar
se realiza la lectura en el fotémetro de llama midiendo a
775 nm o bien utilizando el filtro correspondiente al pota-

sio.
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La lectura de cada muestra se interpola en la cur-
va patrédn construida con las lecturas correspondientes a

unos patrones de concentracién de potasio conocida.
6.7.5.— Determinacién de Calcio y Magnesio

Se ha empleado espectrofotometria de absorcién atd
mica, utilizando la linea 4224 % (ca) y 2852 & (Mg), conlla

ma oxidante aire-acetileno.

El calcio puede formar compuestos dificilmente ato
mizables en la llama, pudiendo estar sujeta su determinaddn
a errores por la formacidén de compuestos refractarios. La
adicidén de lantano, usando una llama de aire acetileno, sub
sana este inconveniente y permite»ﬁna medida exacta del cal

cio (De Waele, 1970).

La determinacién de magnesio por espectrofotome -
tria de absorcidén atdémica, no presenta los problemas de in

terferencias que existen en el caso del calcio y puede de

terminarse directamente en el mineralizado.

Procedimiento :

La determinacidén del magnesio se realiza directa -
mente sobre la solucidén, formada por 5 ml de mineralizado di
luidos en 100 ml de H20. Para la determinacidén de calcio es
preciso mezclar la muestra con la solucidén de lantano al 3%

en la proporcién de 10/1.

Esta solucidén se prepara atacando 35,1 g de La203
con 60 ml de ClH concentrado y calentando suavemente hasta
disolucidén completa. Una vez fria la solucién se lleva all
con HZO'

Las lecturas obtenidas se interpolan en la curva -
patrén construida al efecto a partir de patrones de concen-

tracidn de calcio y magnesio conocida.
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6.7.6.~ Determinacién de Azufre Total.

Se utiliza la mineralizacién por via himeda propues

ta por Bethge (1954) y descrita por LaChica et al. (1965).

La mineralizacién consiste en un ataque a la mues-
tra vegetal cén una mezcla formada por solucién de vanadato
aménico, solucién de dicromato potésico y mezcla oxidante ni
trico perclérica. El ataque,a reflujo,de la muestra se rea-

liza dos veces.

Para la valoracién del azufre total, se usa el mé
todo fotométrico de LaChica (1964) en é1, se realiza la pre
cipitacién del azufre,al estado de sulfato barico,utilizan-~
do un agente tensBactivo, Tween 80, para mantener en suspen
sién dicho precipitado, con vistas a su posterior determina

cién turbidimétrica. La lectura espectro-fotométrica se rea
liza a 430 nm.

Se preparan unos patrones con concentraciones cono
cidas de azufre a partir de cuyas lecturas se confecciona
una curva en la que se interpolan las lecturas de las mues—

tras.

Preparacidén de reactivos

1.- Mezcla oxidante : Se mezcla 80 ml de &cido per

e " s - e G e -

clérico con 200 ml de &cido nftrico.

2.~ Solucién de vanadato aménico : Se disuelve -

3e= Solucidén de dicromato potdsico : Se disuelven

300 g de dicromato potdsico en 100 ml de agua destilada.
“.- Solucién de cloruro bérico - Tween 80 : Disol-

ver 200 ml de Tween 80 en 800 ml de solucidn de cloruro bi-

rico, que se obtiene disolviendo 100 g de cloruro bArico en

1 1 de agua, agitandola enérgicamente.
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6.7.7.- Determinacidn de Azufre en forma de

Sulfatos,

La extraccidén de sulfatos del material vegetal mo-
lido se realiza con Acido acético y carbén activo decolorado.
La decoloracién del carbdén activo se realiza con 4cidd per-
€léri-co- y posteriores lavados,hasta que el filtrado da reac -
cién neutra. El1 filtrado procedente de la extraccién debe ser

claro y transparente.

La valoracién se lleva a cabo por turbidimetria uti
lizando una solucién de cloruro barico-Tween 80. E1l Tween 80
actlla como agente tensoactivo. A 10 ml del filtrado se adi -
cionan 20 ml de una solucidén ClH - sulfato y 10 ml de cloru-
ro barico-Tween 80, se enrasa con acido acético 0,5 N el ma
traz aforado de 50 ml. La lectura fotométrica se realiza
frente un blanco en el que se ha eliminado la adicidén de los
20 ml de la solucién ClH - sulfato, utilizando filtro rojo.

Debe hacerse transcurridos al menos 30 minutos.

De igual forma se preparan una serie de patrones con
concentraciones conocidas de azufre y que se utiliza como

curva patrén.
6..7..8 .- Determinacidén de Nitratos.

Se ha seguido el método descrito por Routchenco
(1967) para la determinacidén de nitratos en jugos vegetales,
adaptado por Aguilar et al. (1980), a la determinacién del
N_NO3- en material vegetal pulverizado y seco. Este se basa,
en la extraccidén acuosa del material vegetal seguido por la
reduccién de nitratos a nitritos en una columna reductora de

zinc-cadmio y posterior determinacidn de éstos mediante el

reactivo de Griess.
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Procedimiento :

Después de pesar 0, 5000 g de material vegetal moli
do e introducirlo en un frasco de 250 ml de capacidad, se
agregan 100 ml de agua destilada y se dispone en un agita -
dor vuelta-vuelta durante 15 minutos. A continuacidn se fil
tra sobre un matraz aforado de 50 ml en el que se han puesto
previamente 10 ml de solucién tampén de pH 9,6 y se enrasa
con el filtrado. Después de homogeneizar se pasa ung alicuo-

ta del filtrado por la columna reductora, recogiendo la so

lucidén en un matraz de 100 ml en el que previamente se ha
bridn puesto 50 ml de la solucidén tampdén de pH 4,8 , conti-
nuando el lavado de la columna con pequeilas porciones de

agua hasta enrasar el matraz. Homogeneizar el contenido.

Para la valoracién de los nitritos se adicionan a
5 ml del filtrado anterior 5 ml de reactivo de Griess, en un
tubo de ensayo provisto de tapén de rosca,agitando a conti-
nuacidén. Luego se llevan los tubos a un bafio a 30°2C durante
15 minutos, transcurridos los cuales, se sacan del bafio y se
dejan en reposo. Se ha de medir la D.0O. del color formado ,
en un espectrofotémetro a 475 nm, dentro del intervalo de -
tiempo comprendido entre los 20 y 60 minutos de haberlo sa
cado del bafio. El valor de la densidad Sptica obtenida, se

interpola en la curva patrén, confeccionada con concentra -

ciones conocidas de N-(NOZ—).

El reactivo de Griess consta de dos soluciones una
lleva Adcido sulfanilico que se disuelve en 4cido acético |,
calentando suavemente., T.a otra solucidn lleva alfa-naftil -
amina y acido acético. El reactivo se prepara en el mo
mento de usarlo , mezclando volUimenes iguales de ambas solu

ciones.
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7.- ELABORACION DE LOS DATOS Y ESTUDIO ESTADISTICO
REALI ZADO

Los datos originales, para cada pardmetro estimado
se han recogido en tablas donde se ordenan por tratamientos
Y repeticiones. En cada tabla se especifica el parametro de
que se trata, unidades en que se expresa y el tipo de Expe-
rimento, siguiendo las mismas pautas detalladas en anterio-
res apartados de Material y Métodos; asi como tratamientos
Y repeticiones de que consta. Para aquellos paradmetros que
se han medido a lo largo del tiempo, también se indica la
determinacidén a que corresponde. Una gran parte de estas ta
blas, en las cuales se incluye el andlisis estadistico rea
lizado, se ha creido oportuno agruparlas en un "addendum"fi
nal. De forma que en el apartado de resultados y discusidn,
se exponen fundamentalmente tablas resumen que incluyen los
valores medios de varios paradmetros muy relacionados o de
un sélo pardmetro determinado a lo largo del tiempo, con 1lo
cual se facilita el estudio y la discusién de los resulta -
dos obtenidos y también se aprecian mejor las tendencias de
dichos parametros, ya sed en funcién del tiempo, de los tra
tamientos o.de 4mbos. En estas tablas, confeccionadas  con
los valores medios de cada tratamiento y cada parametro, se
incluye ademds el % de cada tratamiento respecto al testigo
Y un extracto del andlisis estadistico realizado. Para una
mejor clarificacidén y comparacidén, otros pardmetros se han
recogido en forma de graficos resumen, elaborados con los

valores medios de cada tratamiento.

El andlisis estadistico al que hemos sometido 1los
datos ha sido el andlisis de la varianza utilizando un orde
nador Comodore modelo 3032, equipado con una unidad de dis

COo e impresora.

De acuerdo con el disefio experimental empleado y

que ya ha sido expuesto antes, el andlisis estadistico rea

—_—

lizado ha sido un andlisis de la varianza, de una sola en -
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trada, en el que se ha sacado solo la varianza debida a los
tratamientos incluyendo toda la de més, debida a otras cau

sas, en el error.

También se ha obtenido la tabla de minimas diferen
cias significativas para los niveles de significacién de -~
0,05; 0,01 y 0,001,

: A los datos referentes a la 1iberacién de etilemno
por las raices de alfalfa a lo largo del tiempo asi como -
los referentes a nodulacién, en estas mismas plantas, culti
vo hidropénico en tubos, experimentos A, se les hizo el ané
lisis de la varianza solo en funcidén de las determinaciones
realizadas. Ademds hemos creido oportuno hacer un anédlisis
de diferencias entre medias por la t de Student en funcién
del tiempo de cultivo para facilitar la comparacién entre
algunos puntos. Dado que las determinaciones no coinciden -
en el tiempo, como ya ha sido explicado antes en este capi-

tulo de la presente memoria.

Igual se ha hecho al estudiar la evolucién de 1la
nodulacidén en estos mismos experimentos. En estas tablas se
hace una comparacidn entre tratamientos en diferentes momen
tos del cultivo. Se exponen en forma de triadngulo, e inclu-

yen el valor de la t y el nivel de significacién.

Este andlisis también ha sido aplicado a los datos
de etileno liberado por la raiz, correspondientes a los ex-

perimehtos B yv C en tubos de ensayo.



V. RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de exponer los resultados obtenidos en los -
diferentes experimentos realizados, mediante tablas y gréfl
cas, es oportuno indicar que, al objeto de facilitar la 1lo
calizacidén de las condiciones experimentales e identificar
los tratamientos empleados, los resultados de los experimen
tos van a ser presentados junto con la discusién de los mis
mos, siguiendo el modelo utilizado en el capitulo de Mate -

rial y Métodos. -

1.~ EXPERIMENTOS DE CULTIVOS HIDROPONICOS EN TUBOS DE
ENSAYO.

1;1.- Experimentos Tipo A (Diferentes relaciénes N/S)

En este primer experimento, previo, se puso de ma
nifiesto el efecto que el etileno enddégeno, liberado por las
raices de leguminosas,.ejerce en la nodulacidén. Se emplea -
ron cultivos axénicos en tubos de ensayo y en medio liquido
a través de los cuales se pudo seguir un control detallado,
de toda la etapa critica en la formacidén del nédulo, desde.

la inoculacidén hasta que se estabiliza el ntmero de nédulos.

En la tabla 6 se muestra la evolucidn que sigue el
desprendimiento de etileno por las raices de alfalfa en fun
cién del peso fresco y del tiempo, a lo largo de 32 dias que
duré el periodo de cultivo. Durante este periodo de tiempo, g
se hicieron 9 determinaciones de etileno, a partir del dia |
de la inoculacidén y siguiendo la pauta descrita en Material
Y Métodos. Esta tabla es resumen de una serie de ellas (I a
la IX) comprendidas en el "addendum" de esta Memoria/en ca
da una de ellas va incluido el andlisis estadistico corres
pondiente. Para una mejor comparacidn entre los diferentes
tratamientos, se ha representado gridficamente esta tabla en

la Figura 8., También se ha considerado oportuno realizar un
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analisis diferencial entre los datos obtenidos, de los dife
rentes tratamientos realizados, mediante la "T" de Student,

alp largo del tiempo de cultivo (Tabla 7).

Otros parémetros determinados en cada una de las -
medidas de etileno han sido : a) El peso seco de las rafces
de alfalfa, de.cada uno de los tratamientos realizados en
distintos momentos a lo largo del tiempo del cultivo, que se
expone en las tablas X a la XVIII ambas inclusive del '"ad-
dendum" y en forma resumida en la tabla 8.b) El namero de
nédulos determinados en cada tratamiento durante el perio-
do de cultivo Se exponen en la tabla 9 y de forma grafica
en la figura 10. Los datos anteriores fueron sometidos al
analisis estadlstlco conveniente (T de Student) que se re

coje en la tabla 10.

Se observa que las distintas relaciones N/S en el
medio de cultivo van a influir en la liberacidn de etileno
por las raices, siendo los tratamientos con mé&s dosis de ni
trégeno los que liberan mas etileno, como se pone de mani -

fiesto desde la primera medida antes de la inoculacidn ( Fi
gura 8).

En todos los tratamientos hay una respuesta inme -
diata a la inoculacién, que se podria interpretar como una
reaccién defensiva de 1a planta frente a la bacteria. Es co
nocido que las plantas liberan etileno como respuesta al en
vejecimiento natural (Frenkel ot al., 1968) o artificial
(Abeles, 1973L al tratamiento con productos quimicos noci -
vos (Abeles Y Abeles, 1972) o a la infeccidn Por microorga-
nismos (Pegg, 1976). A este respecto se podria pensar que -
la liberacién de esta hormona/por las raices de alfalfa ino

culadas con R. meliloti,estaria inducida por un stress. Res

puestas similares han sido descritas en otras Plantas y con
otros microorganismos por Toppan et al. (1982) Esta res
puesta es mucho mis intensa en los tratamientos con eleva -
das dosis de nitrégeno en el medio de cultivo como el 1 y 2

con una relacién N/S,por tanto, de 5,0 y 1,60 respectivamente,
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Tabla 6.- Etileno liberado por las rafices de alfalfa inoculadas, en'nlC2H4.
g—l.h_l, en cada una de las determinaciones realizadas durante

el periodo de cultivo. Cada valor es media de 5 repeticiones.

TRATAMIENTOS DETERMINACIONES REALIZADAS
19 2¢ 30 40 50 69 70 8¢ ge
T 7,67 9,52 12,59° 8,78 4,75 3,55 4,52 5,36 5,74

testigo 120 L L7 187 110 71 64 87 216 278

3R

5 X 9,32 12,41 12,88 8,00 4,86 5,11 4,47 2,51 3,41
% testigo 146 152 191 161 2 92 86 101 165
5 % 5,42 6,36 5,70 4,10 3,68 3,68 3,99 2,28 3,05
% testigo 85 77 85 51 55 67 77 92 148
X 4,53 5,15 6,38 5,17 5,15 4,65 3,96 2,35 1,58
4
% testigo 71 63 77 65 72 84 76 95 76
% 5,00 6,05 5,68 4,86 4,84 4,06 3,31 2,22 1,95
S testigo 78 74 84 61 72 73 64 90 95
X 6,39 8,17 8,28 7,96 6,72 5,53 5,18 2,48 2,06
6
testigo 100 100 100 100 100 100 100 100 100
N.P. 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,05 0,872 0,980 0,983 0,846 0,614 0,672 0,747 0,365 0,572
MDS 0,01 1,185 1,333 1,336 1,150 0,835 0,913 1,015 0,497 0,777

0,001 1,587 1,785 1,790 1,540 1,119 1,223 1,360 0,665 1,041




TABLA 7.- Andlisis de diferencias entre medias, procedentes de la tabla anterior, por la T de Student en

funcién del tiempo de cultivo.

DIA 14 DE CULTIVO

DIA 16-17 DE CULTIVO

TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS
t
1 2 3 4 5 6 2 3 4 5 6
; - -0,5005 20,9722 17,082 17,3108 9,7962 1,6335 14,3064 8,0165 10,7520 1,1340
= L2 2] * % LX 2 2 XX =n X 23 * % n *8n =
19,7906 16,3254 16,6384 9,7179 11,9769 6,7082 8,5291 -0,6301
2 L2 23 *un *wE *ua L2 22 L2 2] L2 2 3 -
-4,7279 -3,0893 -13,2788 -5,2116 -6,0834 -14,8079
3 *n - *En (X X 2 *ne LA 2
1,0526 -8,3848 1,0525 -8,1665
4 .| wey = EX X ]
N -8,9482 -10,6824
o - % e LR X ]
DIA 20 DE CULTIVO DIA 22-23 DE CULTIVO
t
1 2 3 4 5 6 2 3 4 5 6
- -0,3716 2,4029 2,4001 4,8312 -0,9492 -6,7082 11,0876 9,4868 13,5601 6,7914
1 - L 3 * L 2 2 = ®ee *ne *es &2 L X
3,9537 3,7790 8,0342 -0,8108 12,5070 11,6848 11,2324 10,4865
? ® % L X *RE —_ Ewn LR = ] L X 2 3 ane
% 0,1141 3,0521 -2,9016 0,6111 0,7308 -1,3502
- - * - -— -
4 2,7004 -2,9039 1,3254 -0,8252
» * - -
: -4,7195% -1,9147
) » e =
0¥, ¥ indican

el nivel de probabilidad P= 0,05, 0,01 y 0,001 respectivamente.
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Fig. 8.-Etileno liberado por las raices de alfalfa inoculadas con R.
meliloti en experimentos tipo A, a lo largo del periodo de

cultivo. Tratamiento:1(A); 2(0); 3(O); 4(A); 5(@) y T(H).
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Fig. 9.- Niveles de etileno acumulado por las rafces de alfalfa a lo lar

go del periodo de cultivo. Tratamiento

5(@) y T(®).

1 (4); 2(0); 3(O); 4(a);
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En estos tratamientcds el etileno liberado por la
raiz inoculada sigue incrementando hasta el dia 6, despues
de la inoculacién, en que se alcanza el madximo valor.En los
tratamientos3, 4 y 5 el pico de etileno, aparece hacia el
te tercer dia después de la inoculacién y, como se puede ob
servar en la figura 8, es bastante menor que para los trata-
mientos anteriores con diferencias altamente signficativas
(P = 0,001). El testigo muestra un comportamiento interme-

dio en cuanto a la liberacidén de etileno.

Los nédulos empiezan a aparecer al sexto dia des
pués de la inoculacidén, dia 14 de cultivo, en todos los tra
tamientos. Como se puede observar en la tabla 9§ en la figu -
ra 10, en los tratamientos que se produce una mayor libera-
cién de etilerno, por la raiz, el proceso de nodulacién re
sulta inhibido respecto de los que producen menos etileno.
En este sentido, los tratamientos 1 y 2 cuya relacién N/S,
es alta, muestran un retraso en la nodulacidén respecto a los
deméds, incluido el testigo, alcanzéndose la estabilizacidn
hacia el dia 30 de cultivo y con un ntmero de nédulos en las

raices de las plantas de alfalfa sensiblemente menor ( P =

= 0,001) que en los otros tratamientos.

La relacién N/S en la solucién nutritiva afecta -
tanto al etileno endbégeno radical como al proceso de nodula
cién. El mayor nimero de nédulos se alcanza con el tratamien
to 5. La estabilizacidén del nUmero de nédulos para este tra
tamie<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>