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INTRODUCCION

1. La importancia del nitrégeno

El nitrégeno es el elemento mineral esencial para el desarrollo de la vida. El
nitrégeno molecular esti presente en altas proporciones en la atmosfera,
aproximadamente 4.10" T, sin embargo, las plantas sélo pueden utilizar la forma
combinada del elemento. Por tanto, el nitrogeno es el elemento mas limitante a la
produccion de los cultivos. El proceso de Haber-Bosch, mediante el cual el nitroégeno
es convertido en amonio, proceso basico en la industria de los fertilizantes nitrogenados
comerciales, requiere un alto cosie energético: se necesita 1.5 Kg de combustible fosil
para cada 1 Kg de fertilizantes producido. Por otra parte, esta transformacion industrial
del dinitrégeno en amoniaco produce diéxido de carbono , lo que es toxico para el
medio ambiente, ademas de contribuir al llamado efecto invernadero. Por otra parte, las
pérdidas de los fertilizantes aplicados es significativa, en este sentido, si la nitrificacién
del suelo y los lixiviados de los nitratos toxicos contaminan las aguas subterraneas, la
desnitrificacion a compuést'os voiatiles como el 6xido nitroso conducen al agotamiento
del ozono.

La fijacion de nitrogeno puede producirse de forma natural, por reacciones
fotoquimicas o mecanismos biologicos. Siendo, la fijacion biologica del nitrogeno la
forma mas eficaz en la produccion del N2, representando el doble de nitrégeno fijado
industrialmente, y un 65% de la cantidad de nitrogeno utilizado en la agricultura.

La fijacion simbiotica del nitrogeno en la agricultura est fundamentalmente confinada a
las especies de legﬁminosas que establecen asociaciones con bacterias que forman
nodulos de los géneros Rhizobivm, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium,
conocidos colectivamente como rhizobia. También, constituye el segundo proceso en
importancia después de la fotosintesis en el crecimiento y desarrollo de la planta. La
gran mayoria de las 17.000 especies de leguminosas descritas, tienen la habilidad de

establecer la fijacion de nitrogeno en simbiosis, pero pocas de éstas tienen un interés
econémico.
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2. Las leguminosas:

La importancia ecénémica, social, ecologica y agricola de las leguminosas es
un hecho ampliamente aceptado, que se cimenta sobre ciertos aspectos que determinan
el interés de estas plantas, su potencialidad para la produccion de proteinas vegetales
para el consumo animal y humano, el efecto benéfico en el medio ambiente al poder
utilizar el nitrogeno atmosférico como alternativa a los fertilizantes quimicos, su
capacidad para colonizar ecosistemas naturales mejorando la fertilidad del suelo y
permitiendo el asentamiento de otras especies vegetales, ya que el x.ﬁtrégeno fijado
quedara finalmente incorporado a la materia organica del suelo. Este aspecto hace que
las leguminosas sean potencialmente importantes en la recuperacion de suelos
marginales como en la lucha contra la desertificacion. Muchos organismos, como la
FAO, han argumentado en favor del desarrollo y potenciacion de las leguminosas como

posibles cultivos sustitutivos de la proteina animal o en la lucha contra la desertizacion.

2.1. El garbanzo.

El garbanzo (Cicer arietinum L)) es la segunda leguminosa grano en
importancia del mundo y la primera en la region mediterranea. Su principal
aprovechamiento se deriva de su utilizacion como alimento humano preparado de muy
diversas formas de acuerdo con las costumbres de cada pais. Su aérea de cultivo
comprende zonas situadas entre los 15° y los 40° de latitud norte, sometidz a muy
diferentes regimenes termo y fotoperiodicos. Actualmente se pueden distinguir cuatro
grandes zonas de pfoduccién. Se cultiva en invierno en la Indi@ Etiopia y Sudamérica y
en primavera en la region mediterranea, siendo en general un cultivo de secano, aunque
se riega en un 10% de la superficie total cultivada. La superficie mundial supera los 10
millones de hectareas, de las cuales mas de 7 millones se concentran en la India. En
Espafia no se llega a las 90.000 ha, con un rendimiento medio de 663 kg/ha, habiendo
sufrido una enorme reduccion en la superficie cultivada en los Gltimos afios. En

principio, el género Cicer se clasifico incluido en la tribu Viciae. Posteriormente, y
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dado que sus caracteristicas eran suficientemente diferenciadas, fue considerado como
por si solo: Cicerae. El género incluye tanto especies anuales como perennes.

En algunos casos las plantas son de tipo arbustivo, aunque rara vez llegan a
alcanzar el metro de altura. Presentan pubescencia en toda la planta, con pelos de tipo
glandular y no glandular. Las raices son fuertes y desarrolladas v, segun la especie de
que se trate, el sistema radicular sera profundo o superficial. Los tallos son ramificados,
flexibles o rectos, erectos o rastreros con el colénquima muy desarrollado y la cuticula
bastante gruesa. Las estipulas son generalmente dentadas y con concrescentes, con el
tallo, resultando muy utiles para su clasificacion taxonémica. La morfologia de la hoja
muestra una gran sensibilidad a las distintas condiciones ambientales. La hoja, en
general, es seudoimparipinnada, con el foliolo terminal situado en posicién subterminal,
es decir, su vena central es oblicua al raquis, dado que el otro foliolo terminal aborts.
Los raquis tienen una longitud entre 3 y 7 cm y llevan de 10 a 15 foliolos insertados en
pequefios pedicelos. Los foliolos son tipicamente dentados, tienen forma de oval a
eliptica presentan una gran variacion incluso dentro de la misma hoja. Las vainas son
pubescentes, puntiagudas e hinchadas, llegando alcanzar hasta los 3 cm de longitud.
Pueden contener de 1 a 10 semillas. En el caso del garbanzo (C. arietinum) se
encuentran genotipos que tienen hasta 3 semillas por vaina. Las semillas tienen formas
que varian entre globulas y biglobular, siendo en algunos casos casi esféricas. Presentan
un pico caracteristico, recto o curvo, que cubre la radicula.

Desde el punto de vista de la mejora, el garbanzo se clasifica en dos grupos
principales: el tipo kabuli (granos de tamafio medio a grande, mas 'O menos
redondeados y arrugados de color claro con forma de cabeza carnero) y el desi (granos
de tamafio pequefio, de formas angulares y de color amarillo o negro). Un tercer tipo
ha sido recientemente identificado, el llamado gulabi o intermedio (gtanos de tamafio
pequefio a medio, lisos y redondos de color claro, muy parecidos a los guisantes). El
garbanzo kabuli es propio de la cuenca Mediterranea, donde llego hace 5.000 a 6.000
afios. Posteriormente en el siglo X VI, los espafioles y portugueses lo introdugeron en

America central y Sudamérica. El desi se extendio hace unos 4.000 afios sobre el
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subcontinente indio, siendo también cultivado en la actualidad en Espafia, Irdn y
Meéxico. El tipo Gulabi tiene muy poca difusion a nivel de agricultores, aunque su
comportamiento parece prometedor. Los cutivares espafioles en su totalidad
pertenecen al tipo kabuli y se utilizan para la alimentacion humana. Entre los cultivares
mas destacados se encuentran Castellano, Mejicano, Blanco Lechoso, Pedrosillano,
Venoso andaluz.

La proteina del garbanzo es considerada como la de mayor valor biologico
entre las leguminosas grano destinadas al consumo humano, los niveles de aminoécidos
azufrados metionina y cisteina son bastantes elevados y, solo para los tipos castellano y
mejicano constituyen los primeros aminoécidos limitantes. El alto contenido en hidratos
de carbono (alrededor de un 60%), con un porcentaje elevado de almidon, mejora la
textura y plasticidad del garbanzo, haciéndola suave y mantecosa. Si comparamos su
composicion en aminoéacidos con los estandar establecidos por la FAO, se observa que
los aminoacidos sulfurados, metionina y cisteina son los limitantes. En el caso del
triptofano, aunque sus niveles parecen satisfactorios, su contenido es muy variable en
los diferentes genotipos. Les siguen en importancia la treonina y la valina al tencr sus
niveles bajos respecto al patron FAO, sobre todo teniendo en cuenta que muchos
cereales son pobres en treonina y esto podria afectar el valor nutritivo de la dieta

cereal- garbanzo.

3. Interraccion Rhizobium —leguminosa.
3.1. Taxonomia del Rhizobium.
3.2. Estructuras superficiales del Rhizobium determinantes en el desarrollo del

no6dulo.
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Las células de rhizobia cuentan con una serie de componentes de superficie

necesarios para el desarrollo del nédulo e importantes en el establecimiento de la
simbiosis. Estos componentes son: polisacaridos extracelulares (EPS), polisacaridos
capsulares (CPS) y lipopolisacaridos (LPS). Los mutantes defectuosos son incapaces
de invadir las células corticales de la raiz de Ja planta huesped de una manera normal e
iniciar el cordén de infeccion ya que aborta antes de la invasion de las células corticales
(Leigh y Walker, 1994).
a) Exoplisacaridos: Generalmente, las especies del género Rhizobium producen
exopolisacridos (EPS) que son importantes en el desarrollo de los nédulos fijadores de
nitrégeno (Long, 1989). Sin embargo, Chen ef al. (1996) demostraron que cepas
mutantes Exo’ que nodulan Astragalus indujeron nédulos fijadores de nitrgeno
nermales, en comparacion a cepa silvestre. Stacey e al. (1991) sefialan que tanto los
EPS como los lipopolisacaridos (LPS) tienen diferentes funciones en la formacion de
nédulos determinados e indeterminados. Sin embargo, Lopez-Lara et al (1993)
sugieren que los EPS solo son requeridos por los nédulos indeterminados y no por los
determinados. Putnoki et él. (1990) sefialan que ambos polisacaridos (EPS y LES)
juegan el mismo papel en la interaccién planta-bacteria.

Las posibles funciones del EPS son: proteccion frente a posibles reacciones de
defensa de la planta; formar parte de la matriz del canal de infeccién y actuar como
transportadores de enzimas extracelulares; o actuar como sefial para inducir una
respuesta de la planta, en algun estadio critico del desarrollo del nédulo.

b) Lipopolisacéridos: Los lipopolisacaridos son compuestos quimicos fundamentales
de la membrana externa de las bacterias gram negativas (Yokota, 1996). Russa e al.
(1995) caracterizaron diferentes cepas de Rhizobium mediante el estudio de los
lipopolisacaridos. Los LPS censtan de dos partes diferenciadas, el lipido A y el
polisacarido que a su vez presenta dos partes, polisacarido central y polisacarido lateral
o también denominado antigeno-O. El lipido A es la parte hidrofobica de la molecula
que ancla el LPS a la membrana externa, mientras que la parte polisacaridica se

proyecta hacia el exterior de la célula.
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Los LPS mutantes que han perdido el antigeno O son simbioticamente
defectuosos lo que implica que la integridad de los LPS es esencial para la
simbiosis. Ademas se ha visto, utilizando anticuerpos monoclonales, que la
estructura del LPS dafiada cambia durante la simbiosis (Carlson y Krishnaiah,
1992). El polisacarido lateral presenta unidades repetitivas de oligosacaridos de 3 a
5 unidades cada una, que son variables segun la especie y el serogrupo. La pérdida
del antigeno-O provoca una alteracién de la carga de superficie que altera el
caracter hidrofobico de las bacterias gram negativas (Palomar e al. 1995,
Making y Beveridge 1996).

Cuando los LPS de Rhizobium leguminosarum se analizan mediante
electroforesis de SDS-PAGE, aparecen dos bandas, una que migra lentamente y se
denomina LPS 1 que corresponde a la molécula de LPS completa, y una segunda
banda de migracion més rapida, llamada LPS 2 que corresponde a’la molécula de
LPS que carece de antigeno-O (Carlson ef al., 1987). Las mutantes con sus LPS
severamente alterados, pierden su capacidad de infeccion (Perotto ef al., 1994).
Incluso se ha descrito que cuando estas mutantes forman nédulos, las células
vegetales presentan una gran desorganizacion citoplasmica que provoca su
envejecimiento prematuro. Los exudados de Phaseolus vulgaris pueden provocar
cambios en los LPS de R.etli CFN42 (Noel et al., 1996), los cuales pueden ser
importantes en la capacidad de infeccion en la planta. En otros casos se ha descrito
que ciertas mutantes en LPS pueden establecer simbiosis efectivas, aunque existe
- un retraso en la nodulacion ( Putnoky er al, 1990). Algunas condiciones de
crecimiento como bajo pH, limitaciones en O, o fdsfato, stress térmico o salino
(Zahran et al., 1996) induce alteraciones en los LPS.

Las funciones de los LPS en la infeccion simbidtica son desconocidas. Sin
embargo, pueden estar involucradas en la regulacion de la respuesta defensiva de la
planta huesped, invasion de las células (endocitosis) y/o son requeridos en los

intercambios de metabolitos entre la planta huesped y la bacteria.
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3.3. Funcionamiento del nédulo.
3.3.1. Establecimiento de la simbiosis.

El establecimiento de nddulos radicales fijadores de N2 en la simbiosis
Rhizobium-leguminosa es una interraccion compleja y con multiples pasos entre la
bacteria y la planta hospedadora especifica. El primer acontecimiento que inicia
esta interraccion planta-microbio consiste en un intercambio de sefiales entre
ambas simbiontes que condicionan el proceso de recono- cimiento. En este proceso
la planta segrega flavonoides y isoflavonoides que activan especificamente a la
proteina nod D, un activador de los llamados genes de nodulacién bacterianos nod
nol, responsables de la sintesis de las moléculas sefiales ¢ factores de nodulacion
identificados como lipoquitinolicacaridos (LCO).

La infeccion del pelo radicular curvado esta caracterizada por la formacion
y desarrollo del cordén de infeccion, donde la bacteria se multiplica y crece para
iniciar simultaneamente el meristemo nodular en el interior de la corteza radical
(Hirsch, 1992). Existe una diversidad en los mecanismos de infeccion y en la
anatomia de los nédulos y estos caracteres son controlados por la planta, lo que
indica que la funcién de la bacteria seria activar el programa genético de la planta

por medio de sefiales.

3.3.2. Tipos de nédulos.

Los nodulos radicales son estructuras altamente organizadas que pueden
mostrar importantes diferencias en cuanto al desarroilo, la forma, su anatomia, la
organizacion histologica vy fisiologia. En base a estas diferencias, se pueden
observar dos tipos de nddulos: los nodulos indeterminados y determinados.

En los nédulos indeterminados, el meristemo nodular es la parte mas distal
del nédulo y las células de esta region se dividen constantemente pero no son
infectadas. La actividad persistente del meristemo asegura el alargamiento del
nddulo (Vance et al., 1990). En estos nddulos, el crecimiento y funcionamiento se

producen simultaneamente. Esto hace posible que en una seccién longitudinal de
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este tipo de nédulo, se puedan observar todas las fases de la formacidn del nédulo
y de la diferenciacion del bacteroide. Los nédulos indeterminados transportan el
nitrégeno fijado en forma de amida, y son tipicos de leguminosas de clima
templado como el guisante, el garbanzo, la alfalfa, y trébol entre otras.

Los nédulos de tipo determinado carecen de un meristemo indeterminado,
quedando la actividad meristematica restringida a un periédo corto. Todo ello da
lugar a noédulos esféricos, tipicos de leguminosas tropicales como soja, y judia. El
tejido central contiene células infectadas y no infectadas, encontrandose todas en el
mismo estado de desarrollo. Las células no infectadas estan especializadas en la
asimilacion y transporte de ureidos procedente del nitrogeno fijado (Newcomb y
Tandom, 1981).

3.3.3 La nitrogenasa.

Cada uno de los participantes de la simbiosis constituye para el otro una
fuente de un elemento clave de su metabolismo: el nitrégeno molécular reducido
por los bacteroides, es recuperado y asimilado por la planta huesped. En contra
partida, ésta alimenta los bacteroides en sustratos carbonados, fotosintetisados por
las hojas y transportado por el floema hasta los nédulos. El nédulo es un 6rgano
complejo que se forme para reunir condiciones muy particulares para el
funcionamiento de la nitrogenasa.

La nitrogenasa es un complejo enzimatico con dos componentes: la
dinitrogenasa reductasa, se trata de una ferroproteina dimérica de unos 65 Kd, y la
dinitrogenasa que es una proteina tetramérica de 200 a 270 Kd segun los
microorganismos, y contiene generalmente hierro y molibdeno. La nitrogenasa de
algunos fijadores de nitrogeno, como Azotobacter puede funcionar sin molibdeno,
este metal puede ser remplazado por el vanadio (Bishop ef al., 1990). En Klebsiela
pneumonieae, modelo de referencia para la organizacion de genes de la fijacion, la
sintesis de la nitrogenasa requiere la expresion de 20 genes adjacent llamados nif,

agrupados en una regioén de 25 Kb. Tres de estos genes (nif A, B y C) codan para
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los precursores polipeptidicos de los dos componentes de la nitrogenasa. 14 de
estos genes son comunes a los fijadores en vida libre, y al Rhizobium que presenta
otros genes indispensables a la fijacion de nitrogeno, los genes Jix (Merrck, 1992).
En el Rhizobium, la sintesis de la enzima esta reprimida por el oxigeno que actua
sobre la pareja de genes llamada fix LJ que controla la transcripcion de genes nif
seglin un mecanismo en cadena desbloqueado a baja presion de oxigeno (Fischer et
al., 1992).

El nitrégeno molecular se fija a nivel de los cofactores con hierro y molibdeno
de la dinitrogenasa (Rees ef al, 1992) donde es reducido por desprotonaciones
sucesivas. La produccién de una molécula de amoniaco se hace siempre con un
despredimiento de al mencs una molecula de hidrégeno. La proporcion de hidrogeno
producido por molecula de nitrgeno reducido es inversamente proporcional al flujo
de electrones que alimenta el sitio activo de la dinitrogenasa. La velocidad de este flujo

depende de la disponobilidad en poder reductor y en ATP, como en Mg

3.4.1. Membrana peribacteroidal.

Recibe el nombre de membrana peribacteroidal aquella originada por
endocitosis de la membrana de la célula vegetal hospedadora y que se encuentra
posicionada en la interfase rodeando al microsimbionte, es decir el bacteroide.
Dependiendo de la naturaleza de la simbiosis, la membrana debe actuar como
mediador del mutuo intercambio de nutrientes 0 como una barrera pasiva (Day y
Udvardi,, 1992). Esta membraba es de principal importancia para el
establecimiento de la simbioéis pero se conoce poco sobre su estructura y origeri, '
transporte y propiedades enzimaticas. Hay claras indicaciones de que la MPB tiene
distinta estructura y funcion en cada estadio de desarrollo (Lynne et al, 1997 ). El
desarrollo de la membrana peribacteroidal puede ser dividida en tres fases: El
origen: Se asume que la MPB deriva de la misma que forma el canal de infeccion
(MCI). Esta es fisicamente continua con la membrana plamatica, lo cual parece

indicar que la MPB inicial y la membrana plasmatica son idénticas (Verma ef al,
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1978 Rothy Stacy, 1989),

El proceso de biogénesis se realiza de la misma forma que en el plasmalema
y/o del tonoplasto, mediante procesos de endocitosis con vesiculas procedentes del
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi (Hoblein et al, 1994). En estudio de
criofacturacién de membranas se ha revelado una fuerte similitud entre las
particulas de superficie de ambos tipos de membrana (Tu er al, 1975). Con
anticuerpos han mostrado similitud en los epitopos presentes en la MPB y el
plasmalema (Perotto ef al, 1991, 1995). La Proliferacién: y/o adecuamiento suele
ir acompafiado de la divisién bacteroidal en el caso de leguminosas de origen
tropical como soja y judia. El microsimbionte puede contribuir a la proliferacién de
la MPB bien suministrando proteinas para su formacién o bien secretando sefiales
que dirigen el flujo MPB (Pal et al, 1996). Segin Verma ‘(1995) esta sefiales
podrian tratarse de isoformas especificas de proteinas. Se sabe que a través de los
factores NOD se pueden formar noédulos en ausencia de bacteroides (Verma,,
1992), sin embargo estos factores 1o participan en el proceso de proliferacion de
la PBM sino otro grupo de seiiales que desencadenarian la endocitosis que conlleva
el enclaustramiento de Ia bacteria. Esas sefiales se denominan factores EDO
(factores de endocitosis) y reconocen la membrana vacuolar y/o plasmalema. -

Roth y Stacey (1989) estiman que la proliferacion de la MPE es siete veces
superior a la del plasmalema de la célula infectada. El papel de la MPB durante
esta fase es, presumiblemente, mediar el transporte de nutrientes para la divisién
~ de la bacteria. Estas bacterias son totalmente diferentes de la forma diferenciada y
sus necesidades nutricionales son completamente diferentes. Consecuentemente
cabe esperar que la permeabilidad de la MPB sea diferente a la que presenta en su

estado de madurez.

La composicién de la PBM en su estado dc madurez viene determinads

por la funcionalidad del bacteroide. Su localizacion como interfase entre la planta y

el microorganismo favorece el control de intercambios nutricionales entre ambos

simbiontes. El contenido de lipidos, esteroles y fosfolipidos determinados por

12



‘ ‘ 1 0000000
00000000000000000000000000000000000000000

|

Introduccion

Cooke (1996) la asemeja mas a una endomembrana, como el reticulo
endoplasmatico, que al plasmalema. También se ha comprobado que el perfil de
proteinas es distinto al de las otras membranas celulares (Mellor y Werner., 1986)
habiéndose identificado algunas proteinas glucosiladas (Perotto et al, 1991) por la
funcién o por via genética. La mayoria de las proteinas de la MPB son sintetizadas
por la planta (Verma et al, 1978), sin embargo, los lipopolisacaridos de la MPB
son sintetizados por el bacteroide (Brewin et al, 1995). La reaccion cruzada que se
establece entre anticuerpos de Rhizobium leguminosarum (Berwin et al, 1995) y la
MPB de nédulos de guisante puede ser debida a la asociacion entre los
polisacaridos de la membrana externa del bacteroide (MEB) y las glucoproteinas
de la MPB (Bradley et al, 1986). La funcién de esta membrana durante esta fase es

compartimentalizar la bacteria y mediar el intercambio de nutrientes entre ambos
simbiontes. /

3.4.2. Transportadores de la membrana peribacteroidal.
Los principales nutrientes intercambiados entre Ia planta y la bacteria, es el
nitrégeno fijado por parte de la bacteria y suplemento de carbono reducido por

parte de la planta. Los azicares como glucosa, fructosa y sacarosa no sirven como

fuente directa para el bacteroide puesto que la MPB es impermeable a estos

compuesios y carecen de invertasa alcalina (Reibach y Streeter., 1981). Ademas
los niveles de enzimas oxidativos de la glucoiisis y del ciclo de las pentosas fosfato
son muy bajos (Copeland., 1989). Hay sélo una excepcion en Phaseolus vulgaris.
Herrada ez al. ( 1989) demostraron que Ia glucosa estimula la actividad nitrogenasa
en bacteroides aislados de judia.

Esta estimulacién/inhibicién de] transporte de malato coincide con la
fosforila-cién/defosforilacion de algunas proteinas de la MPB, y en concreto la
nodulina 26 (Ou Yang et al, 1991). La MPB contiene una proteina-kinasa
dependiente de calcio (Verma 1992), insensible a la calmodulina y estimulada por

la presencia de fosfolipidos (Mtao ef al, 1992) cuyo papel parece ser regular el
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intercambio de metabolitos a través de la membrana

Transportador de amonio a través de la PBM: El amonio producido por la
nitrogenasa atraviesa la MPB por difusion pasiva a favor de un gradiente de
concentracion. Alin asi se requiere un transportador especifico para el rapido
movimiento de este idn. Estudios iniciales, usando como analogo el amonio, el
metilamonio, sirvieron para encontrar evidencias de la existencia de este
transportador (Udvardi y Day, 1990). Mas recientemente el movimiento de amonio
en simbiosomas aislados ha sido reinvestigado usando la técnica de " patch clamp “
habiéndose identificado un canal de cationes monovalentes capaz de transportar el
amonio a través de la MPB ( Tyerman et al,1995).

Los simbiosomas aislados de diversos tipos de leguminosas,bueden captar
una gran variedad de sustratos carbonados reducidos y sin excepcion son capaces
de acumular dicarboxilatos y con alta afinidad. Por este motivo no fue ninguna
sorpresa que el transportador de dicarboxilatos fuese encontrado en la MPB
(Udvardi et al, 1988 Herrada, 1989). La absorcion de acidos dicarboxilicos al
interior del bacteroide se puede llevar a cabo por un doble sistema, uro a favor de
la elevada concentracién de estos metabolitos en el citosol nodular y otro activo
mediate una proteina transportadora. En el transporte pasivo, el malato es
conducido dentro del simbiosoma por un potencial eléctrico a través de la MPB y
subsecuentemente metabolizado enlos bacteroides (Udvardi et al, 1991). El
sistema de transporte activo para los acidos dicarboxilicos se localiza en la
membrana interna dei bacteroide. Es constitutivo e idéntico para el malato,
succinato y fumarato (Banliste et al, 1985) ya que esta formado por una unica
permeasa codificada por el gen Dct A (San Francisco y Jacobson.,1985). Este
sistema Dct esta codificado por el gen dct A (Udvardi, 1988). El sistema Dct

emplea tres genes, dct A, dct B y dct C. El gen dct A codifica al transportador que
es una proteina de membrana. El producto de los otros dos genes, dct B y dct C
forman un sistema regulador con dos componentes que dirigen la disponibilidad de

carbohidratos e interaccionan con el factor Ntr A que regula la transcripcion de dct
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A (Ferduy, 1994).

4. Salinidad.

Un factor limitante importante en el desarrollo vegetal dentro del estrés
abidtico o ambiental, lo constituye la salinidad (Boyer, 1982). La salinidad de los
suelos es un importante problema de la agricultura, especialmente, en las areas mas
productivas del mundo, sin embargo, la existencia de plantas halofitas que toleran
concentraciones superiores a 0.5 M de NaCl (Flowers et al., 1988) justifica que no
hay incompatibilidad absoluta entre planta y sal, y por tanto hay un potencial
geneético que permite iolerar la salinidad. Este potencial genético no esta presente
en cultivos de plantas glicofitas, siendo interesante la identificacién y seleccion de
genotipos tolerantes, para posteriormente obtener los marcadores que confieren la
tolerancia que contribuira a producir cultivos més resistentes, son necesarios en un
programa de mejora. Por tanto, la alternativa razonable a los altos costes
econdmicos de la ingenieria tecnologica es el desarrollo de cultivos tolerantes a la
sal.

Definir Ia tolerancia a Ia sai es dificil, por la naturaleza compleja del estrés salino y por
el amplio rango de respuesta de la planta. Una definicién extensa seria, que la tolerancia
a la salinidad es un rasgo niultige’nico qQue permite a las plantas crecer y mantener su
produccién econdmica en presencia de niveles de sal, en particular el cloruro de sodio,

no fisiolégicos y relativamente constantes (Hurkman, 1992).

4.1, Salinidad en Rhizobium en vida libre.
4.1.1. Crecimiento y fisiologia.

La tolerancia a la salinidad de diferentes especies de Rhizobium y
Bradyrhizobium es amplia. En efecto, la literatura muestra que el limite de tolerancia en
rhizobia varia de 0.09 a 0.34 M NaCl (Rai et al., 1985) aunque, se ha descrito cepas
que toleran hasta 0.65 M NaCl. Asi, en algunas el crecimiento se inhibe con 100 mM

de NaCl (Zhang et of, 1991), aunque el crecimiento a concentraciones salinas
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superiores a 300 mM ha sido descrito en cepas de R. meliloti (Yelton et al., 1983;
Breedveld ef al., 1991), de R tropici ( Graham, 1992; Zuniga, 1997), y en cepas que
infectan alfalfa, Acacia, Prosopsis, y Leucaena que toleran hasta 500 mM de NaCl
(Zhang et al., 1991). Observaciones similares han sido obtenidos en Mesorhizobium sp.
que infecta Cicer arietinum cuando sales de potasio, calcio o de magnesio son
adicionadas al medio de crécimiento. También se observo que la proporcion de cepas
sensibles a la salinidad entre los miembros del género Bradyrhizobium, de crecimiento
lento, es superior a los del género Rhizobium de crecimiento rapido (Elsheikh y Wood,
1990).

Respecto a la influencia que los distintos tipos de sales ejercen sobre el
crecimiento del Rhizobium se sefiala que, el acetato de sodio es mas nocivo que el KCl
y NaCl (Botsford, 1984) y el NaCl es més benigno que el CaCl,. El efecto de la sal esta
relacionado a la especificidad del i6n. Los sales de cloruro son mas toxicos que los
sulfatos de sodio, potasio, y magnesio (Elsheikh y Wood, 1990). El i6n Mg inhibe el
crecimiento a concentraciones mas bajas que el i6n sodio o potasio (Elsheikh y Wood,
1990). El efecto adversc de las sales ha sido atribuido a la inhibicién de la actividad de
enzimas especificas por iones minerales especificos (Greenway y Munns, 1980).

La salinidad induce cambios morfologicos y ultraestructurales en la célula
bacteriana. Un examen por microscopia revela modificaciones en la estructiira del
rhizobia. Las células se ven espesas, dilatadas, curvadas, en forma de espirales y
alargadas formando una estructura filamentosa (Zahran et al, 1992). En la
deformacion de células de R meliloti por el estrés osmético descrita por Busse y
Bottomley (1989), también se'aprecia que las células se dilatan y aparentan una forma
irregular. Esta elongacion anormal de rhizobia como la disposicion en cadena como, en
otras bacterias, E. coli por ejemplo (Meury y Kohiyama, 1991) se explica en base a la
inhibicion de la division celular por el estrés salino.

La estructura interna de las celulas de rhizobia también se ve gravemente
dafiada por e} estrés salino. Un rasgo de tal desorganizacion es la separaciéon del

contenido celular en zonas claras y otras oscuras (Zahran et al, 1997). Similar
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disrupcion del citoplasma ha sido descrito por Mendonga ef al. (1994) en células de
E.coli y Salmonella enteriditis cuando el medio de cultivo es altamente alcalino. Estos
autores atribuyen la division del citoplasma en zonas claras y oscuras a la difusion de
nucleolos, que coresponden a filamentos de DNA, a través del citoplasma y/o ala
precipitacion del material celular y macromoléculas. La alta osmolaridad del medio
disminuye la frecuencia de replicacién del DNA (Meury y Kohijama, 1991). También el
DNA se ha visto estar separado como fase liquida del resto del citoplasma en
condiciones altamente alcalina (Mendonga et al., 1994).

4.1.2. Mecanismos de osmoregulacién,

Muchas células vivas responden a los cambios extracelulares, ajustando su
osmolaridad citopldsmica regulando el nivel citoplasmico de solutos particulares. Los
mecanismos osmoreguladores, mejor caracterizados estan relacionados con la
regulacion de estos solutos.‘controlando su biosintesis, su catabolismo, su absorcién o
flujo. La acumulacion de estos solutos depende de la severidad del estrés, de la fase de
crecimiento de las células, de la fuente de carbono y de la presencia o ausencia de
osmolitos en el medio de crecimiento (Smith et al., 1994.) Los osmoprotectores son
solutos exodgenos que estimulan el crecimiento bacteriano en medios con alta
osmolaridad. Muchos son transportados dentro del citoplasma donde actuan como tal,
0 son convertidos como solutos compatibles, estos tiltimos son osmolitos que tienen la
facultad de variar sus niveles en un rango amplio, hasta concentraciones molares, sin
desorganizar las funciones celulares. A

La osmoregulacion puede llevarse a cabo por corhpuestos que 4pueden servir de
osmoprotectores, de solutos compatibles y/o como fuente de carbono o nitrogeno
dependiendo del microorganismo (Miller y Wood, 1996). En este sentido, en R
meliloti, 1a prolina puede servir como fuente de nitrogeno y no tiene ninguna funcién
osmoprotectante ni como soluto compatible (Gonzalez-Gonzalez et al., 1990; Fujihara
y Yoneyama, 1993; Smith ef al., 1994). En contraste, la prolina puede ejercer las tres

funciones en Azospirillum brasilense (Madkour et al., 1990; Hartmann et al., 1991)
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como en E. coli (Csonka y .Hanson, 1991). La prolina betaina como la ectoina no han
sido descritas en A. brasilense (Madkour ef al., 1990). A la ectoina, se le corresponde
una funcién osmoprotectante en R.leguminosarum, Rhizobium sp. y B. japonicum
(Talibart et al,, 1995). En E. coli, la prolina betaina es un soluto osmoprotector
(Haardt et al., 1995). La glicina betaina en este microorganismo es un osmoprotector
como un soluto compatible (Lucht y Bremer, 1994), en R. meliloti ademas, es un
fuente constitutiva de nitrogeno ((Le Rudulier et al., 1991).

Un aporte exdgeno de trehalosa estimula la acumulacion de ésta en cultivos
adicionados de NaCl (Smith ez al., 1994). Sin embargo no se ha descrito el efecto de la
trehalosa exdgena en el indice de crecimiento (Miller y Wood, 1996). En lo que se
refiere al posible papel de la trehalosa como soluto compatible en 4. brasilense hay un
conflicto en la literatura: si Madkour ef al. (1990) observaron que en bacterias
diazotroficas la trehalosa puede actuar como soluto compatible las observaciones de
Hartmann et al. (1991), al contrario, no le asignan tal funcién. En R. meliloti (Botsford
y Lewis, 1990; Gonzalez-Gonzalez ef al., 1990) como en A4. brasilense, el glutamato
puede acumularse en grandes cantidades sin dafiar la célula, por otra parte puede
constituir una fuente de nitrogeno para los mismos.

Pocos mecanismos osmoreguladores presentes en rhizobacterias han sido
ampliamente definidos. La regulacién osmoética en Rhizobium en vida libre ha sido
estudiada fundamentalmente y particularmente en la especie R. meliloti. La mayoria de
los organismos gram negativos responden al estrés salino incrementando la
concentracion intracelular del potasio (Yap y Lim, 1983; Fujihara y Yoneyama, 1993).
El potasio juega un papel especial, como primera respuesta al aumento de la
osmolaridad del medio (Bostfor y Lewis, 1990; Miller y Wood, 1996), es el anico
soluto inorganico implicado en la osmoregulacion hasta ahora, y actua como un
osmoregulador putativo. Esta estimulacion del potasio interno a menudo favorece el
“pool” de aminoacidos intracelular para mantener la neutralidad eléctrica (Yap y Lim,
1983).

Ademas, de la acumulacion del K; Yap y Lim (1983) observaron que en
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Rhizobium sp. bajo condiciones de salinidad, el acido glutimico es el aminoacido
mayoritario representando el 56% del total del pool de aminoacidos. Resultados
similares han sido obtenidos en Rhizobium sp. WR1001 donde el glutamato aproxima
niveles del 88% del contenido total de aminoacidos cuando las celulas son sometidas a
0.5 M NaCl (Hua et al., 1982). Esta correlaciéon entre acumulacion de glutamato y
incremento de potasio tiene como objetivo mantener la neutralidad eléctrica (Yap y
Lim, 1983).

La produccion intracelular del glutamato, en condiciones de estrés salino o
osmético en Rhizobium, esta bien documentada. La exposicion de rhizobios que
infectan Prosopis y Medicago a la sal desencadena una acumulacion del glutamato
(Botsford y Lewis, 1990).También la sobre producciéon de glutamato en la cepa
WRI1001 de Rhizobium sp. tolerante a la salinidlad (Hua y al., 1982), como en
recombinantes de USDA110 que contienen DNA de una cepa de R.fredii tolerante a la
salinidad (Yang y Li, 1989) ha sido descrita, cuando las células crecen a elevada
osmolaridad. aunque, esta sobre expresion en la biosintesis del acido glutamico es
sorprendente Botsford y Lewis (1990) insisten que este exceso de produccion solo
representa el 10% de la capacidad celular. Pequefios cambios en la actividad especifica
de las enzimas de la sintesis del glutamato pueden desencadenar la acumulacion del
glutamato. Las enzimas involucradas en la produccion del glutamato son, la glutamato
sintasa (transaminasa), la glutamato deshidrogenasa (desaminasa), glutamina sintetasa.
Las investigaciones, proponen que la via GS/GOGAT es importante para la sintesis del
glutamato durante ef estrés salino. En este sentido, Yap y Lim (1983), demostraron que
los niveles de GS y GOGAT de extractos crudos de Rhizobium sp. UMKL20 se
multiplicaron por 7 y 10 respectivamente. En contraste, el efecto limitado de la
salinidad sobre las enzimas del ciclo GS/GOGAT en R. Meliloti han sido descritos por
Gonzalez-Gonzalez et al. (1990).

Los experimentos de inhibicion de la GOGAT por inhibidores como la
azaserina (Botsford y Lewis, 1990) sugieren que el glutamato puede sintetizarse por

transaminacion del 2 cetoglutarato utilizando nitrogeno asimilado de otros
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aminoacidos. En R meliloti, Gonzalez-Gonzélez et al. (1990), observaron que la

aminotransferasa mas activa es el acido 2-oxiglutarato aminotransferasa.

4.2, Salinidad en plantas.

El efecto adverso de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas se debe a la
combinacion de dos componentes de este estrés: el estrés hidrico o presion osmotica y
la toxicidad i6nica relacionada con una %xcesiva absorcion de sodio y/o cloro que
desencadenarfa un desequilibrio nutricional iénico de la planta. Estos efectos conllevan
un rango de respuestas que van desde la disminucion del contenido de agua, inhibicion
de determinadas funciones enziméticas, hasta la disminucion de la fotosintesis. La
consecuencia de todos estos efectos es la reduccion del crecimiento, que en casos
extremos puede llevar a la muerte de la planta.

La respuesta de las plantas a la salinidad depende del tipo de planta, de la
especie, del grado de estrés, y del estado de crecimiento (Waisel et al., 1991). En Cicer
arietinum el proceso de germinacion es menos sensible a la salinidad (Sharma ef al.,
1992), y esta expresion de resistencia no puede correlacionarse con la tolerancia en el
periodo vegetativo (Waisel et al., 1991). En cambio, el estado vegetativo se afecta més
adversamente por la sal que el estado reproductor, y la floracion es mas sensible que el
proceso de maduracion (Dua, 1992). Las plantas glicofitas, como las leguminosas,
reducen rapidamente su crecimiento bajo condiciones salinas, afectandose mas la parte
aérea que la raiz; aumentando la relacién raiz/parte aérea, en garbanzo (Elsheikh y
Wood, 1990), en haba (Cordovilla ez al., 1994), y en judia (Delgado ez al.,, 1992). En
tomate la limitacion del crecimiento se ha relacionado con la menor capacidad de la raiz
en extraer el agua del suelo y su habilidad de transportar ésta a la parte aérea (Alarcon
et al., 1993, 1994). La cantidad de agua que se mueve de la raiz a la parte aérea como
su velocidad determinan el contenido y ia concentracion de la substancias que liegan a
la parte aérea (Mark Hart y smil, 1990). Asi, el crecimiento de la parte aérea estaria
regulado por el estado hidrico de la raiz. Hay evidencias que sugieren que, a parte de

las sefiales hidricas que comunique el estatus hidrico del suelo con la parte aérea,

20

0000000000000 000000000000000CCG0CKBOCGFCPOCGOOGOIOGFOOOONOKOGONOONOT



Introduccion

podrian darse sefiales de naturaleza quimica. Se discute la posible mediacion de
hormonas vegetales como el 4cido abcisico, inducidas por el efecto osmético (Kefu et
al., 1991; Davies y Zhang, 1991). Sin embargo, en plantas de tomate, la disminucién
del contenido en agua com la inhibicién del crecimiento foliar, han sido atribuidas a la
reduccioén de la conductividad hidrica en la raiz causada por el estrés salino (Rodriguez
et al., 1997).

En contraste, Cramer y Browman (1991) han observado una reduccion en el
crecimiento de la hoja de maiz independientemente de la raiz. Este efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de la parte aérea ha sido atribuido por algunos autores a la
reduccion de fotosasimilados, a traves de la inhibicion de la fotosintesis (Sing ef al.,
1990).

En Phaseolus vulgaris, la inhibicién de la fotosintesis por la salinidad, parece
relacionada en parte, con el cierre estomatico que limita el dioxido de carbono
disponible a nivel de las. células del mesofilo (Brugnoli y Leuteri, 1991), de las
alteraciones directas de los procesos fotoquimicos, de las reacciones enzimaticas del
ciclo de Calvin o por la acumulacién de iones Na y Cl (Bethke y Drew, 1992). A mas

largo plazo, se produce una desorganizacion de la estructura del cloroplasto (Shannon
etal, 1994).

4.2. Salinidad en simbiosis.

Las leguminosas son cultivos sensibles a las condiciones salinas (Maas y
Hoffman, 1977). En particular, el garbanzo muestra una alta sensibilidad (Lauter y
Munns, 1986; Elsheikh y Wood, 1990) a este estrés. |

4.2.1. Efecto de la salinidad en la simbiosis.

La salinidad afecta el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa. El
ambiente osmotico dentro de la rhizosfera puede afectar la colonizacion radical, el
desarrollo del cordon de infeccion, el desarrollo del nédulo, y a la actividad funcional

del nédulo. LLas condiciones ambientales dentro del hilo de infeccion son desconocidas.
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Sin embargo, se ha sugerido que la presion de turgencia en esta estructura es elevada
para favorecer el crecimiento hacia €l interior de la corteza radical Nagpal et al. (1992).
Los bacteroides una vez liberados en las células radicales de la corteza, experimentan
probablemente la alta osmolaridad. Numerosas investigaciones han estudiado el efecto
del estrés salino sobre la colonizacidn radical por varios Rhizobium y posteriormente el
desarrollo del nodulo. Estos estudios han revelado que el estrés salino provoca una
alteracion en la estructura del pelo radicular Tu, (1981), Zahran y Sprent, (1986),
inhibicion de los puntos de union de rhizobios a los pelos radiculares, (Zahran y Sprent,
1986), disminucion en el nimero de nodulos Craig ef al. (1991), disminucion del
tamafio del nddulo, (Hafeez et al., 1988; Craig ef al., 1991). Ademas, la asimilacion de
N2 fijado por peso de nodulo decac con el estrés salino (Delgado et al,

1993;Cordovilla et al., 1996).

4.2.2. Osmoregulacion en la simbiosis.

La concentracion de la prolina libre se incrementa ocho veces en
bacteroides de R. meliloti aislados de nédulos radicales ds alfalfa bajo estrés salino
(Fougére et al., 1991). De manera similar Kohl ef al. (1991) describen un
incremento en la concentracion de la prolina de cuatro veces en bacteroides
aislados de nddulos de B. japonicum aislados de ndduios radicales de soja en
condiciones de sequia. Sin embargo la concentracion de la prolina dentro del
citosol bacteroidal no parece contribuir sustancialmente a la presion osmotica
intracelular. Efectivamente, en bacteroides de R. melilofi aislados de nodulos de
alfalfa sometidos a la salinidad la prolina libre representa aproximadamente y
solamente el 12% del “pool” total de aminoacidos (Fougeére et al., 1991) y el nivel
celular de estos tltimos puede ser estimado en el rango de milimolar. Los mutantes
de R. meliloti, que carecen de actividad prolina deshidrogenasa inducen menos
nddulos en alfalfa y son menos competitivos que las células silvestres en estudios
de coinoculacion. Sin embargo, Chien ef al., 1991 observaron que en mutantes de

R.leguminosarum, donde la prolina deshidrogenasa no se expresa, la habilidad de
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nodular al guisante no se ve afectada. En este sentido, Glenn ef al., 1991,
observaron que los bacteroides aislados de nodulos de “snakebean” pierden la
capacidad de catabolizar la prolina. Estas observaciones descencadenados por la
falta de la prolina deshidrdgenasa durante la nodulacién de alfalfa por el R. meliloti

pueden relacionarse a una funcién metabolica de la prolina mas que a un papel de
osmoproteccion de esta (Kohl ef al., 1994).
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Objeto

OBJETO

El déficit mundial generalizado de proteinas de origen vegetal para satisfacer
el constante crecimiento de la poblacién, unido a la crisis energética actual que
restringe la disponibilidad de fertilizantes, ha despertado un nuevo interés por las
leguminosas, entre las que, naturalmente, se incluye el garbanzo. La mayor
limitacién de las leguminosas grano cultivadas en los paises del area mediterranea
son el bajo nivel y la inestabilidad de su produccién, lo cual junto con el intenso
laboreo y la variabilidad de los productos contribuyen a hacer poco competitivos
frente a otros cultivos.

La salinidad es un problema que afecta a mas del 40% de los suelos
cultivables en diversas partes del mundo incluyendo los paises limitrofes del
Mediterraneo, debido a que durante décadas se ha utilizado agua de riego con
abundantes sales disueltas y éstas se han acumulado en la superficie del suelo en
zonas donde la evaporacion excede a la precipitacion de Iluvias. Ello ha llevado a
muchos gobiernos, tanto de paises ricos como en vias de desarrollo, a asumir
esfuerzos encaminados a la obtencién de piantas con alto potencial productivo y
buena respuesta a los consumos agronémicos. La selecbic’m de plantas tolerantes a la
salinidad es una alternativa que ha de ser considerada en todos los programas de
mejora vegetal. Si los criterios agrondémicos de seleccion o la ingenieria genética son
fundamentales e imprecindibles en estos programas, el conocimiento de la respuesta
fisiologica y bioquimica de las plantas a la sal no es menos importante.

La tolerancia a la sal es un fenomeno complejo que implica cambios en la
morfologia, en el desarrollo y en el metabolismo. Los criterios de tolerancia a la sal
que frecuentemente se usaban en programas de seleccién y mejora se basan en:
aspectos agronomicos (cosecha, supervivencia, deterioro de la hoja v relacion
raiz/parte aérea), fisiologicos, donde estan implicados los mecanismos de exclusion
o tolerancia a la sal, cambios de actividad enzimatica, acimulo de osmoreguladores,
exclusién o acumulacién de Na* 6 CI' entre otras y la identificacion de genes cuya

expresion induzca adaptacion o tolerancia a la sal.
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Las leguminosas, debido a su capacidad de formar simbiosis con Rhizobium
y fijar el nitrogeno atmosférico han sido propuestas como cultivos que pueden
aumentar su productividad asi como ampliar su desarrollo en zonas marginales y ser
utilizados tanto en el desarrollo de la agricultura sostenible como en la rotacion de
cultivos.

Los objetivos de este trabajo han sido:
1.- Estudiar la biodiversidad de las cepas de Mesorhizobium ciceri en su tolerancia a
la sal seleccionando y procediendo a estudiar los procesos fisiologicos y los
mecanismos de tolerancia.
2.- Identificacién de cultivos de garbanzo incluyendo variedades locales que toleran
la salinidad y sean efectivos en la fijacion de nitrégeno.
3.- Estudiar los mecanismos de tolerancia a la sal en la simbiosis Rhizobium ciceri
arietinum.
4.- Conocer los mecanismos de adaptacion de la simbiosis en el nédulo radical:

estudios fisiologicos en el citosol vegetal y en el bacteroide.

Para cumplir estos objetivos se ha llevado a cabo el siguiente plan de
trabajo:
1.- Tolerancia a la'sal en 25 cepas de Mesorhizobium ciceri crecidos en
medio YEM (en placa) y TY (en fluido).
a) Estudios de la curva de crecimiento bacteriano.
b) Perfiles de proteinas y lipopolisacaridos.
¢) Acumulacién de osmolitos en condiciones de salubridad.
d) Metabolismo nitrogenado.
2.- Seleccion de cultivares Cicer arietinum: germinacion.
a) Parametros de germinacion.
b) Modificacicnes en radicula y/o hipocotiles de semilla: perfil de
proteinas, actividades enzimaticas y contenido en solutos intracelulares.
3.- Influencia del estrés salino en la simbiosis Mesorhizobium ciceri y

Cicer arietinum.
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a) Estudio de cinco variedades de garbanzo con adicién de sal al
inicio del crecimiento (Efecto “long-term”).

b) Estudio comparativo entre dos variedades de garbanzo, con
adicion de sal al inicio del crecimiento (efecto “long-term™).

¢) Estudio de la simbiosis ILC1919-Ch191: efecto de la sal

aplicada una vez la simbiosis esté establecida (efecto “short

term”)

4.- Respiracion y metabolismo enzimatico del bacteroide nodular:

sustratos respiratorios.
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MATERIAL Y METODOS
1. Material biolégico.

1.1. Microorganismeos.
Las cepas de Rhizobium utilizadas en este trabajo proceden de diferentes

|

colecciones: Departamento de Microbiologia de la ETSIA (Dr. Ruiz Argiieso),
Laboratoire de Recherches sur les Symbiontes des Racines, INRA Montpellier (Dr.
Cleyet Marel), Departamento de Microbiologia de la Estacion Experimental del Zaidin

(CSIC) Granada.
Tabla 1. Denominacion, coleccion y pais de procedencia de las cepas de
Rhizobi lizad
Cepa Coleccion Pais
*1C2008 ICRISAT Gran Bretafia
*1C2091 ICRISAT Gran Bretafia
*USDA3231 USDA USA (California)
*1C2002 ICRISAT India
*IC2018 ICRISAT Turquia
*USDA3279 USDA USA (California)
*CP48A ICRISAT Gran Bretaiia
*829 ETSIA Espafia (Caceres)
*835 ETSIA Espaifia (Caceres)
*IC60 ICRISAT India
*H45 TIARI India
Ch-191 ICARDA Desconocido
Ch-183 ICARDA Siria
Ch-185 ICARDA Siria
Ch-178 ICARDA Siria
UPMS820 3HOa5 U. Wisconsin
UPMS821 DHOa6 Nueva York
UPMS838 43b Israel
UPM928 IC6 ICRISAT India
UPMS826 CC549a Australia (CSIRO)
UPMS865 Call6 Espafia (Cérdoba)
UPM842 522 Ucrania
UPMS863 UMCa36 Espaiia (Ledn)

* J.C. Cleyet Marel, INRA, Montpellier.

UPM de T. Ruiz-Argiieso, ETSIA, Madrid.
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Los estudios de homologia de DNA revelaron que la cepa Ch-191
pertenece al género Mesorhizobium y que la especie es ciceri (Noel Amarguer,

INRA, Dijon). En la tabla 1 se recoge el origen y procedencia de las cepas bacterianas.

1.1.1. Medios de cultivo.

Medio YEM
KaHPO4 . ..o, 05g
MgSOs#TH20.. .. ..o 02g
NaCl, ., 0lg
Manitol . ... 100g
Extracto delevadura . 10g
Agar (medio solido) ... 150g
Aguadestilada . ... ... 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0 -7.2 y se esteriliza a 115°C durante 20 min.

Medio TY
Triptona, ... ... 50g
Extracto delevadura 30g
CaCl2H20 ..., 09¢g
Agar (medio solido) ................. 1508
Aguadestilada . ... .. 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza a 115°C durante 20 min.

1.1.2. Conservacion de las cepas bacterianas.
El medio de cultivo empleado en la conservacion de los microcrganismos

fue el medio solido YEM (Vincent, 1970) que se distribuyo en tubos inclinados. En

ellos se conservaron las cepas- de uso rutinario manteniendose a 4°C y

resembrandose cada 2 6 3 meses. Para evitar la pérdida de caracteres genéticos por
sucesivas resiembras, los cultivos liquidos microbianos en fase logaritmica de

crecimiento, se guardaron a -80°C adicionados de glicerol al 20% (v/v).

1.2. Material vegetal.
La especie vegetal utilizada ha sido el garbanzo (Cicer arietinum 1..). El

garbanzo es una leguminosa grano de interés agricola y econémico, de gran
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implantacion en el area mediterrénea. Se han utilizado varios cultivares de Cicer

arietinum de distintos origenes que se reflejan en la tabla 2.

Tabla 2. Denominacién y algunas caracteristicas de los cultivares de C, Arietinum
utilizados en el presente trabajo.

Cultivares Caracteristicas Procedencia  Origen geografico
Pedrosillano Marrén,liso,pequefio  Sierra Nevada Espafia (Salamanca)
Mejicano Beige, liso, grande. Megjico

Castellano Garbanzilla Beige, liso, mediano. Espafia (Leon)
Castellano Alhama, Beige,rugoso, mediano. Espafia (Alcal4)
Lechoso Blanco,rugoso,grande Espaiia (Granada)
Gulavi Beige, liso, mediano.

Sirio Marrén,liso, pequefio.

Nacional Beige,rugoso, grande. El Labrador Espaiia (Granada)
Alhama Beige,rugoso,mediano. El Labrador Espafia (Granada)
ILC1919 Beige, liso, mediano. ICARDA Siria

1.2.1. Solucién nutritiva para plantas.
La solucion nutritiva utilizada para el cultivo de las plantas ha sido la

descrita por Rigaud y Puppo (1975), siendo su composicion la que se expone en la
tabla 3.

Tabla 3. Composicién de la solucion nutritiva utilizada para
el cultivo de plantas (Rigaud y Puppo, 1975).

Macronutrientes Micronutrientes
KH;PO, 0.200 g Na:MoO«2H0  0.004 g
MgSO4+7H>0 0.200 g MnSO42H,0 0.002 g
KCI 0.200 g CuSO04-5H,0 0.002 g
CaSO+2H,0 0.i20 g ZnSO4+TH20 0.003 g
NaFeEDTA 0.025g H;BO; 0018 g
CoCly4H,0 0.12 mg
Agua 1000 ml
UNIVERSIDAD DE GRANADA
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2. Cultivo de plantas.

El cultivo de las plantas se llevd a cabo mediante cultivo hidropénico en
jarras Leonard modificadas (Leonard, 1943) de 1.5 1 de capacidad, con vermiculita
como sustrato inerte, que permite un adecuado desarrollo radical gracias a su
porosidad. Las jarras Leonard constan de dos partes de vidrio que encajan
perfectamente: la parte superior contiene el sustrato y la inferior la solucién
nutritiva. A través de una mecha de papel secante asciende la solucién por
capilaridad, manteniéndose de esta forma el grado de humedad del sustrato. Las

jarras se esterilizan en autoclave a 117°C durante 1 h y 30 minutos.

2.1. Esterilizacién y germinacién de las semillas.

Las semillas se esterilizaron en superficie con agua oxigenada 30% (p/v)
durante 2 min. y medio (Somasegaran et al., 1988), lavando después con
abundante agua destilada estéril con objeto de eliminar los restos de agua
oxigenada. Tras la esterilizacion se dejaron en imbibicion durante 90 min.
Transcurrido este tiempo, se colocaron en semilleros de vermiculita estéril y
convenientemente humedecida. La esterilizacién de semillas y la preparacion de los
semilleros se llevd a cabo en camara de flujo laminar (Micro H Telstar) para
prevenir contaminaciones. Los semilleros se cubrieron con bolsas de polietileno a

fin de evitar la pérdida de humedad y se mantuvieron en oscuridad durante 48 h a

26°C en estufa de germinacion.

2.2. Preparacién del inéculo.
El inoculo se desaroll6 a 28°C en agitacién a 170 rpm, en matraces de 250
ml con medio YEM liquido, inoculados al 1% a partir de preindculos crecidos

durante 48 h. Este inoculo crece durante 72 h hasta obtener yna suspensidn

bacteriana de aproximadamente 10° células/ml.
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2.3. Siembra e inoculacién.

En cada jarra Leonard estér se siembran, en condiciones axénicas, dos

semillas pregerminadas (1-3 cm de radicula) aplicindose a cada una 1 ml de

indculo. Una vez inoculadas se cubren con vermiculita y sobre la superficie de la
vermiculita se coloca una capa de perlita estéril, que disminuye el riesgo de
contaminacion y reduce las pérdidas de agua por evaporacion (Caba et al., 1990).

Antes de trasladar las jarras Leonard a la cAmara de cultivo se revisten con papel
confitero a fin de mantener la raiz en oscuridad.

2.4. Condiciones de la cdmara de cultivo.

En todos los experimentos realizados, las plantas fueron cultivadas en una
camara KOXKA (SAS/ 17-27/R) con las siguientes condiciones ambientales:

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

- Intensidad luminosa: 450 pmol-m?s™ (400-700 nm) en Ia superficie de las

macetas, suministrada por fluorescentes Sylvania Cool-White (F72T12-

CW-VHO) y lémparas incandescentes de 40 watios (30% del total de
watios).

Las jarras Leonard se distribuyeron sobre la mesa de cultivo completamente
al azar, cambiandose de forma periddica de lugar. Cada siete dias al principio y

cada tres a partir de la tercera semana, se cambié el recipiente inferior de la jarra
Leonard por otro con solucién nutritiva fresca y estéril.

3. Experimentos realizados.
3.1. Estudio de Rhizobium ciceri en vida libre: Efecto del NaCl.
3.1.1. Tolerancia al NaCl de diferentes cepas de Rhizobium ciceri.

La determinacion del crecimiento en condiciones salinas, de las 24 cepas de

Rhizobium ciceri €Xpuestas en la tabla I, se llevé a cabo adicionando al medio de
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cultivo YEM sélido diferentes concentraciones de NaCl. Fl "screennihg" se realiz6

en placas de petri, a razon de 3 repeticiones por tratamiento. El crecimiento o no

crecimiento se determind a las 72 h de incubacién a 28°C, y su valoracién se

realizé mediante la visualizacién de| crecimiento en placa.

3.1.2. Curvas de crecimiento del Mesorhizobium ciceri Ch-191 con diferentes
dosis de NaClL

Un estudio més profundo del crecimiento de la cepa Ch-191 en
condiciones salinas ha sido abordado. Los cultivos se incubaron a 28°C, en
agitacion a 170 rpm en matraces de 250 ml que contenian 100 ml de medio YEM
liquido, inoculados al 1% a partir de un preinéculo crecido durante 48 h. El
tratamiento salino se realizg adicionando al medio de cultivo diferentes
concentraciones de NaCl (100, 200, 300, y 400 mM) manteniendo un control sin
sal. El crecimiento fue determinado mediante Ia lectura de la absorbancia D.0) a
600 nm de longitud de onda en un espectrofotoémetro Spectronic 301. Las lecturas
fueron hechas durante 72 h con intervalos de 6 y 12 h.

Simultaneamente, se retiraron alicuotas de cada matraz para determinar el
numero de células viables y contenido de proteinas. El nimero de células viables se
realizé mediante la preparacion de diluciones seriadas al décimo y siembra de 0.1
ml de las diluciones adecuadas en placas de petri (2 placas/dilucién) con medio
TY. Las placas de petri se incubaron a 28°C durante 48 h.

Se determiné el tiempo de generacion (G), definido como el tiempo

necesario para dup]iqar la poblacion. La formula utilizada es la que sigue:

G=txlog(2)/ [log(b)-log(a)]
Donde:

t = tiempo en horas transcurrido desde el inicio hasta el final de la fase logaritmica
de crecimiento,

2 representa la multiplicacion por escision de las bacterias,

b = nimero de células viables/ml a! final de la fase logaritmica

a = numero de células viables/ml aj inicio de la fase logaritmica.
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3.1.3. Caracterizacién de Mesorhizobium ciceri Ch-
salinidad.

191 en condiciones de

La cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri por sus caracteristicas de
halotolerancia se eligié para el estudio de la respuesta de la bacteria en medio

salino. Para ello, se procedio al analisis de: a) Perfiles de proteinas; b) Perfiles de
lipopolisacaridos.

3.1.4. Mecanismos de tolerancia al NaCl

Se procedié a estudiar los mecanismos que genera el Mesorhizobium ciceri
cepa Ch-191 ante el estrés salino para ello se valoré: a) Contenido en prolina,
aminoécidos y glutamato, b) Metabolismo del nitrégeno: glutamina sintetasa (GS),

glutamato sintasa (NADH-GOGAT) y glutamato deshidrogenasa (GDH)

3.2. Germinacién de diferentes cultivares de Cicer arietinum en condiciones
de estrés salino.

3.2.1. Valoracién de la germinacion.

La respuesta a la sal en el proceso de germinacion fue estudiada con diez
cultivares de garbanzo Cuyas caracteristicas y procedencias se presentaron en la

tabla II. Para realizar los ensayos de germinacion, previamente las semillas se

esterilizaron en superficie con H0: al 30 % durante 2.5 minutos, luego se lavaron

rapidamente con agua destilada y se colocaron en placas petri de 10 cm de

~ diametro con tres capas de papel Whatman 3MM. A continuacion las semillas

fueron germinadas en presencia de 0, 50, 100, 150 y 200 mM de NaCl disuelto en
agua destilada estéril. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y en cada
placa se colocaron 10 semillas a las que se les adicioné 6 u 8 ml del tratamiento
respectivo dependiendo del tamaio de la semilla. Todo el experimento se ilevo a
cabo en una cdmara de germinacion a una temperatura de 25°C. Fl nimero de

semillas germinadas fueron contadas a las 48 y 96 horas. Se consideré una semilla
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germinada cuando la radicula emergi6 2 mm (Ashraf y Wahed, 1990). Los indices

de germinacion valorados fueron:

a) Porcentaje de germinacion (%G):

. N°de semillas germinadas
%G = x 100
N°total de semillas

b) Indice de germinacién (GRYI): siguiendo el procedimiento descrito por

Bouton et al. (1976) modificado por Fowler (1991) segtin la formula:

Donde, G2 y G4 son los porcentajes de germinacion a los 2 y 4 dias de la siembra.

¢) Tasa de germinacidn (TG): La tasa de germinacion se aplicd segin la
formula de Zaiter ez al. ( 1994).

TG = 3(ni/ti)

Donde, n; es el nimero de semillas que germinan en el dia i y ti el tiempo en dias en

que germinan, todo ajustado en base a 100 semillas,

3.2.2. Fisiologia de la germinacion.

En las radiculas emergidas de la germinacion se llevo a cabo un estudio
fisiolégico y bioquimico con objeto de evaiuar el efecto que el NaCl ejerce en el
proceso germinativo. Se valord: a) Crecimiento de las radiculas: peso seco, peso
fresco y contenido de agua. b) Perfil proteico de las radiculas. ¢) Contenido en
prolina, aminoacidos, azficares totales solubles y amonio. d) Actividades
enzimaticas del metabolismo nitrogenado: glutamina sintetasa (GS), glutamato
sintasa (NADH-GOGAT). e€) Metabolismo carbonado:  fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH), alcohoi deshidrogenasa

40



T

Material y métodos

(ADH), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), isocitrato deshidrogenasa
(ICDH).

3.3. Simbiosis Cicer arietinum-Mesorhizobium cicer en condiciones de estrés
salino.
Una vez estudiado el efecto del NaCl en bacterias en vida libre y en el

proceso de germinacién de la planta, se abordé el estudio de la simbiosis Cicer

arietinum-Mesorhizobium ciceri Ch-191 en condiciones de salinidad, en cuatro

experimentos diferentes.

3.3.1. Tolerancia a la salinidad de distintos cultivares de Cicer arietinum.

Se utilizaron cinco cultivares de garbanzo inoculados con la cepa Ch-191
de Mesorhizobium ciceri. Las plantas crecieron en jarras Leonard con solucién
nutritiva adicionada de 2 mM de KNOs. Se ensayaron cuatro niveles de NaCl (0,
50, 75 y 100 mM). La plantas se recogieron al final del periodo vegetativo, cuando
aparecen los primeros botones florales (28-34 dias). En cada tratamiento se

utilizaron 9 jarras (18 plantas). El experimento se realizo6 dos veces,

determinandose los siguientes parametros:

a) Andlisis de crecimiento: Peso seco de parte aérea, raiz y total por planta
y relacion raiz/parte aérea.

b) Nodulacién y fijacion de nitrogeno: Peso seco de nddulos, peso

normalizado de nédulos, aétividad reductora de acetileno especifica y
por planta.

¢) Analisis nutricional: Contenido en N, K, P, Ca, Nay Mg en raiz y parte
aérea
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3.3.2. Estudio comparativo de dos cultivares de Cicer arietinum con distinta
sensibilidad a la sal.

Los experimentos se realizaron con Pedrosillano, cultivar sensible y
ILC1919, tolerante. Se aplicaron tres concentraciones de NaCl de 50, 75 y 100
mM a la solucién nutritiva. Las plantas control se mantuvieron a lo largo del
cultivo en una solucién libre de sal. Las plantas se recogieron al final del periodo
vegetativo, marcado por la apariciéon de los botones florales. El experimento se
repiti6 al menos una vez para cada cultivar y se determinaron los siguientes
parametros: | ‘

a) Andlisis de crecimiento: Peso seco de parte aérea, raiz y total por planta,

y relacion raiz/parte aérea.

b) Nodulacion y fijacion de nitrogeno: Peso seco de nddulos y peso
normalizado de nédulos, actividad reductora de acetileno especifica y
por planta.

¢) Fotosintesis: Actividad ribulosa 1.5 bifosfatc carboxilasa (Rubisco) y
contenido en clorofilas totales. '

d) Actividadeé enzimaticas del metabolismo carbonado: Sacarosa sintasa,
invertasa alcalina, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato
carboxilasa, malato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, y isocitrato
deshidrogenasa en distintos 6rganos vegetales.

€) Actividades enziméticas del metabolismo nitrogenado: Glutamina

- -sintetasa y glutamato sintasa.

f) Determinaciones analiticas: Contenido en proteinas solubles, prolina,
aminoacidos, aziicares totales solubles y malato.

g) Analisis nutricional: Contenido en N, K, P, Ca, Na y Mg en raiz y parte

aérea.

3.3.3. Efecto del NaCl aplicado en el crecimiento vegetativo en la simbiosis
IL.C1919-Ch-191.
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Se utilizaron plénfas del_cv. ILC1919 inoculados con-la cepa Ch-191. Se
-aplicaron 3 niveles de NaCl 50, 75 y 100 mM de NaCl, en el periodo de
crecimiento vegetativo, cuando la simbiosis estd establecida, empleandose un
disefio experimental de 4 tratamientos salinos, con 9 jarras Leonard por
tratamiento, utilizandose tres en cada recogida. Los muestreos fueron a los 4, 7, 11
y 14 dias después de la aplicacion de la sal. En los dos primeros, las plantas estaban
en crecimiento vegetativo, en el tercero se inicio la floracion y en la ultima
recogida las plantas se encontraban en plena floracién. Los datos son la media de

dos experimentos. Las determinaciones realizadas fueron las mismas que las del

experimento anterior.

r

3.3.4. ‘Metabolismo de los bacteroides aislados de nédulos de Cicer arietinum
en condiciones de sal. ' ‘

Se utilizaron bacteroides aislados de nodulos de garbanzo (cv. ILC1919) en
simbiosis con la cepa Ch-191 estudiando las alteraciones que ejerce el estrés salino
en la respiracion bacteroidal y en su metabolismo. Se ensayaron dos niveles de
NaCl 0 y 50 mM. Se prepararon 50 jarras por tratamiento, realizindose una sola
recogida a los 28 dias, al final del periodo vegetativo, marcada por la aparicion de -
los botones florales. El experimento se repiti6 al ménos una vez y se determinaron
los siguientes parametros: |
a) Respiracion bacteroidal: efecto de disﬁntos substratos energéticos.

b) Actividades enzimaticas del citosol bacteroidal: nialato deshidrogenasa, alcohol

deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa.

4. Metodologia émpleada.

- 4.1. Perfil de proteinas.

4.1.1. Perfil de proteinas en bacterias.
El estudio del perfil de proteinas, se realizo utilizando geles de -

poliacril‘amida-SD’S, siguiendo el sistema de Laemmli (1970), con algunas
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- modificaciones. La cubeta de electroforesis utilizada fue una BIORAD vy la fuente
de_ alimentacion LKB Multi Drive XL (Phanﬂacia). Los geles se prepararon en
placas de 10 x 8 cm con espaciadores de 0.75 mm. Sé utilizo6 un gel separador del
15% de acrilamida (acrilamida 29.2% - bisacrilamida 0.8%) en Tris-HCI 1.5 M pH
8.8, con SDS al 0.1% (p/v) y como catalizadores de la polimerizacién, persulfato
amoénico (0.1%) y TEMED (0.06%). Antes de afiadir los catalizadores, la solucién
se desgasifico al vacio en agitacion durante 5 min. El gel concentrador fue del 5%
de acrilamida en Tris-HCI 240 mM pH 6.8, SDS 0.1%, persulfato amoénico 0.05%
y TEMED 0.05%. Antes de afiadir los catahzadores la solucwn de acniannda se

- desgasifico del mismo modo descrito para el gel separador

Se centrifugan 10-30 m! de cultivo ‘bacteriano crecido en medio YEM con o

sin sal hasta el final de la fase logaritmica, el sedimento se lava con 1 ml 50 mM
Tris HCL, pH 7.5, y se resuspende en 200 pl de la misma solucion. Las células se
rompen por sonicacion (sonicador Vibra-cell 100 Watt model, Sonic & Materials
INC. USA), aphcando tres pulsos de 15 segundos. Las muestras fueron preparadas
mezclandolas con el doble de su volumen de una solucién compuesta de Tris-HCl

0.1 M pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS 1% (p/v), azul de bromofenol Q.Ol% (p/v)

y B-mercaptoetanol 1.5% (v/v), para dotar a las proteinas de una carga neta -

negativa. Posteriormente se mantuvieron durante 3 min. en ebullicion para
desnaturalizar las proteinas. El tampon de desarrollo estaba constituido por Tris-

HCI 25 mM. pH 8.3, glicina 0.192 M y SDS 0.1% (p/v). El desarrollo de Ia

electroforesis tuvo lugar a 150 voltios.

Para la determinacion del peso molecular se han utilizado las siguientes

proteinas como marcadores: anhidrasa carbonica (29 kDa), ovoalbumina (45 kDa),

seroalbiimina (66 kDa), fosforilasa b (97.4 kDa), b-galactosidasa (116 kDa) y -

miosina (205 kDa). Todas las proteinas formaban parte de un kit de calibrac¢ion
comercial (Sigma). Los marcadores fueron disueltos en el mismo medio en que se
prepararon las mucstras y se procesaron de igual modo, cargando entre 5 y 10 mg

de cada marcador.
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El gel se tifi6 con nitrato de plata, para ello se siguio la mefodologia de
Blum e al. (1987). Todas las solucion'és deben prepararse al momento de usarlas,
todo el proceso de tinéién se realiza en agitacion y consta de varias etapas: (1) |
fijacion durante 2 horas en una solucion que contiene 50% metanol, 12% acido
acético glacial y 50 pl de formaldehido al 37%,; (2) tres lavados de 20 min. en
etanol al 50%; (3) oxidacién durante 1 min. en 100 ml de tiosulfato sodico 0.8
mM; (4) cuatro lavados de 20 s en agua destilada; (5) tincion durante 20 min. en
solucion de nitrato de plata 2 g/l y formaldehido al 37% 0.75 ml/l, este paso se
realiza protegido de la luz; (6) dos lavados de 20 s en agua destilada; (7) revelado
de 3 a 8 min en 100 ml de una solucién de carbonato de sodio (60 g/l), 0.5 ml/l.de
formaldehido al 37% y 4 mg/l de tiosulfato sodico; (8) dos lavados de 1 min. en
agua destilada; (9) las bandas de proteinas se fijan en una solucién de 50% metanol
y 12% acido acético glacial durante 15 min.

La movilidad relativa de cada proteina (Rf) se determiné dividiendo la
distancia de migracion de la proteina por la del frente. El clculo del peso
molecular se realiz6 por medio de las rectas de calibrado construidas
representando en el eje de abcisas el Rf de las proteinas patron y en el eje de
ordenadas, los logaritmos de sus pesos moleculares, calculandose la ecuacién de la
recta por un-ajuste de minimos cuadrados. .

El gel fue analizado en un densitometro Shimadzu CS-9000 donde se
registran los picos méaximos y minimos de las proteinas presentes, asi como la

integracion de los mismos expresados en porcentaje.

4.1.2. Perfil de proteinas en radiculas.

El estudio de perfil de proteinas en radiculas se realizé utilizando geles de
poliacrilamida-SDS, segtn el sistema de Laemmli (1970), siguiendo basicamente el
mismo protocolo descrito en el apartado anterior con estas modificaciones: el gel -

separador es del 12% de acrilamida y el desarrollo de la electroforesis tuvo lugar a

100 voltios.
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Las muestras para la electroforesis fueron preparadas segun la técnica
descrita por Zaiter ef al. (1994). 0.5 g de raices se maceraron en tampon Hepes
100 mM pH 7.5 que contenia 10 mM KCl, 2 mM Ditiotetriol (DTT), 1 mM é&cido
etilen diamino tetraicetico (Na2-EDTA), 1 mM MgCl y 0.4 mM de sacarosa. El
macerado se centrifugd a 30.000 g durante 20 min. A continuacion, en el
sobrenadante resultante se cuantificaron las proteinas solubles por el metodo
Bradford (1975), y posteriormente se procediéo a la precipitacion de estas con
acetona durante una hora y a temperatura ambiente. El precipitado de proteinas se
recuperd por centrifugacion 10 min. a 2500 g Las proteinas totales se
resuspendieron finalmente en 200 pl de tampén de muestra de la electroforesis
descrito en el apartado anterior.

La deteccion de las proteinas presentes en las muestras sometidas a
electroforesis se llevo a cabo por inmersion del gel en una mezcla metanol:dcido
acético:agua (en proporciones 5:1:4) que contenia azul de Coomassie R-250 al
0.125% (p/v) e incubando el gel en agitacién suave a temperatura ambiente
durante 1-2 h. La destincion del gel se realiz6 mediante lavados sucesivos con la
misma mezcla utilizada en la tincion, pero sin el colorante. El gel fue analizado

segun el apartado anterior.

4.2. Perfil de lipopolisacaridos en bacterias.

Las muestras para la electroforesis fueron preparadas segin la técnica
- descrita por Hitchcock y Brown (1983), con las modificaciones descritas por
Santamaria et al. (1997). A partir de las bacteriés liofilizadas se realizd una
suspension de cada una en agua destilada, ajustando a una densidad optica (A, 600
nm) de 1.0. Se centrifugd 1 ml de la anterior suspension, y el sedimento se
resuspendio en 500 pl de tampdn de lisis (2% SDS, 5% ditiotreitol. 10% glicerol, y
0.017% de azul de bromofenol, en tampon Tris 0.5M, pH 8.0). Se calentaron las
muestras a 100°C durante 10 minutos. A 250 pl de cada muestra se les afiadieron

10 pl de proteinasa K (Tritirachium album, Boheringer), preparada a una
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concentracion de 2.5 pg/ul en tampén de lisis. La mezcla fue incubada a 60°C
durante 1 hora, agitandose cada 15 minutos; las muestras se centrifugaron y los
sobrenadantes se almacenaron a —20°C hasta su uso.

Las electroforesis fueron llevadas a cabo segin el método de electroforesis
discontinua para proteinas con SDS de Laemmli (1970), sin ninguna variacion. Se
prepararon geles planos de 0.75 mm de espesor al 12.5% (p/v) de poliacrilamida en
el gel de separacion. Se aplicaron volimenes de 5ul de muestra en cada pocillo.
Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y corriente constante (20
mA por placa). Para la tincién de los geles, es imprescindible que el agua empleada
en todos los pasos de este proceso tenga la menor conductividad posible.

Los lipopolisacaridos se tifieron con plata segin el método de Tsai y Frasch
(1982), con algunas variaciones: al terminar la electroforesis se traté el gel con la
solucion fijadora (etanol-acético-agua, 40:5:55 en vol.) y se mantuvieron en
agitacion un minimo de una hora, cambiando varias veces la disolucién fijadora. A
continuacién se oxidaron con 4cido periodico al 0.7% en disoiucién -fijadora
durante 5 minutos, lavandose seguidamente con agua las veces necesarias hasta
alcanzar pH neutro. Una vez eliminado el acido, se afiaden 150 ml de reactivo de
tincion, que se prepar6 de la siguiente forma: se mezclaron 2 ml de NH,OH
concentrado con 28 ml de NaOH 0.1 M recién preparado. Se afiadieron
lentamente, y siempre agitando, 5 ml de AgNOs al 20% en agua destilada, lo que
origina la apariciéon de un precipitado oscuro transitorio. Una vez redisuelto éste,
se afiadieron 115 ml de agua desionizada. El reactivo de tincion se dejo actuar a

temperatura ambiente, bajo constante agitacion, durante 10 minutos. seguidamenfe
se lava hasta alcanzar nuevamente pH neutro. Por ultimo, se afiade el revelador
(100 ul de formaldehido al 37%, 10 mg de 4cido citrico en 200 ml de agua
desionizada) que se deja reaccionar a temperatura ambiente hasta que se observen
ias bandas con nitidez. Las reaccion se detuvo lavando el gel verias veces con agua

desionizada. El secado y densitometrado se llevo a cabo segun Santamaria et al.
(1998),
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Para el densitometrado se emple6 un densitometro Pharmacia-LKB -

Ultroscan, utilizando como software para la comparacion de los perfiles

densitométricos el programa Gel Scan Analysis Software (Pharmacia-LKB). La

comparacion de los perfiles supuso los siguientes pasos:

1) Normalizacion de los perfiles hasta una longitud fija.

2) Agrupacién de los perfiles segin sus caracteristicas generales y comparacion
directa de los perfiles en cada grupo por superposicion de las trazas
densitométricas normalizadas.

3) Integracion de las areas de los picos normalizados.

4.3. Analisis del crecimiento de ias plantas.

En el momento de la recogida se procedié a sacar las plantas de las jarras
Leonard y a lavar las raices abundantemente con agua para eliminar los restos de
vermiculita. Posteriormente, se lavaron con agua destilada, secando el exceso con
papel de filtro. Tras la toma de muestras para la determinacion de la actividad
nitrogenasa (apartado 4.4) los nédulos de cada planta se aislaron, registrandose
inmediatamente su peso fresco. A continuacidn, se mezclaron de modo uniforme
por tratamiento y se guafdaron a —-80°C hasta su posterior utilizacion.

Posteriormente se separo parte aérea y raiz, disponiéndose ambos en estufa
de corriente forzada de aire a 70°C durante 24 h. Pasado este tiempo, fue

determinado el peso seco de cada 6rgano. El peso seco de los nodulos se calculd

mediante la obtencién de un factor PS/PF calculado a partir de varias muestras .

pesadas cada dia antes y después del secado.
Para los nddulos se calculd su peso normalizado (PNN):

PSN
PNN =
PSPA

resultado de dividir el PS de nddulos (en mg) por el de parte aérea (en g),

expresandose en mg PS nodulos por (g PSPA)™.

48



(

Material y métodos

4.4. Actividad nitrogenasa: Actividad reductora de acetileno.

La reduccion de acetileno por la nitrogenasa (EC 1.7.99.2) se determind en
muestras de raiz (2 g) constituidas por fragmentos de 2 a 4 cm con nddulos
adheridos (Herdina y Silsbury, 1991).

El flujo total de electrones a través de la nitrogenasa fue evaluado por el
test de reduccion de acetileno mediante cromatografia gaseosa (Burris, 1972),
segin la metodologia descrita por Hervas (1988). Tras la adicion de acetileno
(10% v/v) se tomaron muestras a los 10 y 20 min. de la atmésfera que rodea a la
raiz para cuantificar el etileno producido, y la actividad se expresé en pmol CoHs
(gPSN)* !,

Para esta determinacion se utilizé un cromatégrafo de gases Perkin Elmer
8600, equipado con un detector de ionizacion de llama y una columna de acero
inoxidable de 2 mm x 2 m empaquetada con un polimero poroso de 80-100 mesh.
El gas portador fue nitrégeno a un flujo de 75 ml A min"'. Las temperaturas del

horno, detector e inyector fueron 74, 105 y 120°C respectivamente.

4.3. Aislamiento de la fraccién soluble de nédulos y bacteroides.
4.3.1. Obtencion de la fraccién citosélica y bacteroidal de los nédulos.

El aislamiento de los bacteroides, se realizd en condiciones microaerdbicas

tras homogeneizar los nddulos en el medio de extraccién que consistié en:

- Tamp6n Tris-HC1 S0 mM pH 7.4

- Na-EDTA 1 mM

-DTT 10 mM

- MgCl:6H,0 5 mM

- Albamina de suero bovina (BSA) 1mg m!”
- Glicerol 10%

Al objeto de eliminar los fenoles, a ésta mezcla se le adiciond polivinilpo-
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lipirrolidona (PVPP) insoluble, en una cantidad equivalente a 1/3 del peso de tejido
fresco utilizado. Tras la maceracion, el homogenado se filtro a través de 4 capas de
gasa y se centrifugd a 250 g durante 5 min. a 4°C para eliminar el PVPP y los
residuos vegetales mas gruesos. A continuacion, el sobrenadante se centrifugd a
10.000 g durante 10 min. para sedimentar la fraccién bacteroidal.

El sedimento de bacteroides resultante del proceso anterior, se someti6 a un
doble lavado con tampén fosfato sédico 50 mM pH 7.4, MgSO4 2 mM y sacarosa
0.3 M. Los bacteroides se resuspendieron finalmente en un volumen determinado
de tampén fosfato sodico 25 mM pH 7.5.

4.3.2. Obtencién de la fraccién soluble de los bacteroides.

Una vez aislados los bacteroides, estos se rompieron por sonicacion. Las
células se trataron durante 5 min. a intervalos de 5 segundos en un circuito
refrigerado a 4°C. Posteriormente, el extracto celular se centrifugd a 30.000 g

durante 30 min. utilizandose el sobrenadante como fraccion soluble.

4.3.3. Respiracion bacteroidal.

La capacidad respiratoria de los bacteroides se determiné midiendo el
oxigeno consumido por estos segin la técnica descrita por Pérez-Ramirez (1989).
Esta técnica se adapt6 y optimiz6 en bacteroides de Cicer arietinum para estudiar
el efecto del NaCl sobre la capacidad respiratoria de éstos. Tras el aislamiento de
los bacteroides, se incubaron a 25°C, adiccionando diferentes substratos
respiratorios, en una camara de reaccion que contenia el siguiente medio saturado
de oxigeno:- 850 l de tarhpén fosfato sodico 25 mM pH 7.5 adicionado o no de
substrato 10 mM y 50 pl de suspension bacteroidal

Las medidas de consumo de oxigeno se realizaron utilizando un electrodo
de oxigeno Hansatech D.W. (Hansatech limited), conectado a un microprocesador
Hanna H14818 (Hanna Instruments) que registra lecturas en mV. La disminucién
de la lectura debida a la desaparicion del oxigeno disuelto en la cdmara de reaccion

se registro a intervalos de 1 minuto, resultando ser tras 1 minuto estableciendose
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linealmente durante al menos 12 min. Se establecié un tiempo de registro de 5 min.
y se realizaron 3 repeticiones en todos los ensayos. La respiracion se expresé como

umoles Oz consumidos (mg proteina)” h™

4.5. Actividades enzimdticas del metabolismo carbonado.
a) Preparacion de extractos.

La preparacion de extractos citosélicos se realizd con la misma técnica para
hojas, nédulos y radiculas procedentes de la germinacién de las semillas. Se
utilizaron tres medios de extraécic’m, segun la actividad enzimatica a determinar: a)
tampon maleico-KOH 100 mM pH 6.8, adicionado de sacarosa 100 mM, B-
mercaptoetanol 2% (v/v) y etilenglicol 20% (v/v), usado para las actividades,
6PGDH, PEPC, MDH, ADH,ICDH. b) tampén fosfato potasico 50 mM pH 8,
adicionado de 1 mM EDTA y 20% etilenglicol, usado para la extraccién de la
actividad sacarosa sintasa . ¢) tampén acido sulfonico3-N morfolino propano
(MOPS) 50 mM pH 7 adicionado de 10 mM de DTT y 4 mM de MgClz , usado
para la extraccién de la actividad invertasa alcalina.

El tejido fresco se homogeneizé en mortero con medio de extraccion en
una proporcion de peso/volumen que vari6 segin la enzima, y polivinilpoli-
pirrolidona (PVPP) insoluble en una cantidad equivalente al 33% del peso fresco
de la muestra fresca. El homogeneizado se filtré a través de 4 capas de gasa, a
continuacion se clarifico por centrifugacion, a 2500 g durante 5 min. para eliminar
restos de tejido y células, y posteriormente a 30.000 g durante 20 min., en una -
centrifuga refrigerada Sorvall Superspeed RC-5B (DuPont Instruments) a 4°C. Se |
obtuvo asi una solucion nitida con las proteinas solubles del citosol, que se empled
como fuente de las enzimas. Todo el proceso de extraccion se llevo a cabo en baiio

de hielo picado a una temperatura entre 0 y 4°C.
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b) Valoracién de las actividades enzimaticas.

Las actividades enzimaticas estudiadas en este trabajo se han valorado por
medio de la oxidacién o reduccién de NAD(P)H/NAD(P)" producida en la propia
reaccion o en una reaccion acoplada. La valoracion de la actividad en reacciones
enziméaticas en las que se produce oxidacién o reduccion de piridin nucleétidos, se
realiza siguiendo la variaciéon de absorbancia a 340 nm debida a la aparicion o
desaparicién de la forma reducida, que presenta un maximo de absorcion a dicha
logitud de onda, con un coeficiente de extincion molar que es igual para el NADH
y el NADPH.

La mezcla de reaccion utilizada varié para cada enzima. La reaccién se

\

inicia con la adicion del extracto. Tras una fase lag de 10 min., salvo en el caso de
la MDH que fue de solo 6 min., la variacién de absorbancia, lineal durante al
menos 6 minutos mas, se registré durante 4 min. Se utilizd un espectrofotometro
Shimadzu UV-1604, termostatizado a 30°C. En todos los casos se prepararon 4
repeticiones y un control sin substrato para corregir las posibles oxidaciones o
reducciones endégenas de NAD(P)H/NAD(P)" segun los casos.

El calculo de las actividades enzimaéticas acopladas a una reaccion de

oxido-reduccion NAD(P)H/NAD(P)" se realiza segiin la siguiente ecuacion:

(AD.O. min") V Ir

Actividad (umol min™) =
10°gdv
Donde:
AD.O. min" = incremento medio de D.O. por minuto (valor absoluto).
V = volumen total de la mezcla de reaccion en ml
V't = volumen total de extracto en inl
g = coeficiente de extincion molar del NAD(P)H = 6.22 - 10° cm’ - mol™!
d = ancho de la cubeta =1 cm
v = volumen de extracto afiadido a la mezcla en ml

-6 . .
10 = para expresar la actividad en micromoles
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Las actividades se expresaron en ymol (g PF)'l h' y en nmol (mg proteina)’l. min”

4.5.1. Actividad sacarosa sintasa.

Los extractos para la valoracion de esta actividad se prepararon homoge-
neizando los nddulos en un mortero con el medio de extraccion b en una
proporcion 1/12 (p/v). La mezcla de reaccion, optimizada a partir de la descrita

por Morell y Copeland (1985), fue la siguiente: .

Sacarosa,.............ccoeovinnn, 100.0 mM
UDP ..o, 2.00 mM
UDPG deshidrogenasa ............... 250.0 mg
NAD" 1.5 mM

4.5.2. Actividad invertasa alcalina.

La determinacién de la actividad invertasa alcalina (EC 3.2.1.26) se
optimizo a partir de la metodologia descrita por C. Arrese-Igor (comunicacion
personal). Los nédulos se homogeneizaron en un mortero a 4°C con 5 volumenes
de tamp6n MOPS 50 mM pH 7, tampén c. En un volumen final de 1 ml, la mezcla

de reaccién contiene:

Tampo6n imidazol HCIpH8.5 . ... 50.0 mM
MgCla... o) 5.0 mM
NAD e, 1.0 mM
ATP. e 1.0 mM
Hexokinasa. ..o 20Um’
Fosfoglucosé isomerasa ... 2.0 U ml"

Glucosa-6- fosfato deshidrogenasa 20Uml
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4.5.3. Actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa.
La actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.42) se determino
seglin la metodologia descrita por Anthon y Emerich, (1990). La mezcla de

reaccion contenia, en un volumen total de 1 ml:

Tampo6n bicina-KOH pH 8.5 ... 100.0 mM
6-fosfogluconato . ..............c.ccoceecerrrrnene 2.5 mM
MECLa.. o 10.0 mM
NADP oo 0.5 mM

4.5.4. Actividad fosfoenoipiruvato carborxilasa.

La determinacion de la actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC
4.1.1.31) se optimizo a partir de la metodologia descrita por Vance et al. (1983)

con la siguiente mezcla de reaccion:

NaHCO3 ..o 10.0 mM
MEC .o 5.0 mM
PEP, oo 2.0 mM
NADH 0.2 mM

4.5.5. Actividad malato deshidrogenasa.
La actividad malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) se determin6 segun el

procedimiento seguido por Vance y Stade (1984). La mezcla de reaccion fue la

siguiente:
Tamp6n bicina-KOH pH 8.5 ... 100.0 mM
Oxalacetato . ............cccccoeee. 1.0 mM
MECly e 5.0 mM
NADH 02mM
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4.5.6. Actividad alcohol deshidrogenasa.
La actividad de la alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) se determino
mediante el procedimiento descrito por Thynn y Werner (1990), La mezcla de

reaccion fue la siguiente:

Tampén bicina-KOHpH 8.5 ... 100.0 mM
Etanol. . ... 100.0 mM
NAD 2.0 mM

........................................................

4.5.7. Actividad isocitrato deshidrogenasa.
La determinacién de la actividad NADP" isocitrato deshidrogenasa (EC
1.1.1.42) citosélica se optimizé a partir de la metodologia descrita por Chen ef al.

(1988). La mezcla de reaccion fue la siguiente:

Tampoén bicina-KOH pH 8.5 .. 100.0 mM
Isocitrato.. ................ccccocoevveeenn. 1.0 mM
MECla. o, 5.0 mM
NADP" 0.5 mM

4.6. Actividades enzimaticas del metabolismo del amonio
a) Preparacion de los extractos

En bacterias se sigui6 el procedimiento de Prusiner et al. (1972). Las
células se recogen centrifugando a 10.000 g durante 20 min. El sedimento obtenido
se lava 2 veces con el tampo6n imidazol 50 mM pH 7. Las células se rompeh por
sonicacién aplicando 4 pulsos de 15 segundos con intervalos de 15 segundos. Los
restos celulares se eliminaron centrifugando a 15.000 g durante 20 min.

En tejidos vegetales los extractos se prepararon con el tampon a) del
apartado 4.6.
b) Valoracion de las actividades enzimaticas.

La cuantificacion del y-glutamil hidroxamato ( y-GH) formado se hace a
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partir de una recta de calibrado obtenida con concentraciones conocidas de
hidroxamato. La actividad se expres6 en pmol y-GH (g PF)’l h'. Para la
valoracién de las actividades NADH-GOGAT y GDH se utilizo la formula descrita
en el zpartado 4.6.

4.6.1. Actividad glutamina sintetasa.

La actividad glutamina sintetasa (EC 6.3.1.2) se valoré mediante el ensayo
semibiosintético, en el que uno de sus productos de reaccion, el y-GH, puede
valorarse mediante una réaccion colorimétrica. El ensayo ha sido adaptado a partir
de 1a metodologia propuesta por Farnden y Robertson (1980), Kaiser y Lewis

(1984) y Lillo (1984). La mezcla de reaccion contienen, en 1 mi de volumen total:

Tampoén imidazol-HCIpH 7.8 ... 0.15M
Naz-EDTA . 4.0 mM
L-glutamato s6dico .................c.ccoevrevne. 0.15M
MgSO#TH20 . ... 45 mM
Hidroxilamina ,..............cccccocoviiinnnnn. 30mM
ATP 10mM

Se adiciona 0.05 a 0.2ml de extracto, que inicia la reaccion. Esta se
desarrolla a 30°C durante 30 min. Pasado este tiempo, se detiene per la adicion de

0.5 ml de reactivo de cloruro férrico [mezcla de volimenes iguales de: 10% (p/v)

FeCls- 6H20 en HCl 2 N; 24% (p/v) acido tricloroacético en agua destilada y 50%

(v/v) HCL en agua destilada, agitando vigorosamente. Las mezclas se
centrifugaron a 3500 g durante S min y se registro la absorbancia del sobrenadante

a 540 nm.

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

inmediatamente antes de la incubacion).
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4.6.2. Actividad glutamato sintasa.

La actividad glutamato sintasa (EC 1.4.1.14) se determind segun el
procedimiento descrito por Groat y Vance, (1981); Singh y Srivastava, (1986). La
mezcla de reaccion contenia, en un volumen total de 1 mi:

Tampon fosfato potasico pH7.5 . 50.0 mM
Na-EDTA 1.0 mM

B-mercaptoetanol

a-cetoglutarato ... 2.5mM
aminooxiacetato . ... ... 1.0 mM
NADH ..., 0.15mM *
L-glutamina . ... ... 10.0 mM
Extracto 0.05 ml

La reaccion se inicia con la adicion de la L-glutamina.

4.6.3. Actividad glutamato deshidrogenasa.
La actividad glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2) se determin6 segun el
procedimiento de Groat y Vance, (1981); Singh y Srivastava, (1986). La mezcla de

reaccion contiene, en 1 ml de volumen total: -

Tampon fosfato potasico pH7.5 ........ 50.0 mM

o-cetoglutarato.............cccoeeeeeviennnn 2.5 mM
NADH ..ot 0.15mM
EXtracto.......cccoooeviiiviiiiieeeiee e 0.05 ml

La reaccion se inicia con la adicién de la o-cetoglutarato

4.7. Actividad Rubisco
a) Preparacion de extractos
La actividad ribulosa 1.5 difosfato carboxilasa (E.C.4.1.1.39) se determind

mediante la incorporacion de '“C en productos acidos estables (Lorimer ef al.,
P p
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1977).

La extraccion se realizd segun la metodologia descrita por Keys y Parry
(1990), a partir de 0.3g de peso fresco conservado en N2 liquido. Se afiadieron 3
ml de tampén bicina-KOH pH 7.8 adicionado de 10 mM MgCl>:6H20, Na;EDTA
1 mM, DTT 5 mM, y 2% (P/V). El extracto se filtré por 2 capas de gasa y se
centrifugd a 17.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante resultante se empleaba
para el estudio de la actividad enzimatica y para la determinacion de proteina. Para
asegurar una mayor exactitud, todos las disoluciones, excepto la de NaH”COs,
deben estar exentas de CO2. Los tampones deben ser preparados usando agua libre
de CO: para disolver el compnente acido. Después se desgasifica la solucion con
N> durante 10 min y antes de ajustar el pH con NaOH libre de CO2. Cualquier

carbono inorganico contaminante causara una infraestimacion de la actividad.

b) Valoracion de la actividad enzimatica 7

La reaccion se realizé en la camara del electrodo de oxige'no, en el cual se
preparaba el medio de ensayo, se burbujeaba con nitrogeno durante la adicion del
tampdn y MgCl,, pero nunca durante la adicion del NaH"“CO;, ya que puede tener
lugar una pérdida de CO2 que provocaria un pequefio desplazamiento del pH.

La reaccion se llevo a cabo a 30°C, basicamente segin el método descrito
por Vu et al. (1984) con ligeras modificaciones. El medio de ensayo (1 ml) estaba
compuesto por: 100 mM bicina pH 8.2, 20 mM MgClz, 0.1 mM Na;-EDTA, 5 mM
DTT, 20 mM NaH"*CO:s (0.5 Ci.mol", ICN, Biomedicals, Inc.) y 0.5 mM ribulosa
bifosfato (RuBP) (Sigma). La diédlucién de RuBP se prepara disolviendo la sal
tetrasddica en agua; esta disolucién tiene normalmente un pH cercano a 6.5 y
puede almacenarse indefinidamente a —25°C. La RuBP debe afiadirse justo antes de
iniciar la reaccién con el enzima debido a su inestabilidad a pH mayor que 7 (Keys
y Parry, 1990).

La actividad inicial se determin tras la adicion del extracto enzimatico (30

ul/ml ensayo) a la mezcla de reaccion. La actividad total se determind incubando 5
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min. el extracto enzimatico en el medio de reaccion que contenia el sustrato RuBP.
Paralelamente, se realizaron ensayos en los cuales se habia sustituido la RuBP por
agua destilada, para restar el CO, incorporada, y descontar la participacion de
alguna otra carboxilasa activa en el extracto crudo. La reaccion finalizé al cabo de
45 segundos, tomando una alicuota de 200 pul y afiadiéndola a un volumen
equivalente de 6 N HCI.

Las muestras acidificadas se evaporaron hasta sequedad en una estufa de
ventilacién a 45°C para liberar el NaH'“COs no incorporado a acidos estables
durante el ensayo. La mintscula pastilla se resuspendi6 en 0.2 ml de agua destilada
y se mezcl6 con 1.8 ml de liquido de centelleo para muestras liquidas (CoKtail T
Scintran, BDH) para medirlos posteriormente por espectrometri; de contaje de
centelleo TRI-CARB 2000 CA (Packard Instruments Company Inc. USA), durante
5 min.

La actividad total del enzima representa la maxima actividad susceptible de
activacion y segiin esta influenciada por el nivel de inhibidores de union fuerte en la
hoja. La actividad total no incluye los puntos cataliticos que contienen el inhibidor
nocturno, carboxiarabinitol-1-P. La actividad inicial, ademas, esta afectada por el
estado de activacion (Seeman y Kobza, 1988), y representa la actividad saturada
por sustrato "in vivo" (Sharkey et ai., 1986), tal y como esta afectada por los
diferentes mecanismos reguladores. E! proceso de activacion implica una reaccion
reversible del CO2 con un residuo de lisina en el sitio catalitico de la subunidad
grande del enzima para formar un grupo carbonado (Anderson , 1981). El estado
de activacion, representa el estado de carboxilacién de los centros cataliticos ‘que
no tienen ningun inhibidor unido a ellos (Kobza y Seeman, 1989). El estado de
activacion se expresa como:

Estado de activacion = (Actividad inicial / Actividad total) x 100

El calculo de la actividad Rubisco se realiza segin la siguiente ecuacion:
Actividad (pmoles COz - h™) = Vti - cpm/ Va - 1pCi/ 2.2 10" cpm - 1/ Ve - 3600
s/t-hora- 1 umoles CO2/0.5 pCi
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Donde:

Cpm = niimero de particulas detectadas por minuto por un dispositivo de deteccion
Vti = Volumen total de incubacion

Va = Volumen de la alicuota tomada para el contaje en el espectrometro de contaje
de centelleo

Ve = Volumen de extracto empleado en el ensayo

T =tiempo de reaccion (45 s)

pumoles CO2 0.5 uCi = Actividad especifica en el ensayo

4.8. Determinaciones analiticas.
4.8.1. Determinacion de proteina soluble.
a) Método Lowry

El contenido de proteinas de las bacterias y bacteroides se determind
siguiendo el método de Lowry et al., (1951) con las modificaciones introducidas
por Markwell et al., (1978).

A alicuotas de 50 pl de miuestra se adicionan 950 yl NaOH 0.4 Ny 3 ml de
reactivo A. Se agita e incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Posteriormente, se adiciona 0.3 ml de reactivo de Folin-Cicolteau (reactivo de
fenol) diluido 1:1 en agua destilada y se incuba a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se lee la absorbancia a 660 nm.

El reactivo A contiene 100 partes de reactivo B y una de reactivo C.

El reactivo B consta de':

2.0% (P/V) de NaxCOs

0.4% (P/V) de NaOH

0.16% (P/V) de tartrato sodico potasico
1.0% (p/V) de dodecilsulfato soédico (SDS)

El reactivo C contiene 4.0% de CuSQO4-5H20
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b) Método Bradford.

Este método esta basado en la unién del azul brillante de Coomassie G-250
a las proteinas. Se utilizo para la determinacién de las proteinas solubles en nédulo,
hoja, radicula, asi como en citosol bacteroidal.

Se utilizaron alicuotas de 0.1 ml convenientemente diluidas para que
contengan entre 10 y 50 mg de proteina, a las que se afiadid 5 ml de reactivo
Bradford y tras agitar se midi6 la absorbancia a 595 nm después de 2 min. y antes
de 1h. El calculo de la concentracién de proteinas, independientemente del
método utilizado, se realizd por comparacion con una curva patron de

seroalbimina bovina (Merk, fraccion V).

4.8.2. Determinacién de prolina.

a) Preparacion de los extractos de bacterias: Las células crecieron en 100 ml de
medio YEM a 28°C y en agitacion a 170 rpm, hasta una densidad de 10°
células/ml. Para la extraccion del material hidrosoluble de las células se siguio el
protocolo descrito por Prusiner er al. (1979). Las células e recuperaron
centrifugando a 15.000 g durante 10 min. Estas se lavan dos veces con una
solucién salina a 0.85%. El sedimento se resuspende en etanol al 70 %, la
extraccidn transcurre en agitacion a temperatura ambiente durante una hora.
Transcurrido este tiempo, los restos celulares se eliminarqn por centrifugacion a
20.000 g durante 20 min. El sobrenadante obtenido se utilizé para la determinacién

del contenido en prolina y aminoacidos.

b) Preparacion de extractos vegetales: La extraccion del material hidrosoluble
procedente de hojas, raices, nodulos y radiculas de semillas germinadas se llevo a
cabo por el método de Irigoyen et al. (1992), utilizando como medio de extraccién
el etanot al 96% y 70%.

En hojas, el solvente utilizado como medio de extraccion fue la mezcla

etanol-cloroformo-agua (ECA) en la proporcién 12:5:1 de acuerdo con Tully ef al.
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(1979), con la relacion peso fresco de muestra/volumen de medio de 1/10. Tras la
maceracion se centrifugd a 5500 rpm durante 10 min y el sobrenadante obtenido se
utilizo como extracto crudo para la determinacion de prolina. El sobrenadante
obtenido se le afiade 1.5 ml de agua destilada y 1 ml de triclorometano, se agita y
se deja en reposo hasta la aparicion de dos fases, una transparente y otra verde. La
fase transparente se utiliza para la determinacion de la prolina. Se utilizaron
alicuotas de 0.5 a 2 ml de extracto crudo, a las que se les adicioné 1.5 ml de
ninhidrina, preparada 2.5% (P/V) en una solucion formada por acido acético
glacial al 60% (V/V) y écido fosforico al 40% (V/V), 1.5 ml de acido acético
glacial. Esta mezcla se hierve durante 60 min, la reaccion se detiene con hielo y a
continuacion se afiaden 2 ml de benzeno, se agita fuertemente y la fase superior se
utiliza para medir la absorbancia a 520 nm. Se utilizé un blanco con agua destilada.
Para el calculo de la concentracién de prolina se prepard, siguiendo el

mismo procedimiento, una curva patrén con prolina (Sigma) en cantidades

comprendidas entre 0.25 y 5 mg.

4.8.3. Determinacion de glutamato.

Se emple6 el método descrito por Bergensen (1982) basado en que
desplazando el equilibrio de la reaccién a la derecha, atrapando el 4cido ceto con la
hidrazina, usando NAD en exceso y un medio de reaccion alcalino (pH 9), el
glutamato puede ser oxidador cuantitativamente a 2-oxoglutarato.

L-glutamato + NAD" + H20------2-oxoglutarato + NADH + NH,

Las células de rhizobia se cultivaron y aislaron siguiendo laxmetodologia de
Prusiner ef al. (1972) como se describe en el apartado 4.7. ‘Después de su
obtencion se procedio a la precipitacion de proteinas de los extractos por adicion
del acido tricloroacetico (TCA) hasta el 5%, dejandolo actuar 3 horas a 4°C. El
precipitado obtenido se elimind por centrifugacion a 10.000 g durante 10 min. El

sobrenadante resultante se neutralizo con KOH previo su utilizacién como extracto

enzimatico.
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El ensayo se llevg a cabo en un volumen final
reaccion que contenia:

Tampon glicina-hidrazina PH _ 300/250 mM

NAD. . ceeeetetreme 1.6 mM
ADP et 1.0 mM
GDH o 45U ml?

espectrofotdmetro termostatizado

reactivos de la mezcla salvo la enzima, Ia glutamato deshidrogenasa .

El contenido en glutamato expresado en
segun las expresiones:

AEmum=
AEcontml=
AE= AEmuestra - AEccntrol

EINAD" y hidrazina forman yp compuesto

que absorbe considerablemente a 340
nm.

4.8.4, Determinaci(’)n de aziicares solubles totales.

in, tras los cuales se enfriaron rapj

hielo. 1.a absorbancia debida al color

verde desarrollado se midio a 620 nm.

La curva patron se prepard del mismo modo a partir de concentraciones
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conocidas de glucosa y un blanco con 1 ml de agua destilada. La concentracion de

azucares se expreso en miligramos de glucosa por gramo de peso fresco de la

muestra.

4.8.5. Determinacion de aminoacidos libres.
El contenido en aminoacidos libres se determiné en los extractos obtenidos
en el apartado 4.8.2 siguiendo el método de Yemm y Cocking (1955).

A alicuotas de 0.5 ml de muestra se adicionan 1.5 m! de ninhidrina
preparada al 2% (P/V) en una solucion formada por tampén citrato 0.2 M, pH 5, y
etilenglicol monometileter. Se agita y se hierve en bafio maria durante 15 min. A
continuacion se detiene la reaccion con hielo y se afiaden 5 ml de isopropanol al 50
%. Se lee la absorbancia a 570 nm.

Como referencia se construyé una curva patron a partir de glutamina
(Sigma). El contenido en aminoacidos se expreso en miligramos de glutamina por

gramo de peso fresco de la muestra.

4.8.6. Determinacion de malato.

La malato deshidrogenasa (MDH) cataliza la oxidacién de L-malato a

oxalacetato en presencia de NAD' segun la siguiente reaccion:
L-malato + NAD" <------> oxalato + NADH + H'

El equilibrio de esta reaccion éstﬁ normalmente desplazado a la izquierda,
sin embargo, se puede cambiar la direccién a favor de una formacién de NADH,
siempre y cuando se eliminen los productos finales de la reaccion, en definitiva,
cuando se elemina el oxalacetato y ios hidrogeniones resultantes de la catalisis.
Este método ha sido disefiado de manera que utiliza un medio alcalino con objeto
de que "amortigiie" (decrezca) la concentracion de hidrogeniones producidos y

ademas el oxalacetato resultante sea retirado por formaciéon de derivados de la
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hidrazona. Estos factores permiten poder realizar una medida cuantitativa de
malato por el incremento en la absorbancia, debido a la formacién de NADH y que
es posible detectar espectrofotométricamente a 340 nm.

Para la determinacion del contenido de malato en el citosol nodular, se
utilizaron los mismos extractos que los obtenidos para la determinaciéon de MDH y
PEPC, preparados como se indica en el apartado 5.3.1. Inmediatamente después de
su obtencién y previo a la valoracion de los aziicares se procedié a la precipitacion
de proteinas de los extractos mediante 1a adicion TCA hasta el 5%, dejandolo
actuar 3 horas a 4°C. Posteriormente, el precipitado se retird por centrifugacion a
10.000 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue neutralizado con KOH al objeto
de que la actividad enzimética no se viese alterada por su adicion.

El ensayo se realiz6 a 30°C, siendo la mezcla de reaccién 1 ml (variando en
funcion del volumen de extracto utilizado) de:

Tampon hidrazina/glicina-KOH pH 9.5 _ 400/500 mM

NAD 80mg/ml___........ .. 100 pl
MDH 15 mg/ml (780 w/img) .............................. 100 pl
L-malato estandar 10mM . e 100 pl

La reaccion se inici6 con la adicion del extracto a la mezcla de reaccion.
Tras agitar fuertemente, se midi el aumento de absorbancia a 340 nm durante un
tiempo de 20 minutos donde la curva ya alcanzaba la fase estacionaria. Las lecturas
de absorbancia se realizaron a intervalos de 30 segundos en un es;;ectrofotémetro
Shimadzu termostatizado a 30°C. V

Una vez conocida la absorbancia maxima correspondiente a un patron de
concentracion conocida de malato, para el calculo de la concentracion de malato
de cada una de las muestras, simplemente se procedi6 a extrapolar la media de las
absorbancias maximas de cada una de ellas con la del patron. La cantidad de

malato se expreso en mg de malato por gramo de peso fresco.
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4.8.7. Determinacién de clorofilas totales. *

El material fresco se macerd en un mortero a 4°C para evitar la
degradacién de los pigmentos. La extraccion se realizd con acetona al 80% hasta
un volumen de 5 ml de extracto. A continuacién se centrifugé a 15.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, obteniéndose un sobrenadante en el que se hallaban las
clorofilas

La determinacion del contenido en clorofilas, se efectué6 mediante
espectrofotometria , calculando la absorbancia (A) a diferentes longitudes de onda.

La ecuacion utilizada para la cuantificacién de la concentracién total de

clorofilas (C.+) de los extractos fue la descrita por Lichtentaler (1987).

Ca=12.25 A¢s32- 2.79 Assss
Cb=21.50 Assss - 5.10 Ass32
Cab=7.15 Ass32 + 18.71 Asscs

4.8.8. Determinacion de nutrientes en parte aérea y raiz. ,
El material seco y molido (polvo fino y homogéneo) se sometié a un
proceso de mineralizacién por via himeda, siguiendo la técnica propuesta por
Peach y Tracey (1956) descrita por Lachica et al. (1973).
a) Determinacion de nitrogeno.
El nitrégeno se valor6 por el método de Kjeidahl, utilizando el sistema de
Bouat (Bouat y Groucet, 1965), basado en la valoracién del NH; formado al
reaccionar el mineralizado con NaOH. El arrastre del vapor de amoniaco se lleva a
cabo por corriente de aire, lo que permite ademas vaciar el contenido del matraz
colector una vez finalizada la valoracién de cada muestra. Las medidas se
realizaron en un espectrofotometro de absorcién molecular Beckman-25. Los

. -1
valores se expresaron finalmente en mg N planta’ y como en el caso del

crecimiento se calculd la tasa de adquisicion de N, expresada en mg N planta™
dia™.
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b) Determinacion de potasio.

Se realizb6 por fotometria de llama, utilizando un fotémetro de llama
Corning 400. Esta técnica se basa en las radiaciones que emite un determinado
elemento, estimulado térmicamente, cuando vuelve a su estado inicial. Estas
radiaciones se deben a que algunos de sus electrones Ppasan a un nivel energético
superior, liberando esta energia en forma de radiacién cuando vuelve a su 6rbita
usual. La intensidad de radiacién emitida es proporcional a la concentracién del

elemento en el material.

El calculo de 1a concentracién de potasio se basé en una curva patrdon
realizada con concentraciones conocidas de potasio.

¢) Determinacién de calcio y magnesio.

Estos elementos se han determinado por espectrofotometria de absorcion
atomica, utilizando las lineas 4224 A (Ca) y 2852 A (Mg) con llama oxidante aire-
acetileno. Esta técnica se basa en la propiedad que tienen los atomos que se

encuentran en su estado elemental de captar una radiacion de frecuencia

determinada. El 4tomo pasara por diferepte niveles energéticos, segin la frecuencia
del foton que absorbe. '

La determinacién de magnesio se realiza directamente sobre el

mineralizado, pero Para el calcio debe adicionarse lantano, debido a que puede

formar compuestos, dificilmente atomizables en la llzma, que pueden interferir por

Sus caracteristicas refractarias.

Las lecturas de ambos macronutrientes se realizan directamente en un
espectrofotometro de absorcion atomica Perkin-Elmer 1100 B.

6. Presentacién Yy estudio estadistico de los resultados.

En los cuatro tipos de experimentos con plantas se utilizd un disefio
completamente al azar, distribuyendo las macetas de cada tratamiento siempre de

forma totalmente aleatoria por la superficie de la mesa de cultivo. Los
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experimentos fueron repetidos al menos una vez, considerandose los valores mas
representativos. Los datos originales asi obtenidos se sometieron a un analisis
estadistico, asistido por ordenador con la ayuda del programa Statgraphics version
5 (STSC Inc., Rockville, Maryland, U.S.A.) consistente en:

- Anélisis de la varianza con una o dos entradas.

- Test de minimas diferencias significativas (MDS) entre medias

- Coeficientes de correlacion simple entre variables

Los resultados se presentan en graficas, diagramas de barras o histogramas

y tablas de medias.
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L. Caracterizacion de la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri en condiciones de
salinidad.

L.1. Perfil de lipopolisacaridos (LPS).

Como tras las primeras pruebas parecia que los cambios del perfil estaban
presentes en la zona de mayor mobilidad, el estudio posterior se llevé a cabo
empleando geles de poliacrilamida al 17.5 %. La zona de interés corresponde al
LPSI de Mesorhizobium. Los cambios detectados en la zona del LPSII no han sido
consistentes. Cuando se estudian los geles a simple vista la informacion que se puede
obtener es muy escasa, excepto en el caso de que alguna banda prominente aparezca
o desaparezca. Por ello nos ha parecido adecuado densitometrar los geles y
cuantificar las bandas. Los resultados permiten comprobar una secuencia de cambios
en los LPS. La técnica tiene una limitacion, y es que solo identifica las especies de
LPS por su movilidad: no podemos asegurar que la banda 1 a 0 mM NaCl sea el
mismo que la molécula de la banda 1 a 600 mM NaCl, aunque tengan la misma
movilidad 0 muy parecida. De hecho, el rango de movilidades posibles es muy
estrecho, estan todos muy juntos y es muy dificil resolverlos mas. A pesar de estas
restriccion es posible identificar cambios notables entre las bandas. Por consiguiente,
el rango de variaciones de los LPS que presentamos es un minimo.

Enla cepa Ch-191 la banda mas lenta, banda 4 del LPSI que es mayoritaria o
*nuy abundante en las bacterias cultivadas sin sal, desaparece al aumentar la
concentracion salina. Esta desaparicion es muy clara y reproducible. La disminucién
mas grande ocurre en cuanto se pone sal al medio de cultivo.

Aparecen unas bandas, 2 y 3 de mobnhdad intermedia. Estas bandas no se
detectan en ausencia de sal, u su proporcidn relativa parece ser también dependiente
de la cantidad de cloruro sédico en ¢l medio.

Lo mas aventurado de contar es el destino de la prirzera banda mayoritaria, la
banda 1: podria permanecer, aunque disminuyendo su porcentaje al aumentar la
salinidad. Pero también de los densitometrados podria deducirse que la banda 1 de
las bacterias crecidas sin sal se ve sustituida por otra banda, mayoritaria, de

movilidad algo menor y que podemos resolveradecuadamente con este sistema. El
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"lomo" delantero de los picos correspondientes a la cepa Ch-191 crecida en
presencia de sal, parece disminuir al aumentar la sal en el medio. Ademas de estos
cambios importantes hay una serie de modificaciones en las bandas minoritarias. Las
bandas mas rapidas son de dificil interpretacion, ya que coinciden con el frente y

pueden estar mas sujetas a artefactos.

1.2. Patrén electroforético de proteinas.

El patron electroforético de proteinas de Mesorhizobium ciceri de 1a cepa Ch-
191 en ausencia y presencia de los tratamientos de salinidad puede ser observado en
la figura 1.1. Los densitogramas y el gel evidencian la presencia de al menos 30
polipéptidos en las bacterias control (segundo carril de la figura 1.1) cuyos pesos
moleculares oscilan entre 48 y 247 kd.

El analisis comparativo de los carriles y los densitogramas revela que hasta
200 mM de tratamiento s;ilino no se observaron alteraciones en el perfil de proteinas
(Fig. 1.y). La concentraciéon salina de 300 mM en el medio de cultivo afectd
notablemente a numerosos polipéptidos de Rhizobium. Asi se observd un aumento

en la intensidad de las bandas pclipeptidicas correspondientes a 156 y 161 kd.
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Figura 1.8. Densitograma del perfil de lipopolisacaridos de la cepa Ch 191 de
Mesorhizobium ciceri crecida en presencia de diferentes concentraciones de NaCl.
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Figura 1.7. Perfil de lipopolisacaridos en SDS-PAGE de la cepa Ch 191 de
Mesorhizobium ciceri crecida en presencia de diferentes concentraciones de NaCl.
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Figura 1.1. Patrén electroforético de proteinas citosélicas totales, en SDS-PAGE,
de la cepa Ch 191 de Mesorhizobium ciceri crecida en presencia de diferentes
concentraciones de NaCl.
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NaCl, 0 mM
pico mm Area % drea
1 54,2 1609 50,6
2 NA
3 NA
4 70,3 1534 48,2
5 94,8 37 1,2
NaCl, 100 mM
pico mm Area % drea
1 55,6 1191 46,9
2 NA
3 64,8 669 26,3
4 70,8 189 7,4
5 102,9 490 19,3
NaCl, 200 mM
pico mm Area % drea
1 55,6 2125 40,1
2 62,4 871 16,5
3 66,0 1036 19,5
4 70,3 630 11,9
5 105,3 640 11,9
NaCl, 300 mM
pico mm Area % drea
1 55,8 2037 43,2
2 61,7 651 13,8
3 64,6 931 19,7
4 70,0 397 8,4
5 104,9 702 14,9
NaCl, 400 mM
pico mm drea % drea
1 56,6 1748 44,9
2+3 62,3 1393 35,8
4 70,2 258 6,6
5 107,8 493 12,7
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2. Germinacién de diferentes variedades de Cicer arietinum en condiciones de

estrés salino.
2.1. Tolerancia al NaCl de diez variedades de Cicer arietinum: Parimetros de
germinacion.

Se utilizaron diez variedades de garbanzo cuya procedencia vy
caracteristica se mostraron en la tabla 2 de Material y Métodos. La germinacion es
un periodo critico para los cultivos, y puede estar afectada por el estrés salino
retardando o inhibiendo el proceso. En este experimento se pretende conocer la
respuesta de la germinacion de los diferentes cultivares de Cicer arietinum en
condiciones de salinidad como, “screening” previo en la seleccion de cultivares
para posteriores estudios.

Se han determinado cuatro parametros de germinacion seleccionados en
base a la bibliografia consultada. El primero de ellos es la Precocidad de
germinacién (PG) que se define como el porcentaje de semillas germinadas a las
24 h de siembra; el segundo viene determinado por el Porcentaje de germinacion
(% G) en el se indica el namero de semillas germinadas respecto al total de
semillas en base a 100; la Tasa de germinacién (TG) es el tercer parametro
considerado y representa la suma del nimero de semillas germinadas en un
tiempo determinado dividido por el numero de horas transcurridos desde la
imbibicion ajustada en base a 100 semillas, y por ultimo se estudio el indice de
germinacion (GRI) que viene condicionado por el porcentaje de germinacion a las
48 y 96 horas después de la siembra. _

La germinacion de las distintas variedades de semillas de Cicer arietinum
presentaron un amplio rango de respuestas. En general todas las semillas
mostraron elevados porcentajes de germinacion (tabla 2.1) en agua destilada
excepto el cv Nacional que exhibié un 66% frente al 80-100% que mostraba el
resto del elenco de cultivares ensayados. Este parametro se vio apenas alterado
con 50 mM en todos los cultivares. En Castellano alhama, Gulavi y Lechoso el

porcentaje de germinacion se reduce con 100 mM, a un 58, 46 y 375 %
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% Germinacién
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Figura 2.1. Porcentaje de germinacion y precocidad de germinacion, en tanto por
ciento, en 10 cultivares de Cicer arietinum a los 5 dias de germinacion.
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Tasa Germinacion
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Figura 2.2. Tasa de germinacion e Indice de germinacién (GRI), en tanto por
ciento, en 10 cultivares de Cicer arietinum a los cinco dias de germinacion.
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respectivamente, mientras que en los demas cultivares este factor no se afecta
significativamente con esta dosis de sal. Se observa casi un 50% de reduccion de
semillas germinadas en 100 mM de NaCl en los cultivares Gulavi, Lechoso y
Castellano Alhama. La tasa final de germinacion en presencia de 150 mM en
Pedrosillano, Sirio, ILC1919, Alhama, Mejicano y Castellano garbanzilla presenta
poca variabilidad respecto al control (porcentajes por encima del 80%) lo que
explicaria que los valores no revelaron diferencias significativas respecto a las
semillas germinadas en agua destilada. El cultivar ILC1919 destaca por presentar
un porcentaje de germinacion optimé (100%) en todos los tratamientos, 1nc1u1do
él mas alto, 200 mM de NaCl. S
Los datos relacionados con la Precocidad de germinacion (tabla 2.2) se

expresan en tasa de semillas germinadas en cajas petri. En agua destilada
(Control) la tasa de las primeras semillas germinadas, 24h después de la siembra,
de los cultivares Sirio, Lechoso y Castellano garbanzilla es elevada, 70, 62.5 42.5
respectivamente. La precocidad de germinacion es maéxima en el cultivar
Pedrosillano (100%). Los cultivares Gulavi, ILC1919, Alhama, Castellano

alhama, Nacional y Mejicano presentan una menor Precocidad de germinacion
' puesto que el maximo porcentaje de germinacion se alcanza a los 48h de siembra
(datos no mostrados).
En presencia de sal, la precocidad a germinar de las semillas se reduce
significativamente. En Pedrosillano, la respuesta de las semillas a 50 mM es
significativamente mas baja (92.5); el descenso es drastico con las dosis més altas
de sal, 2.5, 2.5 y 0% con 100, 150 y 200 mM respectivamente. En sirio, Lechoso y

Castellano garbanzilla la precocidad se reduce un 60, 95, y 98% con 50 mM
respecto al control.
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Tabla 2.2: Precocidad de germinacién en porcentaje en semillas de Cicer arietinum
tratados con cinco dosis de NaCl a las 24 horas de germinacion.

Dosis de NaCl
Cultivar
0mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM

Pedrosillano 100 92.5 2.5 2.5 0
Sirio 70 375 5 0 0
Gulavi 0 0 0 0 0
Lechoso 62.5 5 0 0 0
ILC1919 17.5 0 0 0 0
Alhama 0 0 0 0 0
Castellano alhama 2.5 0 0 0 0
Nacional 17.5 0 0 0 0
Megjicano 5 15 0 0 0
Castellano garbanzilla 425 2.5 0 0 0

MDS (0.05) 6.2

Tabla 2.1: Porcentaje de germinacion en % en semillas de Cicer arietinum tratados con
cinco dosis de NaCl a los cinco dias de germinacion.

Dosis de NaCl
Cultivar
) 0 mM 50 mM 100 mM 150mM 200 mM
Pedrosillano 100 100 95 975 85
Sirio 875 100 95 92.5 1.25
Gulavi 97.5 90 52.5 225 5
Lechoso 100 87.5 62.5 275 7.5
ILC1919 100 100 100 100 100
Alhama 100 100 90 90 75
Castellano alhama 100 - 175 42.5 10 0
Nacional ' 66 70 52.5 2.5 25
Mejicano 80 825 82.5 82.5 65
Castellano garbanzilla 87.5 100 90 82.5 67.5
MDS (0.05) 13.5
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Tabla 2.3: Tasa de germinacion en porcentaje en semillas de diez cultivares de Cicer
arietinum tratados con cinco dosis de NaCl a los cinco dias de germinacion.

Dosis de NaCl
Cultivar
O0mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
Pedrosillano 100 96.3 479 47.1 31.9
Sirio 83.8 67.9 47.7 40.1 0.40
Gulavi 313 421 20.6 9.2 2.5
Lechoso 81.3 45.0 31.3 13.8 29
ILC1919 58.8 50.0 49.2 49.2 45.8
Alhama 49.6 475 40.2 38.5 31.0
Castellano alhama 50.4 358 17.1 2.5 0
Nacional 41.6 30.8 229 0.80 1.3
Mejicano 399 47.1 38.8 38.8 254
Castellano garbanzilla 65.0 49.2 38.8 33.9 23.8
MDS (0.05) 55

El efecto que el estrés salino ejerce en el Porcentaje de germinacidn
muestra que 50 mM no afecta el proceso, excepto en el cultivar Castellano alhama
que exhibe una reduccion del 25%, pero en el resto de los cultivares el Porcentaje
de germinacioén se mantiene (Pedrosillano, Alharﬁa, ILC1919) o sufre reducciones
(Gulavi, Lechoso, Nacional) o incrementos (Castellano garbanzilla, Sirio,
Nacional, Mejicano) no significativos. La aplicacién de un estrés salino mas
severo (100 y 150 mM) permite observar cultivares que mantienen un porcentaje
de germinacion adecuados en estas dosis de NaCl sin reducciones drasticas tal es
el caso de Pedrosillano, Sirio, ILC1919, Alhama, Mejicano y Castellano
‘gabanzilla, mientras que en el resto de cultivares ensayados, -cuando la dosis al
100 mM reduce el porcentaje de germinacion al 50% con 150 mM la caida de este
parametro es atin mayor. Con el estrés maximo experimentado (200 mM), se
evidencia que existen variedades de garbanzo con un proceso de germinacion
tolerante a la salinidad como Pedrosillano, ILC1919, Alhama y Castellano
garbanzilla, pues obtienen porcentajes de germinacion que oscilan entre el 65-100
%. Se ponen de manifiesto inhibiciones de la germinacién con 200 mM totales

para Casteliano alhama o casi iotales (Sirio, Gulavi y Nacional). Enla figura 22y
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tabla 2.3 se recoge los valores obtenidos para la Tasa de germinacion de las diez
cultivares. Tal como se ha definido al inicio, el maximo valor que se puede
alcanzar en este parametro es 100, lo que implicaria que todas las semillas
germinan en el primer dia de germinacion, segun este dato hay un grupo de
semillas que exhiben una Tasa de germinacion superior a 50, destacdndose
Pedrosillano, con 100 y Sirio y Lechoso con algo mas de 80 y Castellano alhama,
ILC1919 y Castellano garbanzilla estarian en otro grupo con tasas de germinacion
inferior a 50 en los tratamientos control. El estrés salino induce efectos negativos
que son mas aparentes en determinados cultivares. Asi, con 50 mM no varia
significativamente este parametro en los cultivares Pedrosillano, ILC1919, y
Castellano alhama, incrementa un 20-30% en Gulavi y Mejicano, y disminuye
alrededor del 25% en Castellano garbanzilla, Nacional, y Sirio, y un 50 % en
Lechoso. Sin embargo, con 100 mM se observan reducciones generalizadas del 50
% o mas en todos los cultivares estudiados excepto en ILC1919, Alhama y
Mejicano. Este mismo comportamiento podria describirse con dosis de sal
superior (150 y 200 mM); De hecho con la dosis de 200 mM, la velocidad de
germinacion se reduce a niveles inferiores, mas del 95 % respecto al control, en
los cultivares Sirio, Gulavi, Lechoso, Castellano alhama y Nacional y en el resto
de ellos la velocidad de germinacién oscila entre 45.8 obtenido para el cultivar

ILC1919 y 23.8 para Castellano garbanzilla.

El anlisis del Indice de germinacién (tabla 2.4 y figura 2.3) lleva a

considerar que existen cultivares que no se afectan por la salinidad como ILC1919

Yy Mejicano que obtiene variaciones en los indices de germinacion con las distintas
dosis de NaCl no significativos excepto con el nivel mas elevado (200 mM). Otros
cultivares en los cuales la sal favorece el aumento del Indice de germinacion, son
Pedrosillano y Sirio cuyo maximo se obtiene con 106 mM o el caso de Gulavi,
Lechoso y Castellano garbanzilla, que se obtiene con 50 mM de NaCl. En estos
cultivares también se evidencia que cantidades superiores de sal conducen a una

disminucion discreta del indice de germinacién, Pedrosillano y Castellano
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garbanzilla, o drastica como ocurre en Sirio, Gulavi, Lechoso y Nacional. Por
ultimo, existen otros cultivares en los cuales el maximo Indice de germinacion se
obtiene en el tratamiento control, es el caso de los cultivares Alhama y Castellano
alhama y por tanto con la salinidad se produce una caida del indice de
germinacioén que es proporcional y significativo con la dosis de NaCl, y mas
evidente en Castellano Alhama que en cultivar Alhama. B

En el analisis de la varianza se aprecia que hay variacién en los efectos
principales de los diez cultivares y de las cinco concentraciones de sal y estas

diferencias fueron altamente significativas (P< 0.01).

Tabla 2.4: Indice de Germinacién (GRI) en porcentaje en semillas de Cicer arietinum
tratados con cinco dosis de NaCl a los cinco dias de germinacion.

Dosis de NaCl
Cultivar
0 mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
Pedrosillano 0 3.75 43.75 38.75 16.88
Sirio 13.75 28.75 39.38 28.75 0
Gulavi i 26.25 38.75 15.63 50 2.5
Lechoso 18.75 37.50 31.25 13.75 1.25
ILC1919 41.25 50.0 47.5 475 37.5
Alhama 48.75 42.50 3438 29.38 21.88
Castellano alhama 43.75 32.50 8.75 2.50 0.0
Nacional 23.75 22.50 16.25 0.0 1.25
Mejicano 34.38 28.75 38.75 38.75 16.25
Castellano garbanzilla 225 425 33.75 23.75 8.75
MDS (0.05) 7.46

Al considerar todos los parametros de germinacion estudiados se podria
proponer que existen tres grupos de semillas de garbanzos. El primer grupo estaria
representado por aquellos cultivares cuyas semillas son muy sensibles a la
salinidad en el proceso de germinacion, destacandose las semillas de Sirio,
Gulavi, Lechoso y Nacional, el segundo grupo abarcaria los cultivares que
soportan bien determinados dosis de sal, en este grupo se incluyen las semillas de

Alhama, Mejicano y Castellano garbanzilla y se englobaran en cultivares
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Figura 2.4. Semillas de dos cultivares de Cicer arietinum germinadas en
presencia de diferentes concentraciones de NaCl durante 5 dias.
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sensibles al estrés salino, y por ltimo un cuarto grupo que comprende cultivares
que germinan en presencia de distintas dosis de sal sin sufrir un porcentaje de

inhibicion significativas incluyendo a los cultivares Pedrosillano e ILC1919.

2.2. Fisiologia del proceso de germinacion.

Se procedid6 a conocer diversos aspectos del metabolismo de la
germinacion en los dos cultivares que toleraban mejor el estrés salino ILC1919 y
Pedrosillano. La germinacion se llevo a cabo durante cinco dias, al cabo de los
cuales se estudio en la radicula determinados aspectos relacionados con el
crecimiento, metabolismo nitrogenado y carbonado, y contenido en solutos, entre

otros.

2.2.1. Patrén electroforético de proteinas.

El analisis electroforético de proteinas radicular se llevd a cabo a partir de
radiculas de semillas germinadas de dos cultivares, Pedrosillano y ILC1919. La
separacion electroforética de proteinas totales de la fraccion soluble de las raices
se realizd en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. En el perfil
de proteinas se observa que la diferencia entre los dos cultivares reside en la
presencia de una banda polipeptidica correspondiente a un peso molecular de X
kd en Pedrosillano y su ausencia en el cultivar ILC1919. Hasta los cinco dias de
tratamiento salino no se observaron cambios en el patron electroforético de
proteinas (Fig. 2.5) en ninguno de los dos cultivares en estudio. Hasta 200 mM de
NaCl, méaxima concentracién ensayada los perfiles de proteinas no presentan

alteraciones ninguna.
2.2.2. Analisis de crecimiento.

El crecimiento expresado como peso fresco y seco del hipocétilo y raiz de

garbanzo de los cultivares Pedrosillano y ILC1919, en funcion de la severidad de
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Figura 2.5. Patrén electroforético de proteinas citosélicas totales, en SDS-PAGE,
de radiculas de dos cultivares de Cicer arietinum, germinadas en presencia de
diferentes concentraciones de NaCl.
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los tratamientos se muestra en la tabla 2.5. Los controles de ambas cultivares
presentaron un crecimiento de raiz variable. El tratamiento salino causé una
reduccion paulatina del desarrollo de la raiz y hipocétilo, proporcional al aumento
del estrés, en funcion del cultivar.

Tabla 2.5. Peso fresco raiz (PFR), peso seco raiz (PSR) en g planta ~, contenido
en agua en radicula (CAR) en porcentaje, peso fresco hipocétilo (PFR), peso
seco hipocétilo (PSH) en g planta ™!, contenido en agua en hipocétilo (CAH) en
porcentaje en dos cultivares de Cicer arietinum tratados con cinco dosis de
NaCl a los cinco dias de germinacion.

Cultivar __ NaCl PFR PSR CAR PFH PSH CAH
0 1.43 0.150 8.59 0.99 0.085 10.63

_% 50 1.14 0.120 8.77 0.89 0.089 8.96
@ 100 0.49 0.061 7.21 0.55 0.065 7.60
_g 150 0.25 0.040 5.25 0.13 0.027 4.58
& 200 0.13 0.017 6.84 0.10 0.019 4.37

0 0.70 0.053 12.2 0.78 0.089 171
g\ 50 0.58 0.012 52.0 0.52 0.075 591
O 100 0.57 0.007 79.8 0.44 0.058 6.59
= 150 0.38 0.004 84.2 0.35 0.049 6.20

200 0.19 0.001 189.5 0.14 0.046 2.06
MDS (0.05) 0.17 0.080 24.2 0.10 0.010 1.69

Asi, después de 5 dias de germinacion con 50 mM, los pesos frescos
disminuyeron entre un 10 y 40% (hipocétilo) y un 20% (radiculas); la inhibicion
de estos fue maxima con 200 mM, entre 90 y 80% (hipocétilo) y entre 91 y 70%
(radiculas). Dicha inhibicion fue significativamente mayor en radiculas de
Pedrosillano que en ILC1919. Estos datos parecen indicar que el cultivar
ILC1919 es algo mas tolerante a la salinidad que el cultivar Pedrosillano.

La salinidad en el medio de germinacion, indujo una disminucién
paulatina del contenido hidrico tanto en el hipocétilo como en la radicula del
cultivar Pedrosillano (Fig. 2.3). En cambio, con el incremento de la salinidad en el
medio de germinacion, el contenido en agua (WCR) en ILC1919 aumenta de
manera espectacular, con 200 mM la hidratacion es maxima, el valor de WCR es

16 veces superior al registrado en las radiculas control.
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Figura 2.3. Contenido en aminoacidos, prolina, amonio en umol (g PF)! y

azucares solubles totales en mg (g PF)", en radiculas de dos cultivares de Cicer
arietinum a los 5 dias de germinacion y tratados con cuatro dosis de NaCl.

.-

2.2.3. Contenido en prolina, amino4cidos y aziicares totales solubles.

En la tabla 2.6 se recogen las determinaciones realizadas en radiculas de
cinco dias de germinacion procedentes de semillas no tratadas y tratadas con

cloruro sédico. Una vez homogeneizados las radiculas en el tampon de extraccion

adecuado, las determinaciones se realizaron en el citosol radical.

En la figura 2.4 se exponen los contenidos de prelina en las radiculas de

los cultivares de garbanzo en estudio, Pedrosillano y ILC1919, expresado en
umol (g PF)! y en la tabla 2.6 se indican estos mi

smos detalles y ademas
expresados en mg (g PF)!

. La concentracién en prolina expresada en mg (g PF)’!
aumento en el cultivar Pedrosillano en funcién de las dosis de sal del medio de

germinacion, el incremento maximo fue del doble y se indujo con 150 mM. En
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cambio, la concentracion absoluta de este aminoacido en radiculas del cultivar
ILC1919 se incrementa ligeramente (20%), sol6 con 50 mM. Contrariamente a lo
ocurido en Pedrosillano, los tratamientos salinos elevados provocaron en ILC1919

una disminucion significativa del contenido en prolina.

Tabla 2.6. Contenido en aminoacidos (AA), prolina (prl), azicares totales solubles
(ATS) en radiculas de semillas con cinco dias de germinacion en dos cultivares de
_garbanzo y tratados con cinco dosis de NaCl.

Cultivar NaCl(mM) __AA Prdl ATS NH4 AA __Prl _ ATS NH4

umol (g PF)’ mg (g PF)"

o 0 922 884 5425 116 13.5 1.02 5425 6243
8 50 783 425 6281 8.06 11.5 048 628.1 4335
:sc;; 100 842 994 10170 849 123 1.14 1017. 456.6
-§ 150 46.2 18.04 8239 771 6.8 208 8239 4148
A 200 55.8 101 3170 7.03 8.2 1.16 317.0 3783

0 106.0 747 2624 6.44 155 086 2624 346.7
g 50 1656 893 273.0 6.86 242 103 273.0 3692
6 100 316.1 4.6 3363 6.72 46.2 0.52 336.3 361.7
| = 150 2990 4.2 2877 6.14 43.7 048 287.7 330.1
200 506 4.1 263.5 5.27 7.4 047 2635 2835
MDS (0.05) 23.6 0.5 329 0.46 34 006 329 277

La salinidad incrementa significativamente el nivel de aminoacidos
solubles totales en ILC1919. Asi, con 100 mM de NaCl, el aumento fue algo mas
de 3 veces, sin embargo, en Pedrosillano los tratamientos salinos de 50 y 100 mM
no influyeron en el contenido de los aminoacidos solubles; las concentraciones
salinas de 150 y 200 mM provocaron una disminuciéon de los arhinoécidos
solubles en ambos cultivares.

En la figura 2.4 se exponen los resultados umol (g PF)" relacionados con

| el contenido en azicares totales solubles en la radicula de los dos cultivares en
estudio, y en la tabla 2.6 en la cual se incluye los datos expresados en mg (g PF)".
El mayor contenido en radiculas control correspondi6 al cultivar Pedrosillano
542.5 mg (g PF)!, ILC1919 mostrs un valor menor 262.4 mg (g PF)!. En

Pedrosillano, hubo un incremento espectacular de este parametro con el

90



(

Resultados

tratamiento salino, encontrandose un aumento del 16 y del 52% en radiculas
germinadas con 50 y 150 de NaCl, respectivamente. La concentracion de
aziicares, con 100 mM, llego a duplicarse respecto al control: 1017 mg (g PF)",
una disminucién de un 40% se observé cuando las radiculas se sometieron a 200
mM de NaCl.

La cantidad de azticares totales solubles en el cultivar ILC1919 resulto ser

menos afectado por la salinidad, el incremento de este fue significativa solo con
100 mM de sal en el medio de germinacion.

2.2.4. Contenido en amonio.

En la tabla 2.6 se contempla el contenido de amonio en radiculas,
expresado en umol (g PF)" y en mg (g PF)". En el medio de germinacion, la sal,
incrementa  significativamente la concentracion en amonio en el cultivar
Pedrosillano: 30, 28, 34y 40% en radiculas sometidas a 50, 100, 150 y 200 mM
de NaCl respectivamente. Mientras se observa una suave estimulacién del amonio

en las radiculas de ILC1919 con 50 y 100 mM, 7 y 4% respecto al control. Con
200 mM, el amonio decae significativamente (20%).

2.2.5, Metabolismo del carbono.

En la tabla 2.7 se contemplan las diversas actividades enzimaticas determinadas
en radiculas de los cultivares estudiados, expresadas en pmol (g PF)". Ademas en
la figura 2.4 se exhibe mediante un d'agrama de barras las actividades 6PGDH e
ICDH, en la figura 2.6 las actividades de la PEPC, ADH y en la figura 2.7 las
actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo nitrogenado, GS,
GOGAT y GDH. Como se puede observar en la Fig. 2.5, las radiculas de las
semillas del cultivar Pedrosillano tratadas con 50, 100 y 150 mM de NaCl
presentaron un considerable incremento de la actividad PEPC, la cual fue
respectivamente 1.5, 1.7 y 1.3 veces superior a la actividad detectadas en radiculas
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germinadas en agua destilada. Igualmente, el estrés salino estimul6 la actividad

6PGDH I
80 |

70
604

80

€50
B 100
0150

HMol NADP.q4 (gPF)*

Pedrosillano ILC1919

umol NADPeq (gPF)™!

Pedrosillano ILC1919
Cultivar

Figura 2.5. Actividad 6 fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) e isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) en pmol NADP,4 (g PF)" en radiculas de dos cultivares

de Cicer arietinum a los S dias de germinacion y tratados con cuatro dosis de
NaCl
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respecto a la actividad control.

PEPC en ILC1919, ya que fue 1.3, 1.4 y 1.5 veces mayor con 50, 100 y 150 mM

La aplicacion de 50 mM de NaCl estimulo el patron de actividad de la
MDH (Fig 2.6) un 15% en Pedrosillano, mientras que con 100 y 150 mM los
valores de MDH se mantuvieron estables respecto al control. En radiculas de
ILC1919, la actividad MDH disminuyo significativamente la sal respecto a las de

tratamiento control: 12, 15y 10% respectivamente.
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Figura 2.6. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidroge-
nasa (MDH) y alcohol deshidrogenasa (ADH) en pmol (g PF)" en radiculas de
dos cultivares de Cicer arietinum a los 5 dias de germinacion y tratados con
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La expresion de la actividad ADH en radiculas control presentd una
variabilidad entre los dos cultivares (Fig. x): 16.4 pmol NAD,.q (g PP)! en
Pedrosillano, en el cultivar ILC1919 la actividad registrada fue de 4 veces mas:
69.9 umol NADy.4(g PF)"'. La aplicacion de cloruro sodico, estimuld la actividad
ADH, siendo la magnitud del efecto mas espectacular en Pedrosillano: mas de 3, 4
y 12 veces con 50, 100 y 150 mM respecto al control. En ILC1919, la respuesta
de este pardmetro fue menos llamativa, la maxima actividad ADH registrada fue
con 150 mM: 144.4 uymol NAD,q (g PF)" o sea el doble de actividad presentada

en las radiculas tratadas con agua destilada.

2.5.6. Metabolismo nitrogenade.

Tanto Pedrosillano como ILC1919 mostraron niveles altos de la glutamina
sintasa (GS) en la fraccién citosdlicas de las radiculas germinadas en agua
destilada: 389.2 y 128.4 pmol yGH (g PF)" respectivamente (Fig. 2.6). Con la sal
la GS mostr6 un patrén de actividad enzimatica diferente entre los dos cultivares
en estudio: mientras la GS se inhibe significativamente con el incremento de sal
entre el 90 y 67% en el cultivar Pedrosillano, ILC1919 se afecto positivamente
con el estrés aplicado, con dosis mas elevada (100mM), la activacion observada
fue méxima: mas de 300%.

La NADH-GOGAT (Fig. 2.6) exhibe una estimulacion con 50 mM tanto
en Pedrosillano (274%) como en ILC1919 (27%). Con dosis de sal superiores,
esta actividad resulto drasticamente inhibida en los dos cultivares.

La actividad GDH como NADH-GOGAT de las radiculas mostraron una
actividad enzimatica muy baja respecto a la actividad GS registrada. Al igual que
la GS, se observé una estimulacion de la actividad GDH en el cultivar ILC1919
con 50y 100 mM (47.5% y 100%). Con 150 mM de NaCl la actividad fue optima:
145 % respecto al control. En cambio, en las radiculas de Pedrosillano la salinidad

inhibe fuertemente la actividad GDH (65, 72 y 81 %) con 50, 100 y 150 mM

respectivamente.
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Figura 2.7. Actividad glutamina sintetasa (GS), en pmol y GH (gPF)", glutamato
sintasa (GOGAT) en pmol NADH,, (g PF)! y glutamato deshidrogenasa (GDH)
en pmol NADH,, (gPF)'l,i en radiculas de dos cultivares de Cicer arietinum a los
5 dias de germinacion y tratados con cuatro dosis de NaCl.
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3. Crecimiento y fijacién de nitrogeno en diferentes cultivares de Cicer arietinum.

En este experimento se utilizaron cinco cultivares de Cicer arietinum de los
estudiados en el experimento anterior y seleccionados segun la tolerancia a sal en el
proceso de germinacion. La procedencia de estos cultivares y algunas caracteristicas se
exponen en el apartado de Material y Métodos de esta memoria. Como microsimbionte
se utilizo la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri. Los diferentes cultivares fueron
tratados con cuatro dosis de NaCl (0, 50, 75 y 100 mM). Las plantas se recogieron
siempre tras la aparicion de los botones florales, por lo que los datos proceden de
plantas con igual estado de desarrollo fenolégico, aunque la edad cronolégica puede
ser diferente. El inicio de la etapa reproductora de la planta se censideré como el
periodo en que la simbiosis alcanza su méxima expresion y, por tanto, es adecuado para
llevar a cabo estudios comparativos de fijacion de nitrégeno y otros aspectos del
metabolismo. El sistema de cultivo empleado permitié un desarrollo adecuado de la

planta durante todo el experimento.
3.1. Analisis del crecimiento.

El pesc seco de la parte aérea y raiz se expone en el diagrama de barras de la
figura 3.1. El cultivar Lechoso alcanzé el mayor desarrollo y Pedrosillano el menor
tanto en parte aérea como en raiz. Los otros tres cultivares presentan un crecimiento
intermedio, observandose enel cultivar Gulavi un desarrollo radical superior al resto de
los cultivares ensayados, puesto que en éstos el crecimiento de la parte éérea representa
alrededor del 65% del peso seco total de la planta entera (Fig. 3.2) en Gulavi la parte
aérea constituye el 52% del total de la planta, y el 48% la raiz.

La sal afecta negativamente al crecimiento de las plantas de garbanzo,
observandose reducciones en todos los cultivares y con todas las dosis de sal, excepto
en Gulavi que con 50 mM incrementd un 14% el PSP, y fue espectacular, el

incremento del 50% en parte aérea.
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Figura 3.1. Peso seco de parte aérea y de raiz, expresado en g planta'l, en cinco
cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium
ciceri'y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Figura 3.2. Peso seco de planta total (PSP), expresado en g planta'l, y relacién
raiz/parte aérea (RPA) en cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la
cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde
el inicio del cultivo.
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La sensibilidad a la sal de los distintos organos vegetativos estudiados no sigue
una pauta generalizada en el garbanzo y difiere segin los cultivares, Asi, mientras
Pedrosillano exhibe una mayor sensibilidad a la sal en parte aérea que en raiz (la
inhibicion del crecimiento con 50 mM es del 15% en parte aérea y del 3% en raiz) en
Lechoso es mas sensible la raiz, ya que se reduce su crecimiento el 39%, frente al 23%
en parte aérea a la misma dosis de sal. En dosis superiores de NaCl, el comportamiento
es semejante en ambos cultivares. En otros dos cultivares estudiados, Sirio y Gulavi, la
raiz y la parte aérea presentan una sensibilidad a la sal variable dependiendo de la dosis.
Sin embargo, ILC1919 se muestra como el mas tolerante a la sal, la raiz no se afecta,
pues 50 y 100 mM provocan un incremento del 10% que estadisticamente no es
significativo, y la parte aérea muestra reducciones de hasta el 25% con la maxima dosis
de NaCl ensayada (100 mM).

De los cultivares estudiados, Pedrosillano y ILC1919 se pueden considerar los
mas tolerantes a la salinidad; con 100 mM de NaCl. De estos, ILC1919 responde mejor
pues solo se reduce el crecimiento el 3, 4y 16% con 50, 75 y 100 mM,
respectivamente, mientras que Pedrosillano presenta reducciones mayores, del orden
del 10, 24 y 34% con los mismos niveles de salinidad.

El cultivar més sensible al estrés salino es Sirio, con disminuciones en el
crecimiento del algo mas del 30% con 50 y 75 mM, y del 50% con 100 mM. La
respuesta a la sal por parte de los cultivares Gulavi y Lechoso se puede considerar
intermedia la inhibicion del crecimiento, con 100 mM de NaCl es préximo al 40% y del

30 % con 75 mM.

En el diagrama de barras de la figura 3.2 se pliede observar el peso seco total
por planta de los cinco cultivares de garbanzo estudiados en la parte superior, y la
relacion raiz parte aérea en la inferior. Los valores de esios graficos (Figs. 3.1y 3.2) se
representan agrupando la respuesta de cada cultivar con las dosis de sal, pues asi se
evidencian mejor algunos comentarios anteriores. El cultivar de mayor crecimiento es

Lechoso y el de menor Pedrosillano, y los mas tolerantes a la sa! ILC1919 y
Pedrosillano.
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Tabla 3.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz
(PSR), peso seco de planta (PSP) en g planta™ y relacion raiz
parte aérea (RPA) en cinco cultivares de Cicer arietinum
inoculados con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y
tratadas con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.

Cultivar NaCl(mM) PSPA PSR PSP RPA

0 0.68 0.30 1.02 044

Pedrosillano 50 0.58 0.29 092 0.50
75 0.51 0.24 0.78 047

100 0.44 0.21 0.67 048

0 1.00 0.47 1.53 047

Sirio 50 0.64 0.32 1.00 0.50
75 0.69 0.31 1.04 045

100 0.50 0.25 0.77  0.50

0 1.00 0.78 193  0.78

Gulavi 50 1.51 0.64 220 043
75 0.70 0.56 1.34 0.80

100 0.70 0.45 1.17 0.64

0 1.73 0.85 264 049

Lechoso 50 1.33 0.52 1.88 039
75 1.34 0.49 1.85 037

100 1.16 0.45 1.63 039

0 0.57 0.36 096  0.50

50 0.50 0.40 0.93 0.49

ILC1919 75 0.49 0.39 092 051
100 0.43 0.35 0.81 0.50

MDS (0.05) 0.24 0.11 032 0.12

La relacion raiz/parte aérea presenta amplias variaciones oscilando entre
valores de 0.78 a 0.44 segin los distintos cultivares de garbanzo, y de 0.80 a 0.37
cuando estan tratados con NaCl. El comportamiento observado en cada uno de los
cultivares es distinto. Asi, en Lechoso la RPA disminuye con la sal como resultado de
ser las raices mas sensibles, lo que condiciona que en todos los tratamientos el 70% de
peso total de la planta sea parte aérea, frente al 65% en el tratamiento control. De
forma semejante se comporta Guiavi, que partiendo de una RPA de 0.78 en el control,

quizas condicionado por el peso de ios nodules (Fig. 3.3), llega al 0.64 con 100 mM
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NaCl, siendo evidente que en este cultivar la parte aérea es mas tolerante a la sal. Sin
embargo, en los cultivares restantes la RPA aumenta con la sal con variaciones no
significativas, en Pedrosillano de 0.49 a 0.58 y en Sirio de 0.51 a 0.57. Estos valores
obtenidos indican que alrededor del 65% de peso seco de la planta es parte aérea y el
35% raiz. El cultivar ILC1919 si presenta variaciones significativas con la sal, este
parametro se sitiia en torno al 0.80 con todas las dosis de NaCl, frente a 0.63 que
presenta el tratamiento control.

Todos los datos expuestos se recopilan en la tabla 3.1, indicandose los valores
medios de seis repeticiones obtenidos en cada uno de los parametros de crecimiento
estudiados, asi como las MDS (P<0.05) y el estudio estadistico realizado. Los
coeficientes de correlacion simple entre los diversos componentes del analisis de

crecimiento fueron significativos (P< 0.001), como se muestra en la tabla 3.7.

3.2. Fijacién de nitrégeno.

Los datos de los parametros relacionados con el proceso de fijacion de
nitrégeno se exponen en la tabla 3.2, representandose graficamente mediante diagrama
de barras algunos de ellos como el nimero y peso seco de nodulos (Fig. 3.3) y el ARA
y ARAP (Fig. 3.4) para facilitar estudios comparativos entre cultivares y dosis de sal.
Los datos que se recopilan en la tabla 3.2 son medias de seis repeticiones, y cada
cultivar se ha estudiado al menos en dos experimentos; ademas, los datos se han
tratado por el procedimiento estadistico habitual. |

La masa nodular (PSN) presenta una variabilidad entre los cultivares utilizados
que oscila enire 147 y 26 mg (Tab. 3.2) con diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05). La nodulacién se afecta negativamente por la sal con una intensidad variable
segun la dosis y el cultivar. Los cultivares mas tolerantes son Pedrosillano, cuya masa
nodular aumenta con 50 mM, e ILC1919 con las tres dosis de sal, siendo este aumento
estadisticamente significativo. Dosis intermedias de sal (50 y 75 mM) inducen en Sirio

una recuccion de la masa nodular al 29%, mientras que en Gulavi y Lechoso la
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reduccion es superior al 50%, produciendo a 100 mM de NaCl, inhibiciones del 70-

80% en estos ultimos tres cultivares mencionados.
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Figura 3.3. Nimero de nddulos (NN) y peso seco de nédulos (PSN), en g planta'l,
de cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de

Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del
cultivo.
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El peso normalizado de nodulos relaciona el peso de nodulos con el desarrolio
de la parte aérea (Tab. 3.1). Este parametro varié de 99.6 a 15.2 miligramos de peso
seco de nédulos por gramo de peso seco de parte aérea, segun el cultivar y la dosis de
sal. En cada cultivar los maximos valores se obtuvieron en el tratamiento control o con
50 mM de NaCl, excepto ILC1919 que presenta un comportamiento distinto al
observado en los otros, puesto que el PNN aumenta con la sal, obteniendo el
tratamiento control el valor menor. También se establece una buena correlacién r=
0.82) con el NNy con el PSN (r = 0.75, Tab. 3.7).

El nimero de nddulos representado graficamente en la figura 33 y
numéricamente en la tabla 3.2, muestra que el cultivar que presenta mas puntos de
infeccién que conducen a la formacion de nodulos es Gulavi, considerado también el de
mayor masa radical (Tab. 3.1). El nimero de nédulos se reduce en un 47% (al 53%)
con 50 mM y en un 60% (al 40%) con 100 mM de NaCl. Sin embargo, se evidencia
que la formacion de nédulos en los otros cultivares (ILC1919, Lechoso y Pedrosillano)
tolera mejor la salinidad, ya'que con la dosis mayor (100 mM) sdlo se reduce el 50, 33
Yy 25% respectivamente. Este parametro presenta una variabilidad que oscila entre 62 y

2, con diferencias estadisticamente significativas (P<0.001) en las interacciones
cultivar por tratamiento de sal y entre cultivares. El niimero de nddulos, es decir la
nodulacion, establece una correlacion positiva y significativa a P<0,001 con todos los
parametros relacionados con la fijacion de nitrogeno estudiados.

La actividad reductora de acetileno especifica (ARA, fig. 3.4) vari6
significativamente en las plantas control entre los distintos cultivares. El cultivar
ILC1919 presento la actividad mas alta, superando en un 50% a la de Pedrosillano o
Sirio. Los valores més bajos fireron los de Lechoso y Gulavi. El estrés salino inhibié el
ARA en todas las simbiosis estudiadas. Esta disminucion solo fue significativa en dosis
altas, estableciéndose diversas opciones en cuanto a la tolerancia y/o sensibilidad a la
sal. En general, la dosis de 50 mM de NaCl no afecta significativamente la actividad
nitrogenasa (ARA), con reducciones que oscilan entre un 6-7% en Pedrosillano y

Lechoso y del 12-13% en ILC1919 y Sirio. La dosis de 75 mM induce efectos distintos

103




Resultados

segun la simbiosis, en Pedrosillano y Sirio provoca una inhibicion superior al 50%
mientras que Gulavi y Lechoso muestran un incremento aunque no significativo, siendo
ILC1919 el que muestra el descenso mas importante con esta dosis, mientras que 100

mM provoca reducciones del 75-80% en todos los cultivares.

50 ARA
MDS (0.05)
= 40
>
&
o ¥ B0 mM NaCl
:;;: as50
(&) |75
g 207 0100
b=
101
0_ 8
Pedrosillano Sirio Gulavi Lechoso ILC1919
4_
ARAP
3.5+
MDS (0.05)
3_
e
g 2.5
&
3 ) B0 mM NaCl
e oso
(é)
5 151 |75
£ 0100
=
4
0.5
oA -
Pedrosillano Sirio Gulavi Lechoso ILC1919
Cultivar

Figura 3.4. Actividad reductora de acetileno (ARA), en pmol C2 Hs (g PSN) b
y actividad reductora de acetileno por planta (ARAP), en umoles C2Hs4 planta'l h',
de cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de Meso-
rhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Tabla 3.2. Namero de nédulos (NN), peso normalizado de nédulos (PNN) en
mg PSN (g PSPA)", peso seco de nédulo (PSN) en g planta’, actividad
reductora de acetileno en pmol C;H, (g PSN)™ h' y ARA por planta (ARAP) en
umol C;H; planta™ h™, en cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la
cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl
desde el inicio del cultivo.

Cultivar NaCl(mM) NN PNN  PSN  ARA  ARAP
0 39 512 0035 328 1.14

Pedrosillano 50 47 845 0049 303 1.48
75 32 630 0033 150 0.0

100 29 383 0017 60 011

0 52 614 0061 328 2.08

Sirio 50 46 747 0046 285 137
75 33 606 0043 152 0.52

100 25 318 0015 100  0.16

0 62 996 0147 234 3.49

Gulavi 50 33 652 0063 193 1.27
75 25 588 0051 258 1.51

100 17 251 0018 9.2 0.10

0 18 354 0061 184 0.78

Lechoso 50 16 223 0030 173 0.24
75 12 197 0017 204 0.40

100 12 152 0021 4.5 0.14

0 37 456 0026  50.0 1.16

ILC1919 50 32 620 0031 441 1.52
75 23 837 0041 193 0.63

109 19 744 0032 149 0.44

MDS(005) 12 176 0017 14.0 0.81

Sirio la reduccion no es significativa.
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La actividad reductora de acetileno total por planta, al implicar al ARA y al
peso de nodulos total de la planta, se ve severamente afectada con dosis de 100 mM,
reduciéndose entre un 82 y un 97%, salvo en ILC1919 que se reduce un 62%. Sin

embargo, con 50 mM en Pedrosillano e ILC1919 se observa un ligero incremento y en
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3.3 - Determinaciones analiticas: Nutricién mineral.

La concentracion de distintos nutrientes en parte aérea y raiz de los cinco
cultivares de Cicer arietinum, expresada como porcentaje de peso seco, se expone en
las tablas 3.3 y 3.4 respectivamente, y el contenido total, expresado en mg de elemento
por planta, en parte aérea en la tabla 3.5, y en raiz en la 3.6. En general, se aprecia que
tanto la concentracién como el contenido total por planta de nutrientes se alterd por la
dosis de sal utilizada.

Tabla 3.3. Concentracion en N, P, K, Na, Ca y Mg, expresada como porcentaje de
peso seco de parte aérea, en cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la
cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde
el inicio del cultivo.

Cultivar NaCl(mM) N P K Na Ca Mg
0 232 031 38 003 061 046
, 50 235 026 382 065 056 046
Pedrosillano 5 202 021 436 094 062  0.58
100 198 032 480 050 061 055
0 233 036 412 008 055 044
Sirio 50 222 034 425 073 052 059
75 223 033 448 110 055 059
100 215 033 451 160 060 068
0 226 039 385 003 065 007
Gulavi 50 221 034 397 061 047 007
75 244 032 413 070 052 054
100 239 032 498 137 055 064
0 200 031 329 003 018 057
50 229 029 336 113 049 054
Lechoso 75 240 033 347 151 060 067
100 231 031 351 126 057 062
0 245 031 385 005 080 056
50 234 026 365 065 069 052
ILC1919 75 243 021 381 064 060 042
100 222 032 431 075 062 058
MDS(0.05) 003 004 023 017 204 009
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Tabla 3.4. Concentracion de N, P, K, Na, Ca y Mg, expresada como porcentaje de
peso seco de raiz, en cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa

Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el
inicio del cultivo.

Cultivar NaCl(mM) N P K Na Ca Mg
0 156 064 820 014 040 081
. 50 149 050 670 197 048 107
Pedrosillano 2 122 051 700 260 035 090
100 120 046 720 267 020 086
0 177 014 838 052 050  0.89
Sirio 50 161 009 659 083 044 121
75 156 005 600 100 039 100
100 159 002 710 09 029 082
0 137 074 924 012 031 092
Gulavi 50 146 054 716 201 026 131
75 1.54 055 635 219 025 127
100 149 053 667 236 028 136
0 152 075 895 013 033 131
50 121 046 597 189 027 140
Lechoso 75 113 059 642 289 036 142
100 112 040 654 200 029 100
0 . 162 071 481 038 034 104
50 140 061 402 098 050 120
ILC1919 75 135 063 321 200 048 092
100 117 050 28 220 029 090
MDS(0.05) 027 007 163 017 0026 022

La concentracion de nitrogeno entre los cultivares y tratamientos, fue superior
en parte aérea, con valores que oscilan entre 1.98 y 2.44%, mientras que en raiz las
~ variaciones estan entre 1.12 'y 1.77%. Se evidencia que, en general, la acumulacion de
nitrogeno en parte aérea disminuye ligeramente, alrededor del 10% respecto al control,
con el incremento de sal en el medio, excepto en los cultivares Gulavi y Lechoso en los
que se observa que la dosis de sal favorece significativamente el aumento de nitrégeno
en parte aérea, observandose incrementos significativos desde 50 mM. Sin embargo, el
contenido de nitrogeno en raiz muestra disminuciones con la sal algo mas dréasticas
(alrededor del 25% con 100 mM NaCl) excepto en el cultivar Gulavi que con todas las

dosis de NaCl se observa una concentracion de nitrogeno superior a! tratamiento
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control. Hay que considerar que la reduccion del crecimiento de la planta provocada
por la sal fue importante en algunos cultivares de garbanzo y, por tanto, los nutrientes
se concentraron; por lo coﬁtran'o hubo un efecto de dilucion de nutrientes en plantas
que tuvieron un mayor crecimiento.

La concentracion de fosforo fue mayor, casi el doble, en raiz que en parte aérea
de la planta excepto en el cultivar Sirio. Las variaciones en la concentracion de fosforo
por efecto de la sal, aunque significativas, fueron menores que para el nitrogeno.
Mientras que en parte aérea la concentracién de fosforo, en general, se mantiene en
todos los cultivares y dosis de sal, en raiz se observan reducciones del 30% con 100
mM NaCl en los cultivares de Cicer arietinum ensayados, excepto en Lechoso, que la
reduccion es algo mayor.

Bajo condiciones de estrés salino, la concentracion de potasio en parte aérea

aumentd con el incremento de la sal, en cambio en raiz la tendencia fue opuesta. Se
observa que en parte aérea los porcentajes de potasio oscilan entre 3.29 y 4.80,
incrementandose de modo gradual con las dosis en sal en todos los cultivares, llegando
a aumentos del 30% en Gulavi, 25% en Pedrosillano y 10% en el resto de cultivares
con 100 mM NaCl. En cambio en raiz, con 100 mM, hay una reduccién de la
concentracion de potasio, que vario del 12% en Pedrosillano al 41% en ILC1919.
Hay que destacar que la concentracién de sodio parece ser un buen indicador del estrés
en la planta ya que aumenta tanto en parte aérea como en raiz, aunque este aumento es
mas espectacular en raiz. Asumiendo que el porcentaje de sodio en parte aérea en el
control de todos los cultivares es semejante, el incremento de Na provocado con 50
mM también es similar en todos los cultivares, exbepto en Lechbso; pero con 75 y 100
mM de NaCl la respuesta es distinta segiin el cultivar de garbanzo considerado. En raiz
todos los cultivares, excepto, Sirio, alcanzan concentraciones de sodio de 2-2.89% con
75 y 100 mM de NaCl partiendo de niveles entre 0.10 y 0.52 en los tratamientos
control.

La concentracion de calcio en parte aérea ne se afecta significativamente con la

dosis de sal en los cultivares Pedrosillano, Sirio y Gulavi, mientras que en los otros,
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Lechoso e ILC1919, hay una disminucion del S0 y 25%, respectivamente, con 100 mM
de sal. En cambio, en raiz la reduccién en el contenido de calcio es del 50% en
Pedrosillano y Sirio con 100 mM NaCl y del 10% en el resto de los cultivares con la
misma dosis de sal. En general, el calcio se acumula prioritariamente en parte aérea, y
este efecto es mas patente cuando este parametro se expresa como contenido total en
mg por planta (Tab. 3.5y 3.6).

La variabilidad que se manifiesta en la concentracion de magnesio en parte
acrea entre los cultivares estudiados, en el tratamiento control, es semejante al de otros
elementos. Los cultivares en estudio exhiben una respuesta a la sal muy similar. Asi,
aumenta la concentracion de magnesio con la salinidad, obteniéndose valores parecido
en cada dosis, con pocas diferencias significativas. En raiz se encontré mayor
variabilidad en el contenido de magnesio de los controles, y el incremento provocado
por la sal, tal como se ha comentado para la parte aérea, sélo se detecta con 50 mM de
NaCl en todos los cultivares, con 75 mM en Sirio y con 75 y 100 mM en Gulavi. No
obstante, hay que sefialar que la raiz acumula casi el doble de magnesio que la parte
adrea.

Al observar las tablas 3.5 y 3.6 que recogen el contenido de los nutrientes
comentados en parte aérea y raiz respectivamente y expresados en mg por planta, se
hace patente la inhibicion del crecimiento por el cloruro sédico, que se traduce en que
los valores obtenidos son inferiores al control independientemente de la dosis de sal

utilizada, exceptuando el contenido de Na que se incrementa en todos los cultivares
con el estrés salino. Considerando, el contenido de nitrogeno como un indicador de la
fijacion biolégica de 'ni'trégeno, se observa que Lechoso es el cultivar mas eficiente y
tolerante a la sal junto con Gulavi e ILC1919, mientras que en Pedrosillano y Sirio se
reduce mas del 50% del N total en parte aérea, aunque sélo en ILC1919 muestra
tolerancia a la sal en la respuesta del contenido de nitrégeno en raiz.

Se aprecié correlacion negativa y significativa entre la presencia de sal y la
concentracion de N en raiz y positiva con el Na en parte aérea y raiz, que también se

correlacionaron positivamente entre si. La concentracion de Na en parte aérea y raiz se
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correlaciona negativamente con la nodulacion (NN 'y PSN) y la actividad nitrogenasa
(ARA y ARAP). El porcentaje de Mg en raiz se correlaciona positivamente con los
parametros de crecimiento, especialmente el PSPA. La concentracion de K en raiz se
correlaciona positivamente con la acumulacién de materia seca (PSP), mientras que el

potasio en parte aérea lo hace negativamente.

Tabla 3.5. Contenido en Ca, P, Mg, N, K y Na, expresado en mg por planta, en parte
aérea de cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de

Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del
cultivo. |

Cultivar NaCl(mM) N P K Na Ca Mg

0 1580 240 2618 023 417 315

- 50 1363 168 2214 377 323 265
Pedrosillano 54 1030 185 2224 481 315 296
100 871 172 2112 220 268 242

0 23.27 363 4123 0.80 5.53 4.40

Sirio 50 14.19 215 2720 4.65 333 3.78
75 15.36 230 3091 1.57 3.77 4.09

100 10.73 1.65 2253 8.00 2.98 3.38

0 2263 337 3853 030 653 073

Gulavi 50 3310 470 5955 920 710 105
75 1708 224 2893 48 362 376

100 1673 222 348 957 385 448

0 3454 530 5692 058 1863 986

50 3050 381 4473 1507 656 714

Lechoso 75 3220 442 4645 2019 808 898
100 2676 363 4075 1458 665 793

0 13.97 138 2196 0.27 4.56 321

50 11.72 1.03 1825 325 3.45 2.60

LC1919 75 11.91 1.30  18.67 3.14 294 - 206
100 9.55 1.79 18.53 3.21 2.65 249

MDS(0.05)  4.07 0.20 1.44 2.14 2.84 0.64

Los parametros de crecimiento determinados se correlacionan positiva y muy
significativamente con la mayoria de los nutrientes determinados tanto en raiz como en
parte acrea. También es interesante sefialar los coeficientes de correlacion que se

obtienen entre algunos parametros que expresan la eficacia de la fijacion de nitrogeno,
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como los existentes entre a) Positiva entre el PSN y contenido en N, P, K en raiz; b)
Positiva entre el contenido de N y Ca en raiz y el ARAP; c) Negativa entre el contenido
de Na en parte aérea y algunos de los parametros de fijacion de nitrogeno
determinados, como NN, PNN y ARAP. Por {iltimo, indicar que el contenido de Ca, P,
Ny K en parte aérea se correlaciona muy bien (P<0.01) con todos los elementos
determinados en raiz excepto el Na, aunque la concentracion de Na en raiz si que se
correlaciona (P<0.001) con el de parte aérea. Ademas, existen buenas correlaciones

entre los distintos elementos determinados en parte aérea y en raiz, salvo algunas
excepciones (Tab. 3.7).

Tabla 3.6. Contenido de N, P, K, Na, Cay Mg, expresado en mg por planta, en raiz
de cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de

Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del
cultivo.

Cultivar NaCl(mM) N P K Na Ca Mg
0 467 192 2460 042 120 243

- 50 433 145 1943 571 139 310
Pedrosillano 3¢ 294 122 1680 624 084 216
100 251 097 1512 561 042 181

0 832 066 3940 244 237 420

Sirio 50 516 029 2109 266 141 387
75 48 016 1860 310 121 310

100 400 006 1775 225 073 200

0 1071 577 7205 094 244 715

Gulavi 50 934 346 4581 1289 169 813
75 862 308 3556 1224 140 709

100 672 239 3002 1062 126 612

| 0 1295 638 7608 108 283 . 1114
50 631 237 3160 984 139 730

Lechoso 75 554 289 3146 1416 176 696
100 506 180 2943 900 121 450

0 58 257 173 137 122 374

50 559 244 160 392 200 480

ILC1919 75 525 246 125 780 187 359
100 410 175 098 770 102 315

MDS(0% 210 004 1351 109 022 184
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Tabla 3.7. Matriz de correlacién simple entre variables relacionadas con el crecimiento, fijacion de nitrégeno y contenido de macronutrientes,
determinadas en cinco cultivares de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de

NaCl desde el inicio del cultivo. El simbolo del elemento indica el contenido en parte aérea; con “/“ indica en raiz.
PSPA PSR PSP RPA NN PNN PSN ARA ARAP N P K Na Ca Mg N: P; Ki Na Ca Mg

PSPA  1.00
PSR 071 1.00 |

PSP 0.79 094 1.00 Valor critico
RPA  -0.31 004 -028 1.00 P< _ 0.05 0.01 0.001
NN 038 -001 -003 -0.03 1.00 044 0.56 0.68

PNN -0.37 0.02 -0.14 045 072 1.00
PSN 0.19 064 058 0.05 068 0.66 1.00
ARA -0.24 002 -0.06 027 051 036 0.18 1.00

ARAP -0.08 042 035 0.10 0.84 065 084 061 1.00

N 086 078 088 -0.38 -022 -037 026 -0.11 0.09 1.00

P 082 0.76 0.87 -047 -0.14 036 030 -0.16 0.11 097 1.00

K 082 0.77 085 -0.37 -0.16 033 0.30 -021 0.09 0.96 098 1.00

Na 048 0.03 0.19 -036 -0.63 -0.62 -0.41 -045 -0.53 047 037 040 1.00

Ca 0.78 078 0.84 -028 -0.22 -0.31 026 -0.07 006 079 083 077 0.07 1.00

Mg 0.57 032 052 052 -0.60 -0.72 -031 -021 040 0.62 0.61 053 053 0.69 1.00

N; 0.57 095 086 007 0.15 009 066 0.15 052 069 069 072 -0.16 075 024 1.00

P 0.67 0.89 080 0.16 -0.04 0.07 058 010 039 058 055 054 0.12 072 021 081 1.00

Ke 0.65 0.84 090 -038 0.17 -0.04 066 -0.17 041 073 081 0.80 001 0.75 034 0.84 0.69- 1.00

Na; 0.33 011 009 013 059 -0.30 -0.30 -0.38 040 032 021 029 072 -007 0.19 -0.04 0.05 -0.05 1.00
Car 040 081 076 0.12 3.23 024 0.63 034 054 060 0.56 055 0.17 067 027 083 0.69 0.63 -0.15 1.00
Mg; 081 093 089 0.01 022 -0.17 040 0.00 020 083 079 082 023 080 048 088 082 076 031 0.70 1.00
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4. Estudio comparativo entre dos simbiosis con distinta tolerancia a la salinidad:
Efecto de la sal aplicada en el momento de la inoculacién.
4.1. Crecimiento.

En este trabajo se ha estudiado las alteraciones del metabolismo carbonado y
nitrogenado, en Cicer arietinum en simbiosis con Mesorhizobium ciceri en condiciones
de salinidad, en un intento de elucidar los mecanismos de tolerancia del garbanzo al
estrés salino. Dicho estudio, requeria con fines comparativos, la utilizacién de cultivares
de una misma especie con un diferente grado de tolerancia a dicho estrés. Se
seleccionaron los cultivares Pedrosillano (Salamanca) y ILC1919 (ICARDA), que
presentaban un rendimiento de crecimiento y fijacion biologica de nitrégeno diferente
en respuesta a la sal. (Experimento 2 y 3). El estrés salino se aplic desde el inicio del
cultivo, en el momento de la inoculacién.

El inicio de la etapa reproductora de la planta es considerado como un periodo
en el que la simbiosis alcanza su méxima expresién y por tanto adecuado para llevar a
cabo estudios comparativos del crecimiento de la planta y del metabolismo de
diferentes asociaciones simbitticas. Los cultivos de garbanzo se llevaron hasta inicio de
la floracién por lo que los resultados proceden de plantas con igual estado de
desarrollo. Los dos cultivares empezaron a producir flores a los 28 dias de cuitivo. El
sistema de cultivo empleado permitié un desarrollo adecuado de las plantas durante
todo el experimento.

Visualmente, la disminucion del crecimiento de las plantas se hizo visible en
Pedrosillano antes que ILC1919, con un acortamiento de los entrenudos que fue
proporcional a la severidad y la duracion del estrés. También, la sal provoca la clorosis
de las hojas, que aparece gradualmente empezando por los bordes.

En la tabla 4.1 se expone los datos de crecimiento de los dos cultivares de
Cicer arietinum estudiados. La respuesta al estrés salino ratifica que el cultivar
ILC1919 es mas tolerante a la sal que Pedrosillano. A los 28 dias de cultivo el
crecimiento de éste se reduce algo mas del 25% con 50 y 75 mM de NaCl respecto al

control y con la dosis més alta la disminucién fue mas drastica y también significativa
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g Planta™

g Planta™!

(40%). Por el contrario, en el cultivar ILC1919 no se detectaron diferencias
significativas en los tratamientos con 50 y 75 mM de sal respecto al control y la
reduccion del crecimiento (PSP) con 100 mM fue del 20%.
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(80 mM NaCl [150 B 75 0100

Figura 4.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), raiz (PSR) y planta completa (PSP),
expresado en g planta'l, relacion raiz/parte aérca (RPA), en los cultivares
Pedrosillano e ILC1919 de Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de
Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del
cultivo.

En el estudio comparativo de ambas simbiosis se aprecia que, en el cultivar mas
sensibie a la salinidad (Pedrosillano) se atecta mas la parte aérea que la raiz (Fig. 4.1),
observandose reducciones del 30% con 50 y 75 mM y del 45% con 100 mM, mientras
que la disminucidn del crecimiento radical revelé porcentajes menores. Por otra parte,

en el cultivar ILC1919 la reduccion del crecimiento con la maxima dosis de sal (100
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mM) fue la misma en parte aérea y raiz, mientras que las dosis intermedias mostraron
variaciones no significativas en ambos Organos. Resulta interesante destacar que
ILC1919 desarrolla una mayor masa radical que Pedrosillano, esto junto a la mayor
tolerancia a la salinidad condiciona que los valores de relacion R/PA sean muy
diferentes entre ambos cultivares, mientras en Pedrosillano oscilan entre 0.44 y 0.53, en
ILC1919 son superiores y se sittian en un rango entre 0.64 y 0.76. En ambos casos la
relacién R/PA aumenta con la dosis de NaCl, indicando que en general la raiz es mas
tolerante que la parte aérea al cloruro sddico. El mayor incremento, del 20% y 15%
para Pedrosillano y ILC1919 respectivamente se obtiene con 50 mM. Con las otras
concentraciones salinas se dan porcentajes menores, incluso con 100 mM la relacién
R/PA en ILC1919 es algo inferior al control.

Tabla 4.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR) y
peso seco de planta (PSP) expresado en gramos; relacion raiz/parte aérea
(RPA), en plantas de dos cultivares de Cicer arietinum, a inicio floracion, y
tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.

Cultivar NaCl (mM) PSPA PSR PSP RPA

0 075 033 111 044
Dedros 50 053 028 08 053
rosiiano 75 053 025 081 047
100 042 021 065 050
0 058 038 098 065
50 053 040 093 076

ILCI919
75 050 037 094 - 074
100 042 027 078 064

MDS (0.05) 0.05 0.05 0.09 0.09

Una representacion grafica de la tabla 4.1 se ofrece en el diagrama de barras de
la figura 4.1, en el cual se recopilan todos los pardmetros de crecimiento determinados,

en la parte superior PSPA y PSR, y en la inferior PSP y RPA.
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El analisis de la varianza de los parametros recogidos en la figura 4.1 muestra
que hubo diferencias altamente significativas (P< 0.001) debido a los factores cultivar y
tratamiento, asi como a la interaccién de cultivar x sal. En la acumulacion de material
seco (PSP) las diferencias provocadas por el cultivar, aunque notables, fueron menores
y el tratamiento adquirié mayor importancia, ya que mas del 60% de la variabilidad se
debio al cultivar. El estudio estadistico evidencia que existe una correlacion positiva y
significativa (P< 0.05) entre RPA y PSR, y al 0.01 (r = 0.77) entre PSP y PSPA (r =

0.88; P<0.01) entre otras correlaciones interesantes a mencionar de la tabla 4.4

4.2. Procesos estudiados en hoja.
4.2.1. Fotesintesis.

Los parametros relacionados con el proceso fotosintético se recogen en la
figura 4.2 y estan representados por la actividad Rubisco y contenido en clorofila.
Ambos parametros se afectan severamente por la salinidad.

La maxima actividad Rubisco se alcanza, curiosamente, en el cultivar
Pedrosillano con 50 mM. Sin embargo, en conjunto se aprecia gue el cultivar ILC1919
mantiene una mayor actividad Rubisco incluso en condiciones de salinidad, presentando
un 3% mas de actividad en las plantas control en este cultivar respecto a Pedrosillano, y
cinco veces mas con 100 mM de NaCl. El porcentaje de reduccion de esta actividad
por la sal es muy elevado en Pedrosillano (alrededor del 90%) con niveles de 75 y 100
mM, mientras que en ILC1919 la inhibicién fue del 47 y 57% con las dosis
mencionadas. '

El cohfenido de clorofila, otro parametro determinado en relacién con el
proceso fotosintético, se afecta por la sal mas intensamente en el cultivar Pedrosillano
que en ILC1919. Los datos obtenidos con la dosis menor ensayada no presentan
diferencias significativas en ninguno de los cultivares, considerando que es un
parametro que se afecta poco por la salinidad. Sin embargo, con 75 mM hay un 36%

de reduccion en el cultivar mas sensible mientras que en el mas tolerante no se altera.
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Figura. 4.2. Actividad ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa (RUBISCO) en pmol

CO2 (g PR k", en hojas de los cultivares Pedrosillano e
arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium c
cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.
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De nuevo se comprueba que el cultivar ILC1919, aunque no presenta los
elevados niveles de actividad Rubisco y clorofila que se encuentran en Pedrosillano con
0 6 50 mM, si que desarrolla una mayor potencialidad de tolerancia al estrés salino. La
correlacion positiva y significativa entre actividad Rubisco y contenido en clorofila
(Tab. 4.4) y el descenso observado en ambos, evidencia la influencia negativa del estrés
salino en el proceso fotosintético. De nuevo el andlisis de la varianza indica que el
tratamiento fue la fuente de variacién que tuvo mas efecto tanto en la actividad Rubisco

como en el contenido de clorofila, siendo responsable del 80% de la variabilidad
observada en ambos casos,
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gura. 4.3. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato
shidrogenasa (MDH) expresadas en umol NADHx (g PF)' h, isocitrato
shidrogenasa (ICDH) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (GPGDH), expresadas
umol NADPws (g PF)" h™, en hojas de los cultivares Pedrosiilans e ILC1919
Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y

tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.
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4.2.2. Actividades enzimaiticas.

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), que presenta una actividad semejante
en las plantas control de ambas simbiosis, se ve incrementada en un 24% con 50 mM
de NaCl y un 70% con 75 mM en el cultivar Pedrosillano, mientras que ILC1919 llega
a duplicar su valor con los tratamientos de sal. Sin embargo, cuando se expresa por mg
de proteina y por minuto (Tab. 4.3) el porcentaje de incremento con la dosis de sal es
mayor en Pedrosillano que en ILC191. Por otra parte, la actividad MDH, ain cuando
guarda una correlacién significativa con la PEPC (Fig. 4.3), presenta un
comportamiento mAis estable tanto con la sal, como con los cultivares. Asi, en
Pedrosillano la MDH se mantiene con ligeros incrementos, que no son significativos, y
en ILC1919 hay un incremento generalizado en torno al 20% con el nivel de NaCl, y
esta tendencia se produce cuando esta actividad proteica se expresa en nmol (mg de
proteina)” min (Tab. 4.3) excepto en las plantas tratadas con 50 mM del cultivar
Pedrosillano. No obstante, en ambas actividades enzimaticas, a pesar de las grandes
diferencias, el tratamiento fue la fuente de variacion que tuvo mayor repercusion en el
analisis de varianza, sobre la variabilidad observada.
Ctras enzimas del metabolismo carbonado estudiadas son las que se presentan
también en la figura 4.3. La respuesta de la actividad ICDH es similar en ambos
cultivares, aumenta con 50 y 75 mM para disminuir con la dosis mayor, si bien los

mayores incrementos se observaron en ILC1919. Esta actividad esta afectada en un

60% por el cultivar y un 40% por el tratamiento.

Los valores de la actividad 6PGDH (Fig. 4.3) fueron superiores en el ILC1919
en todos los tratamientos. En ambos cultivares la concentracion de 50 mM indujo
incrementos significativos, asi como 75mM en Pedrosillano. Asimismo, la actividad
6PGDH es bastante semejante en ambos cultivares, asi como su respuesta a la sal. Los
incrementos observados en la figura 4.3 implican débiles variaciones y en algiin caso no

son significativas.

Las enzimas del ciclo de la glutamato sintasa (GS) y glutamina sintetasa

(NADH-GOGAT) en hojas de Cicer arietinum presentaron un perfil de actividad dife-
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Figura. 4.4. Actividad glutamina sintetasa (GS) en pmol yGH (g PF)" h' y
glutamato sintasa (NADH-GOGAT) en pumol NADH. (g PF)" h™ en hojas de los
cultivares Pedrosiliano e ILC1919 de Cicer arietinum inoculados con la cepa
Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el
inicio del cultivo.
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rente. Los niveles de actividad GS son superiores a los de la NADH-GOGAT tanto en
plantas control como en plantas sometidas a estrés salino. Por otra parte, en funcion del
cultivar, los enzimas presentan un desigual comportamiento frente a la salinidad: en
Pedrosillano la sal estimula la actividad GS, y la inhibe en ILC1919, mientras que la
respuesta de la GOGAT NADH dependiente es contraria. Este comportamiento
desigual de la GS y la NADH GOGAT frente a la salinidad, implica la ausencia de
correlacion entre los dos patrones de actividades enzimaticas (Tabla 44). La
interaccion del tratamiento por Cultivar, es responsable del 23 % de la variabilidad
observada en la expresion de la glutamina sintetasa en hoja.

4.2.3. Contenido de solutos intracelulares.

Se han determinado algunos metabolitos que pueden acumularse en distintos
6rganos de la planta como respuesta al estrés salino. En la figura 4.5 se representa el
contenido de azicares solubles, aminoacidos y prolina detectados en hojas de Cicer
arietinum.

El estudio de estos metabolitos en los dos cultivares inducen a pensar que el
cultivar menos adaptado a la sal, es decir Pedrosillano, presenta una produccién masiva
de estos metabolitos con 50 e incluso con 75 mM, disminuyendo algo con 100 mM de
NaCl, aun cuando los valores obtenidos con estas dosis son varias veces las detectadas
en el control. En contraste, la acumulacién de estos compuestos en el cultivar ILC1919
no es tan espectacular con el incremento de la salinidad en el medio de cultivo.

El estudio de cada uno de estos metabolitos lleva a comentar estos hechos:
a) El nivel de azicares solubles en plantaé control de Pedrosillano (9.5mg (g PF)'I)
es menor que en ILC1919 (13.2 mg (g PF)"), mientras que el contenido de
aminoacidos y de prolina es mayor en Pedrosillano. b) El tratamiento adquirié
mayor importancia ya que 79.5 % y 67 % de la variabilidad en el “pool” de
azicares solubles y aminoacidos respectivamente se debio al efecto del estrés
salino. ¢) La dosis de sal en la que se obtiene mayor acumulo de todos los

metabolitos estudiados y en los dos cultivares es 75 mM. d) Los aztcares solubles
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Figura. 4.5. Contenido en azucares solubles en mg (g PF)'I, aminoacidos en pg (g
PF)"! y prolina en pug (g PF)'I, en hojas de los cultivares Pedrosillano e ILC1919 de
Cicer arietinum inoculados con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri y
tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio de! cultivo.
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son, de los solutos intracelulares estudiados, que se acumulan en menor cantidad por la
sal, efecto observado en ambos cultivares. El incremento se establece entre 1.5-2.5
veces dependiendo de la dosis y/o cultivar, mientras que el aumento por la sal de
aminoécidos es intermedio, ya que se multiplica por un factor que oscila entre 2-4.5
segun la dosis y/o cultivar, siendo la prolina el metabolito que obtiene incrementos més
espectaculares. e) Hay una correlacion altamente positiva (P< 0.001) tanto entre el

contenido de prolina y el de aminoacidos, como entre el contenido de éstos y el de

azucares solubles.

4.3. Procesos estudiados en nédulos.
4.3.1. Fijacién de nitrégeno.

Los dos cultivares de Cicer arietinum son nodulados con la cepa Ch-191 de
Mesorhizobium ciceri que en el estudio previo (Experimento 1) se mostré como
tolerante a la sal. Los nddulos, de tamafio mediano, se localizaron esencialmente en la
parte superior del sistema radical. El color de los nédulos vario de blancos a rosado
claro en las plantas control y dependiendo de la dosis de sal el color se hizo més verde,
indicativo de nédulos senescentes. No se apreciaron diferencias morfologicas de los
nddulos entre los cultivares.

Los datos relacionados con la fijacion de nitrogeno se exponen en la tabla 4.2,
Alguno de ellos, como la actividad reductora de acetileno expresada por g PSN y por
planta, se visualiza en diagramas de barras para facilitar los estudios comparativos (Fig.
4.38). ,

El nimero de nédulos (NN) présenta una vériabilidad quev oscila desde 19 a
42, siendo su valor muy semejante en las plantas control (39-37 nodulos/planta).
La variacion de este parametro observada en el cultivar Pedrosillano con los
tratamientos salinos no fue significativa, excepto la disminucién del 25% detectada
con 100 mM de NaCl. Sin embargo, en ILC1919 este parametro se reduce
significativamente con 75 mM (38%) y 100 mM (50%). Se observd que las raices

del cultivar Pedrosillano nodularon mas que el otro cultivar e incluso alcanzaron
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mayor masa nodular (PSN) y, por ende, mayor peso normalizado de nodulos; no
obstante en la eficacia nodular se describiran resultados diferentes.

La masa nodular presento6 diferencias estadisticamente significativas (P < 0.001)
con los dos factores, tratamiento y cultivar, asi como la interaccion de ambos. La dosis
menor empleada, 50 mM, indujo incrementos del 25% en la masa nodular de las raices
de Pedrosillano, y del 50% en las de ILC1919, mientras que dosis mayores produjeron
resultados contrarios, ya que en Pedrosillano se redujo el PSN y en ILC1919 se
lograron incrementos de 40 y 27%, con 75 y 100 mM de NaCl respectivamente. Es
interesante destacar que ILC1919 con las dosis altas de sal (75 y 100 mM) produjo
menor numero de nédulos con igual o superior PSN que Pedrosillano, lo que indica
que son nédulos mas desarrollados.

Cuando la masa nodular de una planta se relaciona con el crecimiento de la
parte aérea se obtiene lo que se denomina peso normalizado de nodulos (PNN),
considerado como un indice idoneo para relacionar la posible incidencia de ciertos
factores, como por ejemplo el cultivar y/o el estrés salino, sobre el crecimiento de los
nédulos. Como se puede observar en la tabla 4.2 el efecto de la sa! sobre este
parametro es mas favorable, tanto en el incremento que se observa en el PNN de
ILC1919, que es del 76% (50 mM) y del 50% (75 y 100 mM de NaCl), como la

disminucién del PNN en las raices de Pedrosillano, que con 100 mM es solo del 40%

frente al 67% que se detectaba en el PSN. La correlacion altamente significativa (r =
0.897) que se obtiene entre ambos parametros (PNN y PSN) en la tabla 4.4 evidencia
la dependencia de éstes. :

El estrés salino inﬂuyé negativamente en la actividad nitrogenasa espéciﬁca
medida como actividad reductora de acetileno (ARA) en los dos cultivares estudiados.
Sin embargo, la eficacia nodular de ILC1919 es mas patente que de Pedrosillano, tal
como se comprueba en la figura 4.6. Ademas, las reducciones observadas por la
salinidad fueron mas intensas en los nddulos de Pedrosillano (30, 60 y 86% para S0, 75
y 100 mM de NaCl, respectivamente) que en los de ILC1919 (12, 60 y 70%) para las

mismas dosis. Si se considera el analisis de varianza realizado, la fuente de variacion
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que mas contribuyo en este parametro fue el tratamiento (70%).

El analisis de la actividad nitrogenasa total por planta muestra que el efecto de
la sal se hace mas benigno que en el caso de ARA (Fig. 4.6). Asi con 50 mM de NaCl
la reduccion en Pedrosillano es del 8%, mientras que en ILC1919 se detecta un
incremento del 31%, Ademas, en este cultivar con las otras dosis de NaCl (75 y 100
mM) se registra una inhibicion de ARAP mas leve. Sin embargo, se intensifica la
reduccion de ARAP, respecto a ARA en Pedrosillano con las dosis de sal mas elevada.
La menor incidencia de la sal sobre ARAP es debida al incremento de PSN descrito
anteriormente. Es de interés destacar las buenas correlaciones positivas y significativas
que se establecen entre estos dos parametros y también con los relativos al crecimiento

de la planta (Tab. 4.1) y negativas con los niveles de sal (Tab. 4.4).

g Planta™
g Planta™

Pedrosillano ILC1919 Pedrosillano iLc1919
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Figura. 4.6. Numero de nddulos (NN), peso seco de nodulos (g planta’l),
actividad reductora de acetileno, en pumol C2Ha (g PSN)‘l y ARA por planta en
pumol CoHa (g planta'l) h', en plantas de dos cultivares de Cicer arietinum a inicio
de floracion, y tratados con cuatro dosis de NaCl desde la siembra.
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Tabla 4.2. Namero de nddulos (NN), peso seco de nodulos (PSN) en g planta ,
peso normalizado de nodulos (PNN) en mg PSN (g PSPA) actlvxdad reductora
de acetileno especifica (ARA) en pmol C:Ha (g PSN)' h', ARA por planta
(ARAP) en pmol C>H, (planta) "h, en plantas de dos cultivares de Cicer arietinum a
inicio floracion, y tratados con cuatro dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.

Cultivar ~ NaCl (mM) NN PSN PNN ARA  ARAP
0 39 0039 523 328 127
, 50 42 0049 922 238 116
Pedrosillano 75 33 0036 677 135 049
100 29 0014 328 48 006
0 38 0022 385 524 115
50 33 0033 672 460 152
ILC1919 75 20 0031 588 191 059
100 19 0028 586 153 043
MDS (0.05) 6 0.005 9.1 57 020

4.3.2. Actividades enzimaticas.

Las actividades enziméticas estudiadas en el citosol nodular estén estrecha-
mente relacionadas con la fijacién simbidtica del nitrogeno: actividades del ciclo de la
glutamato sintasa, responsable de la asimilacién primaria del amonio producido por los
bacteroides en el nodulo, la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato
deshidrogenasa (MDH) contribuyen significativamente al suministro de esqueletos
carbonados para el metabolismo del bacteroide; la sacarosa sintasa (SS), enzima clave
de la hidrolisis del fotosintato que en forma de sacarosa emana del floema; la glucosa
procedente de la hidrdlisis de la sacarosa puede ser metabclizada por la via de las
pentosas fosfato, donde interviene la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH); la
NADP isocitrato deshidrogenasa (NADP-ICDH) detiene en leguminosas exportadoras
de amidas, como el garbarizo, un papel importante en la regeneracion de ketoglutarato
y suministro de poder reductor, por Gltimo se ha determinado el alcohol deshidro-

genasa (ADH) enzima de la via fermentativa que, bajo determinados estrés abioticos,
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tal como la salinidad, se estimula.
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Fig. 4.7. Actividad sacarosa sintasa (SS) y invertasa alcalina (IA) en pmol NAD:es
(g PF)" h'; isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGDH), en pmol NADP. (g PF)" h'™", en nddulos de dos cultivares de Cicer
arietinum a inicio floracion, y tratados con cuatro dosis de NaCl desde la siembra.

- Las alteraciones de las actividades sacarosa sintasa e invertasa alcalina, ambas
expresadas en pmol (g PF) " b, con 12 salinidad, se han representado en la figura 4.7.
La actividad SS present6 un 16% en Pedrosillano y un 7% en el ILC1919 de activacién
con 50 mM, con las concentraciones salinas superiores, se observd una inhibicién de la
SS en ambas simbiosis. La sacarosa sintasa se mostré como una enzima bastante
tolerante a la sal, ya que con 50 mM se incrementé en ambos cultivares, y con la dosis

mas alta obtiene reducciones del 25-30% dependiendo del cultivar.

La invertasa alcalina sigue una evolucion diferente (Fig. 4.7): en el cultivar

127




Resultados

ILC1919, la salinidad incrementa la actividad IA, mientras que en Pedrosillano la sal no
altera el patron de actividad, manteniéndose los valores respecto a la planta control.
Hay una correlacion positiva y significativa entre la SS y ARA, y entre SS y ARAP.
Una pauta semejante a la descrita para la sacarosa sintasa se puede argumentar para la
6PGDH. Se observa, en general, mas actividad en los nodulos de ILC1919 que en
Pedrosillano. En plantas control, la actividlad 6PGDH fue superior en Pedrosillano
(103.7 umol NADP (g PF)" h™). En el cultivar ILC1919, se observd un aumento
significativo de esta enzima con 50 mM, con 75 y 100 mM la actividad 6PGDH
disminuye pero los valores siguen siendo por encima del valor control registrado. En
nédulos de Pedrosillano la actividad ICDH se inhibe por la sal y se estimula en los de
ILC1919, observandose reducciones de 40% (100 mM de NaCl) en aquel, e
incrementos del 90% (75 mM) en este. No obstante, los niveles de actividad detectados
en el tratamiento control y con S0 mM fueron casi el doble en los ndédulos de
Pedrosillano que en ILC1919. En el andlisis de varianza se aprecia que en SS, IA,
6PGDH y ICDH el tratamiento es el factor que provoco mayor variacion.

En la tabla 4.3 se exponen las actividades enzimaticas en nédulos de los dos
cultivares de Cicer arietinum, expresadas en nmol (mg proteina)'l min™".

La fosfoenclpiruvato carboxilasa (PEPC) es una enzima muy activa en

nédulos, de hecho se aprecia que su actividad casi se duplica respecto a la obtenida en -

hoja independientemente del cultivar y la severidad del estrés. La actividad malato
deshidrogenasa guarda un paralelismo en su respuesta frente a la sal con la PEPC,
incluso se obtiene un coeficiente de correlacion entre ambas enzimas muy elevado (r =
0.91, Ps0.00l). Al éstudiar los datbs del alcohol deshidrogenasa (ADH) se 6bsewa
que los valores de esta actividad son mayores en ILC1919 que en Pedrosillaio. La
salinidad provoco aumentos de esta enzima en ambas simbiosis, siendo el incremento

proporcionalmente mayor en Pedrosillano con 75 mM.
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Figura 4.8. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato deshidro-
genasa (MDH), en ymol NADH.x (g PF)" h''y actividad alcohol deshidrogenasa
(ADH). en pymol NADws (g PF)" h'', en nodulos de dos cultivares de Cicer
ariefinum a inicio floracion, tratados con cuatro dosis de NaCl desde la siembra.
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Figura 4.9. Actividad glutamina sintetasa (GS), en pmol yGH (g PR by
glutamato sintasa (NADH-GOGAT), en pmol NADHox (g PF)'h’, en nodulos de
dos cultivares de Cicer arietinum a inicio floracién, tratados con cuatro dosis de
sal desde la siemibra.
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La contribucion del noédulo en la incorporacion del amonio fijado simbioti-
camente esta mediada por la GS/GOGAT. La importancia del ciclo GS/GOGAT en el
nodulo, sin duda viene condicionada por la actividad glutamato sintasa que es
espectacular respecto a la registrada en hoja (Tab. 4.5). La GS nodular expresa una
sensibilidad a la salinidad diferente a la descrita en hoja, es mucho mas tolerante, sobre
todo en el cultivar ILC1919, en el que se obtiene incrementos sustanciales frente al
testigo ante todos los niveles de sal. En Pedrosillano se observa una inhibicion respecto
al control con 75 y 100 mM, Por tanto, la respuesta a la sal depende del cultivar, pero
en general se afecta negativamente aunque sin suffir grandes variaciones. Curiosamente
ambas enzimas presentan una buena correlacion con el contenido de clorofila, PSN y
PNN (Tab. 4.4).

Tabla 4.3. Actividad sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA), 6 fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH), isocitrato deshidrogenasa (ICDH), fosfoenolpiruvato
carboxilasa {PEPC), malato deshidrogenasa (MDH), alcohol deshidrogenasa (ADH),
glutamina sinetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT), en nmol (mg proteina)'min”,
en nddulos de dos cultivares de Cicer arietinum a inicio floracion, tratados con cuatro
dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.

NaCl SS IA 6PGDH ICDH PEPC MDH ADH GS GOGAT

% 0 90.7 793 367.7 801.3 609.7 24213 324311286 83.7
= 50 662 539 3235 6059 566.4 22789 378.71133.4 86.3
§ 75 570 540 286.9 535.6 569.9 19651 768.2 820.2 79.7
& 100 540 61.0 2279 504.0 529.1 21900 361.1 '582.6 543
o 0 742 53.8 292.0 410.5 4623 19390 828.8 759.4 52.0
§ 50 750 78.1 3414 296.2 508.4 16353 807.1 7659 273
L:]) 75 555 732 284.6 558.5 513.4 16248 781.8 728.6 253

100 53.8 99.0 241.5 4703 584.2 15067 824.0 4064 2438

MDS (0.05) 4.0 4.4 13.7 283 251 9525 678 347 6.1
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4.3.3. Contenido en solutos intracelulares.

En el citosol nodular se han determinado algunos solutos intracelulares que se
exponen en la figura 4.10. El estrés salino induce la acumulacion de azicares solubles
en el citosol nodular de ambas simbiosis (Fig. 4.9) el méximo se registra con la dosis de
75 mM de NaCl que llegb a duplicarse en las dos simbiosis estudiadas, este incremento
se mantuvo con 100 mM sblo en ILC1919. En general, los valores absolutos de la
produccion de aziicares solubles es mayor en nodulos de Pedrosillano y casi el doble
que los valores obtenidos en hoja (Fig. 4.3).

Enla ﬁgufa 4.10 se expone ademas el contenido de aminoacidos del citosol
nodular, observandose que a diferencia de los azicares solubles, son los nédulos de
ILC1919 quienes obtienen valores superiores. También, en este caso hay una mayor
acumulacion en el citosol nodular que en hoja, tal como se observa en la figura 4.3. El
incremento maximo se obtuvo con 75 mM de NaCl y fue del 76% en nodulos de
Pedrosillano y del 46% en los nodulos de ILC1919. Se observoé con 100 mM, una
disminucion, pero el valor sigue siendo superior al control.

La salinidad induce la produccién y acumulacion de prolina en ambas simbiosis.

Sin embargo, el incremento por la sal es mas espectacular en los nodulos de

Pedrosillano, la prolina aumenta hasta cuatro veces con 75 y 100 mM de cloruro.

sodico (Fig 4.10), que en los de ILC 1919. Esto es debido a que la produccion de
prolina en el citosol nodular de las plantas control es de 42.0 pg (g PF)" frente al 19.5
ng (g PF)" encontrada en el control de Pedrosillano. Es de interés destacar que el
contenido de prolina nbdular guarda ﬁna relacion significativa y negativa con todos los
parametros de fijacion de nitrogeno (PSN, ARA, etc.) como se comprueba en la tabla
44,

La disminucion del contenido de malato por la sal es mas espectacular en el
citosol de los nddulos de Pedrosillano, entre 75-85% segin la dosis de cloruro sddico,
que la de ILC 1919, alrededor del 50% independientemente de la dosis de sal,

considerando que los valores obtenidos en el tratamiento testigo de ambos cultivares
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son semejantes. Es interesante destacar la buena correlacion positiva que existe con la
actividlad MDH nodular, con parametros de fijacion de nitrégeno (ARA) y con los de
crecimiento (PSP, PSR) y negativa con el cloruro sédico (Tab. 4.4).

El contenido de proteina tanto en el citosol nodular como en hoja en general,
no se modifica con la sal al menos con 50 y 75 mM NaCl.. En la hoja se detecta mas
contenido de proteina que en nodulo, registrandose variaciones leves del 10 -13% en
Pedrosillano y més elevadas del 60% en ILC1919. Entre ambos cultivares, es ILC1919

quien presenta mayor contenido en proteina tanto en hoja como en nédulo.

ug (9 PFY’

Pedrosillano ILC1919 Pedrosillano iLC1919

] [mos ©.05) Aziicares solubles totales ] moseos Malato

umol g PF’

mg (g PFyY’
ca338R88858

Pedrosillano ILC1919 Pedrosillano 1LC1919

|80 mM NaCl @50 B75 0O100]

Figura. 4.10. Contenido de aminoacidos en pg (g PF)", prolina en pg (g PF)",
azucares solubles totales en mg (g PF)”, y malato expresado en pmol (g PF)", en
nodulos de dos cultivares de Cicer arietinum a inicio floracién, y tratados con
cuatro dosis de sal desde la siembra.
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4.4. Contenido de nutrientes.

4.1. En parte aérea.

En la tabla 4.5 se observa la variacion en la concentracion de diversas
macronutrientes expresada en porcentaje, con la salinidad en el medio de cultivo, en los
dos cultivares de Cicer arietinum.

El cultivar influye en la acumulacion de los nutrientes determinados en la parte
aérea de garbanzo. Sin embargo, al estudiar los datos estadisticos se comprueba que,
en general, es el NaCl en el medio de cultivo el maximo responsable del alto nivel de
significacion obtenido. Ademas, esto se intensifica en el analisis de la varianza para los
datos que se ofrecen en la tabla 4. referente al contenido de nutrientes en parte aérea
expresado en mg planta™.

Segtin estos datos, a pesar de las diferencias entre cultivares, el tratamiento fue
la fuente de variacién que tuvo unos efectos sobre el contenido de nutrientes en parte
aérea, siendo responsable del 90% (para N, Na y Ca) y del 60% (P, Ky Mg) de la
variabilidad observada.

Tabla 4.4. Contenido en N, P, K, Na, Ca y Mg en porcentaje de peso seco de
parte aérea en dos cultivares de Cicer arietinum, al inicio de floracion, con cuatro
dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.

Cultivar NaCl N P K Na Ca Mg
0 2.32 0.35 3.85 0.03 0.61 0.46

50 235 029 3.81 0.65 0.56 046

Pedrosillano .o, 3 (36 436 094 062 058
100 222 039 48 090 061 0.5

0 240 046 421 004 088 060

50 230 040 364 043 056 058

IL.C1919 75 202 040 454 065 058  0.53
100 198 047 486 078 032 055

MDS (0.05) 0.04 006 035 006 003 005
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El cultivar ILC1919 present6 una concentracion de nitrogeno algo supesior a
PS en las plantas control. Sin embargo, en el resto de tratamientos se observo lo
contrario. En general, este parimetro presenté pocas diferencias, aunque fueron
significativas (MDS 0.05), destacando el 18% de reduccién por efecto de 100 mM de
sal en el cultivar ILC1919 frente al 5% que se detecta a la misma dosis de NaCl en el
otro cultivar. Al estudiar las correlaciones encontradas (Tabla 4), se evidencia la buena
correlacion positiva que exhibe con el contenido de Ca en parte aérea y negativa con el

Mg en raiz.

Tabla 4.5. Contenido en N, P, K, Na, Ca y Mg en mg planta”, de parte aérea
en dos cultivares de Cicer arietinum, al inicio de floracion, con cuatro dosis de
NaCl desde el inicio del cultivo.

Cultivar NaCl N P K Na Ca Mg
0 13.92 265 28.88 0.25 460 346
50 12.19 154 20.23 345 295 242

Pedrosillano 7o 1o'e 193 2311 500 327 306
100 932 164 2016 378 256 231

0 1421 264 2442 027 510 3.48

50 1242 212 1929 345 295 3.07

ILCI19 55 1010 195 2270 325 290  2.65
100 832 197 2041 414 134 231

MDS (0.05) 021 027 167 031 016 028

Respecto a la concentracion de fosforo en parte aérea se observan diferencias
interesantes de destacar: a) El cultivar ILC1919 presenta un porcentaje de fosforo
mayor que Pedrosillano en todos los tratamientos, incluido ei control, con diferencias
del 25% (0 y 50 mM), 10% (75 mM) y 17 % (100 mM de NaCl). b) Este parametro
presenta correlaciones positivas y significativas con el contenido de K y Mg en parte
aérea. ¢) El analisis de varianza indica que el efecto observado se debi6 al cultivar y al
tratamiento en la misma proporcidn.

Al igual como se ha descrito para el contenido de fosforo, el cultivar ILCi919

muestra mayor contenido de potasio en parte aérea. También se observa que, aunque
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disminuye con 50 mM, este parametro aumenta con la dosis de sal mas alta (100 mM)
en ambos cultivares ensayados, con incrementos del 20 y 14 % respecto al control en
Pedrosillano e ILC1919 respectivamente. El cultivar apenas tuvo efecto sobre el
contenido de potasio en parte aérea ya que la variabilidad observada (90%) se debi6
fundamentalmente a la dosis de sal.

Al realizar el estudio comparativo entre ambos cultivares en relacion con el
contenido de sodio en parte aérea, se observa que el cultivar ILC1919 tiene menos
tendencia a acumular el sodio en parte aérea (Tab. 4.6) que Pedrosillano en condiciones
de estrés salino. Ambos cultivares presentan en las plantas control la misma
concentracion de Na, que se incrementa cuando las plantas se cultivan con 50 mM de
NaCl; el porcentaje se multiplica por 20 en Pedrosillano y por 10 en ILC1919. Con 75
y 100 mM, el nivel de sodio se incrementa aun mas. Sin duda, es el tratamiento la
fuente de variacion a la que se atribuye la variabilidad observada (83%) segun el analisis
de la varianza realizado. Este parametro exhibe una buena correlacion negativa con el
peso seco de la planta (Tab. 4. ) asi como con los parametros de fijacion de N y con la
concentracion de Ca en parte aérea.

No se observan variaciones del porcentaje de Ca en el cultivar Pedrosillano
entre los tratamientos realizados. Sin embargo, en el otro cultivar (ILC1919) se puede
comprobar que disminuye el calcio en parte aérea con el tratamiento de NaCl, y esta
disminucion es mas acusada (del 35% con 50 y 75 mM y 65% con 100 mM de NaCl)

porque este cultivar presenta un contenido elevado de Ca en el tratamiento control,

superior en un 30 % al de PS. Al igual como se ha descrito para algin otro.

macronutriente en parte aérea (P y K) solo la dosis de 50 mM de sal induce una ligera
disminucién en el contenido de Ca en Pedrosillano, variando esta tendencia con dosis
de NaCl superiores.

La acumulacion de Mg en la parte aérea del cultivar ILC1919 es mayor
respecto a Pedrosillano con 0 y 50 mM. En Pedrosillano, con 75 y 100 mM de NaCl,
se obtiene un 20% mas de Mg que el control y con 50 mM, pero en ILC1919 hay

descensos no significativos con la sal.
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El estudio de la tabla 4.6 indica que la sal disminuye el contenido total (mg
planta'l) de los macronutrientes analizados en parte aérea, por efecto de la inhibicion
del crecimiento, excepto el contenido de sodio de PS. También se aprecia que, en
general, el contenido de nitrégeno y sodio es mayor en Pedrosillano que en ILC1919,
mientras que éste exhibe mayor contenido de P y Mg. El resto de macronutrientes
determinados (Ca y K) muestran variaciones que, aunque significativas, no facilitan una
clara definicién.

4.2. En raiz.

En general, se puede decir que en ambos cultivares la raiz presenta un mayor
porcentaje de fosforo, potasio, magnesio y sodio que la parte aérea, mientras que ésta
obtiene mayor nivel de N y Ca que en raiz, salvo algunas excepciones que seran
comentados. También se puede generalizar que la raiz del cultivar Pedrosillano alcanza
una concentracion de Na mayor que la raiz de ILC1919, obteniendose en ésta el nivel
mas alto de calcio y magnesio (Tab. 4.7 ). Al intentar generalizar el efecto de la sal en el
contenido de estos nutrientes en raiz, las respuestas son variadas, dependiendo del
cultivar y/o la dosis de sal, aiinque la respuesta es muy clara en N (disminucion) y Na

(aumento).

Tabla 4.6. Contenido en N, P, K, Na, Ca y Mg en porcentaje de peso seco de
raiz en dos cultivares de Cicer arietinum, al inicio de floracion, con cuatro dosis
de NaCl desde el inicio del cultivo.
Cultivar  NaCl N P K Na Ca Mg
0 1.57 0.61 824  0.11 0.46 0.75
50 1.49 0.48 6.81 1.87 0.38 0.98
75 1.20 0.53 6.80 2.52 0.32 0.85
100 1.25 0.42 7.05 2.58 0.23 0.80

0 261 066 994 037 056 114
50 173 060 782 081 062 131
ILCI919 75 101 056 678 086 049  1.02
100 120 047 686 098 032 098

MDS (0.05) 0.70 0.09 1.69 0.28 0.08 0.08

Pedrosillano
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Coincidiendo con lo desctito en la parte aérea, el cultivar ILC1919 presenta un
mayor contenido de N en raiz que Pedrosillano en las plantas control. Con 50 mM se
observa un fuerte descenso, pero el porcentaje sigue siendo algo superoir al de PS. Con
75y 100 mM los valores son semejantes en ambos cultivares. En la tabla 4. se aprecia
que el porcentaje de nitrégeno radical se correlaciona positivamente con el contenido
de Ca en raiz y con la actividad nitrogenasa (ARA y ARAP).

La concentracion de P radical en las plantas control de ILC1919 es del orden
de un 30% superior al de la parte aérea, a tenor de los datos obtenidos, siendo la
diferencia en Pedrosillano aun mayor. El tratamiento con NaCl afectd negativa y
significativamente a la concentracion de P en raiz, mientras en parte aérea no se
observan variaciones drasticas. Al realizar el estudio comparativo se evidencia que, en
general, ILC1919 presenta mayor concentracion de P radical que Pedrosillano,
diferencia que se aprecia también en el contenido total (mg/g PS; Tab. 48). E1 % de P

en raiz se correlaciona con el % de K radical (Tab. 4.9).

Tabla 4.7. Contenido en N, P, K, Na, Ca y Mg, en mg planta'l, de raiz en dos
cultivares de Cicer arietinum, al inicio de floracién, con cuatro dosis de NaCl
desde el inicio del cultivo.
Cultivar NaCl N P K Na Ca Mg
0 1.20 201 27.19 036 1.52 2.48
50 5.95 1.34 19.07 524 1.06 2.74
75 3.00 133 17.00 6.25 0.80 2.13
100 1.20 083 1481 542 0.48 1.68

0 9.92 251 3777 141 2.36 433

.50 6.94 241 3128 322 247 5.24

ILCI919 75 3.74 207 2509 1733 1.81 3.77
100 3.23 1.27 1852 5.02 0.86 2.65

MDS (0.05) 2.75 0.35 6.43 1.05 0.33 0.31

Pedrosillano

Como ya se ha comentado, en general, el K se acumula mas en raiz que en
parte aérea, con diferencias superiores al 100% en las plantas contro! y con 50 mM.
Con las dosis mas altas (75 y 100 mM) las diferencias no son tan notables, pues el NaCl

hizo disminuir la concentracién de K en raiz en los dos cultivares, efecto que no se

138



b




Resultados

superiores a Pedrosillano. La concentracién de Mg se incrementa con Ia sal respecto al
control en Pedrosillano, si bien dicho incremento es menor con las dosis mas altas. En

cambio en ILC1919, e Mg solo increment6 con 50 mM, mientras que con 75 y 100 el
porcentaje de Mg fue inferior al control. En todo caso, este

elemento es el que menos
disminuy6 con Ia salinidad, con la excepcion del Na.
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S. Efecto del estrés salino en la simbiosis: aplicacién al final del crecimiento
vegetativo.

i
'

En este estudio se abordo el efecto de varias dosis de NaCl aplicado al final del
periodo de crecimiento vegetativo sobre diversos procesos metabdlicos de la simbiosis
Cicer arietinum-Mesorhizobium ciceri. Se llevé a cabo el esquema de tratamiento
descrito en el apartado de Material y Métodos, realizandose cuatro recogidas. En la
primera y la segunda cosecha, a los 4 y 7 dias de haber suministrado la sal al medio de
cultivo, las plantas se encuentran en estado vegetativo; la tercera, a los 11 dias después
de la aplicacion de la sal coincide con el inicio de la floracién, y la cuarta recogida a
los 14 dias, se considera que las plantas se encuentran en plena floracion. Con ello se
sigue el efecto de la sal a lo largo de un periodo del desarrollo de la simbiosis que es
clave para la eficacia de fijacion de nitrgeno. Se ha realizado este estudio con el
cultivar ILC1919 seleccionado sobre la base de su tolerancia al estrés salino aplicado

desde la siembra (experimento 4). Como control se utilizaron plantas que crecen sin
sal en la solucién nutritiva,

S.1. Analisis del crecimiento.

Los parametros de crecimiento determinados fueron: peso seco de raiz, parte
aérea y planta completa, expresados en g planta™, cuya evolucion a lo largo de las
recogidas realizadas se exponen en la tabla 5.1 y gréficamente en la figura S.1.

El peso seco de los 6rganos vegetativos se incrementa con el tiempo. El
efecto de sal es més acusado en la parte aérea que en la raiz, asi en el primero
y segundo muestreo el peso seco de la parte aérea es inferior al control incluso
con 50mM de NaCl. Sin embargo, tras un proceso de adaptacion se logran los
niveles del control, o incluso superiores. Se puede establecer que ILC1919 es
una planta tolerante ya que el crecimiento no se afectd negativamente con 50 y
75 mM de NaCl y con 100 mM se observa una disminucion en el crecimiento
de la planta que puede representar en torno al 20% respecto al control. La
aplicacién de sal apenas tuvo efecto sobre el crecimiento y la variabilidad

observada se debio fundamentalnente a los dias de tratamiento (85%),
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Figura. 5.1. Peso seco parte aérea (PSPA), raiz (PSR) y total por planta (PSP),
expresado en g planta™, relacion raiz/parte aérea, en plantas de Cicer arietinum
cultivar ILC1919 inoculadas con Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4 cosechas
y tratadas con cuatro dosis de NaCl. ‘

es decir a la edad de la planta. También se evidencia en la tabla de correlaciones (Tab.
5.8) que no existe ninguna correlacion con el NaCl § si entre los parametros de
crecimiento estudiados.

La relacién raiz/parte aérea se incrementa en la segunda recogida- con 0y 50
mM de NaCl, disminuye en la siguiente y vuelve a aumentar en la Gltima. Las plantas
con 100 mM de NaCl presenta una relacion R/PA constante a lo largo del tiempo de
experimentacién y solo se observa un ligero incremento en el Gltimo muestreo. La
relacién R/PA con 50 mM indica que en general son las que desarrollan mayor masa

radical, mientras que con 75 mM presentan variaciones segtin el dia de cultivo.

142 |



|

Resultados

Rubisco

pmol CO,g PF'h’
- - N N
. 8 8 8 B B E

i I MDS (0.05)

18 Clorofilas

i 1 mos ©.05)

0 4 8 i2 186
Dias después del tratamiento

[F8-0 mM NaCI-0-50 475 -2~ 100]

Figura 5.2. Actividad rubisco, en pmol COz (g PF)" y contenido en clorofila, en pg (g
PF)', en hojas de Cicer arietinum cultivar ILC1919, inoculadas con
Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4 cosechas y tratadas con cuatro dosis de
NaCl.

5.2. Procesos estudiados en hojas.
5.2.1. Fotosintesis.

La actividad ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa (Fig. 5.2) decae con el desarrollo
de la planta, con reducciones durante el tiempo del experimento que oscilan entre el
60% de las plantas control hasta el 70-80% de las tratadas con NaCt dependiendo de la
dosis. A los cuatro dias después de la adicion de la sal al medio de cultivo, ésta |

actividad enzimatica se estimulé con 50 y 75 mM de NaCl, un 48 y 23%
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respectivamente, sin embargo, la dosis mas alta de sal (100 mM) inhibe drasticamente
la actividad Rubisco desde la primera recogida en la que solo se observa un 8% de
reduccion respecto al testigo y que llego al 25% en la ultima recogida, se puede decir
que la reduccion fue mas pronunciada con esta dosis sobre todo en las tres ultimas
cosechas. Toda la variabilidad apreciada en el estudio estadistico puede asignarse a la
edad de las plantas.

La evolucion del contenido en clorofilas es bastante simitar a la observada para
la actividad Rubisco; se observa un incremento respecto al control en las tres dosis de
sal ensayadas, en la primera cosecha, que se mantiene solo con 50 mM de NaCl al igual
que en el testigo para disminuir gradualmente. Las diferencias detectadas entre
tratamientos no son muy significativas, y por tanto toda la variabilidad observada se
debi6 fundamentalmente al dia de cultivo.

La correlacién entre actividad Rubisco y contenido en clorofilas es muy elevada
(P<0.01 r=0.785) ast como la que exhiben estos parametros fotosintéticos con los de

crecimiento expuestos en la figura 5.1 (Tab. 5.8).

5.2.2. Actividades enzimaticas.
Tos cambios de las actividades PEPC y MDH ambas expresadas en pmol

NADHux g PF" h, se han representado graficamente en la figura 5.3. El méaximo de la
actividad se detecta en la primera recogida, cuatro dias después de adicionar la sal al
medio de cultivo. Ese dia se alcanzan actividades en los tratamientos con sal (50, 75 y
100 mM) un 36, 19 y 13% respectivamente superiores al tratamiento control,
" produciéndose el maximo de actividades en las plantas tratadas con 50 mM de NaCl.
En todos los tratamientos con exposicion al NaCl se produce una disminucion de la
actividad con el tiempo que las plantas esté.n- expuestas a la aplicacion de NaCl, esta
disminucién es bastante semejante al tratamiento sin sal, del 50% en el control y del 40-

45% en los tratamientos con sal.

La alta correlacion existente entre la actividad PEPC y MDH (r = 0.92

P<0.001) favorece que la evolucion de la MDH sea semejante a la anteriormente
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Figura 5.3. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa, en pmol
NADH. (g PF)'1 h'l, en hojas de Cicer arietinum cultivar ILC1919, inoculadas con
Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4 cosechas y tratadas con cuatro dosis de NaCl.

descrita. Sin embargo, aun cuando con 50 y 75 mM se obtienen incrementos de
actividad respecto al control practicamente en todas los muestreos realizados, hay
algunos matices que sefialar: a) La caida de actividad en ¢i tiempo no es tan dréstica en
el tratamiento control (3%) ni en las tratadas con NaCl (18, 1y 7%) como lo descrito
para la PEPC. b) Las variaciones existentes entre las actividades, detectadas a los 4 dias

de adiciomde la sal indican, que el control alcanza la méxima actividad mientras que
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con 50 mM de NaCl se reduce un 20% y con 75 y 100 mM alrededor del 45%. El
andlisis de la varianza de estas dos enzimas sefiala que toda la variabilidad apreciada
puede asignarse a la edad del cultivo (80%) ademas merece la pena sefialar que ambas
enzimas presentan una correlacion significativa y negativa con los pardmetros de

crecimiento y positiva con los de fotosintesis determinados (Tab. 5.8).

© 600
GS

pmol GH g PF™' 1!
g8 8 8 8

8

I MDS (0.05)

16

(o]
k-
o F
Y]

5| I MDS (0.05) GOGAT

T

pmol NADH,, g PF' '
w

1} E—

0 4 8 12 16
Dias después del tratamiento

[~8-0 mM NaCI-0-50 —-75 -~ 100]

Figura 5.4. Actividad glutamina sintetasa, en pmol yGH (g PF)'1 L, y glutamato
sintasa, en pmol NADHowx (g PF)' h' en hojas de Cicer arietinum cultivar
ILC1919, inoculadas con Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4 cosechas y
tratadas con cuatro dosis de NaCl

La actividad de los enzimas involucradas en la asimilacién de amonio del ciclo
de la glutamina sintasa GS/GOGAT disminuyé desde la adicion de NaCl al medio de

cultivo. La evolucion de esta disminucién en el tiempo, que fue en la actividad GS del
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10% en el control y del 20-30% en los tratamiento con sal, se hizo mas patente e
intensa en la actividlad GOGAT ya que se detectaron reducciones del orden del
60% tanto en el control como en la mayoria de los tratamientos.

La actividad GS en hojas es 5 veces mayor que en nédulos y con 50 y 75 mM
de NaCl se observa un incremento que se perpetua con 50 mM hasta la tercera
cosecha. Con 75 y 100 mM esta actividad no solo decae en el tiempo de cultivo sino
que siempre se obtuvieron valores inferiores a los obtenidos en las plantas testigo. Tal
como se indico para la actividad PEPC y MDH, la actividad GS presenta una
correlacion significativa y negativa con los parametros de crecimiento y positiva con
los de fotositesis. Evidentemente las enzimas del ciclo de la glutamato sintasa
presentan una correlacion muy significativa (P<0.001) con las estudiadas del
metabolismo carbonado (PEPC/MDH) tal como se muestra en la tabla 5.8.

Al estudiar los niveles de actividad GOGAT se observa un comportamiento
similar al descrito para la GS, intensificando el efecto de 50 mM, siendo esta la dosis
de sal que incrementa esta actividad en las dos primeras cosechas efectuadas,
Iientras que 75 y 100 mM inducen niveles de actividad inferiores al testigo. El nivel
de actividad glutamato sintasa NADH dependiente (Fig. 5.4) fue varias veces inferior
al detectado para la glutamina sintasa. Este hecho también se pone de manifiesto
cuando se estudian estas enzimas en nédulos (Fig. 5.4) y en la tabla 5.3 cuando ambas
enzimas se expresan por mg de proteinas. En esta tabla se observa que la evolucion
de la actividad NADH-GOGAT en el tiempo y con las distintas dosis de sal es

semejante a la ya descrita. Aunque el efcto de las dosis de sal sobre la evolucion de

 esta actividad enzimatica en este periodo del ciclo de vida de la leguminosa es

estadisticamente significativo, la magnitud de estas variaciones es menor si las

comparamos con la variabilidad existente con los dias de tratamiento.

3.2.3. Contenido de metabolitos.
En el extracto vegetal de la hoja se ha llevado a cabo la determinacién del

contenido en aminoécidos de prolina y de azicares solubles totales, que expresados en
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ng (g PF)" los dos primeros y en mg (g PF)" el ultimo de ellos, se recogen en la figura

5.5.
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Figura 5.5. Contenido de prolina, aminoacidos, azlcares solubles y proteina en
hojas de Cicer arietinum cultivar ILC1919, inoculadas con Mesorhizobium ciceri,
a lo largo de 4 cosechas y tratadas con cuatro dosis de NaCl

El contenido de aziicares totales solubles se incrementa con el tratamiento de
sal. Respecto al testigo se detectan incrementos que oscilan entre el 12 y el 30% segin
la dosis de NaCl a los cuatro dias de la aplicacién del tratamiento (primera recogida). A
medida que transcurre el tiempo de cultivo se observa que estos solutos se acumulan
mas en hojas. Este hecho se comprueba por la curva ascendente que se visualiza en
todos los tratamientos, registrandose los méaximos valores con 75 y 100 mM, sobre
todo en los ultimos muestreos a los 11 y 14 dias del tratamiento. En la tabla 5.8 se

descubre que el contenido de aziicares solubles mantiene una correlacién positiva
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(P<0,05) con los parametros de crecimiento y altamente significativa pero negativa
(P<0,01) con los parametros fotosintéticos y las actividades enzimaticas determinadas
en hojas.

Un efecto diferente se observa al observar la evolucion del contenido de:
aminoacido en hojas, ya que disminuye en el tiempo en las plantas control a niveles del
50% a los catorce dias de la aplicacion del NaCl. Sin embargo, se constata que las
plantas tratadas con sal a los cuatro dias de tratamiento presentan un incremento del
46, 37 y 10% de amino4cido libre respecto al control (0 mM NaCl) con 50, 75 y 100
mM de NaCl respectivamente que también ira disminuyendo durante el desarrollo del
cultivo, sin que se observe, una disminucion tan drastica como la descrita en el control.
Incluso con 75 y 100 mM, en las Gltimas tomas de muestras se observa un aumento y/o
recuperacién del contenido en aminoacidos libres. La magnitud de estos cambios se
debe a la interaccion edad de cultivo con el tratamiento, aiin cuando todas las fuentes
de variacion son estadisticamente significativas.

En las plantas control el contenido de prolina disminuye significativamente con
el tiempo (Fig. 5.5), detectandose que en la ultima recogida la acumulacion de la
prolina es el 62% de la existente diez dias antes. La sal provoca la acumulacién de este
metabolito en hoja ya a los cuatro dias de la adicion de la sal (primer muestreo). Se
detecta que los tratamientos con 50 y 100 mM de NaCl contienen un 20% mas de
prolina que el control. La evolucién en el tiempo de los tratamientos con sal es distinta
al control, puesto que se induce una acumulacién que se manifiesta desde el segundo
muestreo y que continua en el tercero y cuarto. Obviamente esto se constata mas
intensamente en las plantas con 75 y 100 mM de NaCl, que logran algo mas que

triplicar el contenido de prolina que se las detecta a los cuatro dias de la aplicacion de la
sal.
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5.3. Procesos estudiados en nédulos.
5.3.1. Fijacion de nitrogeno.

El proceso de fijacion de nitrogeno esta representado por diferentes
parametros: peso seco de nédulos, expresado en g planta”, peso normalizado de
nédulos en mg por g PSPA, actividad nitrogenasa especifica evaluada mediante el test
de la reduccion del acetileno expresado en pmol Cz2 Ha g' PS h'l,. y total por planta en
pmol Cz Hq planta™ h™* (Tabla 5.4). Algunos de estos datos se representan graficamente
en la figura 5.6 para observar mejor la evolucion de estos parametros en el tiempo de

cultivo experimentado.
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Figura 5.6. Peso seco de nodulos (PSN) en g planta”, peso normalizado de
nodulos (PNN) en mg (g PSPA), actividad reductora de acetileno esPeciﬁca
(ARA), en umol C:Hs (g PS)" b, y ARA por planta, en pmol C2Ha planta™ h™') en
Cicer arietinum cultivar ILC1919, inoculadas con Mesorhizobium ciceri, a lo
largo de 4 cosechas y tratadas con cuatro dosis de NaCl.
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Los n6dulos empezaron a ser visibles a los 15 dias después de la inoculacion.
Cuando se realizo el primer muestreo, a los 4 dias después de suministrar el trata-
miento, cuando las plantas tenian 21 dias de cultivo se observo que los nodulos erar
rosados, redondos y situados en la raiz principal.

Los datos (Fig. 5.6) indican que un efecto rapido de estrés salino induce una
disminucion en el peso seco que puede llegar a ser de 70% con 100 mM de NaCl pero
que no es significativo con 50 mM NaCl. El avance del desarrollo de la planta produce
el aumento del peso seco de nddulos que resulta ser superior al control a los 7 dias
después del tratamiento con 50 y 75 mM. Al final del experimento, los datos que se
obtienen indican que la dosis 50 mM produce una reduccion del 25% en el PSN, la de
75 mM el 40% y la mas alta el 65% sobre el testigo. La amplitud de los cambios
observados en el peso seco de nodulos se debe en un 60% a los dias de cultivo, en un
20% al tratamiento y en un 15% a la interaccidn tratamientos X tiempo.

Este pardmetro (PSN) se correlaciona positiva y significativamente (tabla 5.8)
con los de crecimiento, con el ARA y ARAP y con determinados metabolitos que se
acumulan en el nodulo con la sal (tabla 5.7 y fig. 5.10) y negativamente pero también
significativamente con la PEPC y MDH nodular (Fig. 5.3) y los pardmetros
fotosintéticos (Fig. 5.2).

El peso normalizado de los nddulos aumenta y alcanza el méaximo a los 11 dias
del tratamiento en el control y con 50 mM de sal y a los 7 dias con 75 y 100 mM de
NaCl. Este maximo es muy variable oscila entre 60 (en el control) y 30 mg (g PSN)*
de los nddulos tratados con 100 mM de la sal sédica. La disminucién que se produce
se reﬂéja en los valores que son proporcionales a la dosis de sal.

La evolucion de la nitrogenasa (ARA) (Fig. 5.6) indica que esta actividad fue
inhibida por la sal y esta inhibicion se observa desde la primera recogida (4 dias después
de la adicion de la sal) con 75 y 100 mM. Con 50 mM este efecto se observe desde la
tercera recogida (11 dias después). A los 4 dias de suministrar la sal, las plantas acusan
el efecto negativo del medio salino inhibiendo el flujo total de electrones a través de la

nitrogenasa en un 25% con 75 mM y un 50% con 100 mM de NaCl. Es interesante
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sefialar que la dosis de 50 mM condiciona una tolerancia a la sal ya que no se
afecto significativamente ni la nodulacién ni la ARA, al menos durante un periodo
del crecimiento. El comportamiento que se describe para el ARAP es bastante
semejante al ya comentado, no en vano existe una buena correlacion (P<0.001 r=
0.874) entre ambos parametros, tal como se refleja en la tabla 5.8 de esta
memoria. Ademas estas dos actividlades ARA y ARAP se encuentran
correlaciones positivas y significativas con las enzimas estudiadas en el nodulo

como PEPC, MDH, GS, GOGAT, entre otras (tabla 5.8).

5.3.2. Actividades enzimaticas.

Se han determinado diversas actividades enzimaticas relacionadas con el
metabolismo carbonado: la sacarosa sintasa,invertasa alcalina y alcohol
deshidrogenasa cuya representacion grafica se expresa en la figura 5.7, la
fosfoenolpiruvato descarboxilasa y malato deshidrogenasa (Fig. 5.8) y enzimas de
la asimilacién de amonio del ciclo de la glutamato sintasa en la figura 5.9. Los
valores numéricos expresados en pmol gr PF-1 h-1 se exponen en la tabla 5.5 y
cuando son referidos al contenido de proteinas se expresan en pmol por mg
proteina™ min™! en la tabla 5.6. En todas ellas se afiade los MDS a P<0.05.

Las enzimas del metabolismo del carbono nodular exhiben una tendencia
generalizada a disminuir durante el desarrollo del cultivo, encontrindose bastante
tolerantes a la sal al menos con 50 mM. El comportamiento de la sacarosa sintasa
induce a pensar en la existencia de un punto de inflexion a los 11 dias de tratamiento
separando el crecimiento vegetativo del reproductor. Este punto de inflexion es muy
evidente en las plantas control y més suave en las tratadas con sal. Al inicio del
experimento se obtienen valores muy semejantes al control en las plantas con 50 mM
de NaCl y algo inferiores (entorno al 20%) en los otros tratamientos salinos. Sin
embargo, en los muestreos realizados posteriormente la actividad sacarosa sintasa
(SS) es mayor en las plantas tratadas con sal, independientemente de la dosis.

Otra enzima ensayada de la hidrolisis de la sacarosa en el nodulo es la invertasa
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Figura 5.7. Actividad sacarosa sintasa (SS), invertasa alcalina (IA) y alcohol
deshidrogenasa, en pmol NAD..4 (g PF)! h', en citosol nodular de Cicer
arietinum cultivar ILC1919, inoculado con Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4
cosechas, tratado con cuatro dosis de NaCl.

alcalina (IA), que expresa una actividad mayor que la sacarosa sintasa al menos en

condiciones de salinidad. El estrés salino moderado afecta poco a esta actividad,
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incluso se detecta que a los 4 dias de aplicacion de la sal hay tratamientos que duplican
el valor que obtienen las plantas control y es por ello que los niveles de salinidad que se
obtienen durante él experimento se mantienen en los limites que marca el control, aun
con una tendencia distinta existente entre los distintos tratamientos. Las plantas control
exhiben una. actividad invertasa alcalina que aumenta significativamente con el
desarrollo del cultivo, mientras que las plantas con 75 y 100 mM se comportan de
forma opuesta, comportandose las plantas con 50 mM de forma intermediaria ya que la
actividad invertasa se mantienen durante el experimento después de observarse una
reduccion en la segunda recogida.

Al estudiar las correlaciones que presentan las dos enzimas de la hidrolisis de la
sacarosa se detecta que no hay correlacion entre ellas y que la invertasa alcalina exhibe
una interesante correlacién con la actividad Rubisco y con algin parametro de
crecimiento, entre otras correlaciones detectadas (Tab. 5.8). -

Otra enzima relacionada con el metabolismo carbonado determinada ha sido la
alcohol deshidrogenasa, una enzima que es muy activa en medios salinos. En las plantas
control se detecta un punto de inflexion a los 11 dias de tratamiento tal como se indico
para la sacarosa sintasa. Curiosamente es una enzima cuya actividad no se estimulo con
la sal a los 4 dias de la adicion al medio, excepto cuando la dosis de sal fue elevada

(100 mM), sino que se va activando durante el crecimiento del cultivo, en respuesta a

un periodo de adaptacion, de hecho en la segunda recogida las plantas con 50 y 75mM

de NaCl obtuvieron niveles de actividad menores que el testigo. Sin embargo, en la
tercera cosecha con 100 mM y la cuarta con 75 mM la actividad alcohol
deshidrogenasa en plantas con sal llegé a ser algo mas del doble. Este efecto positivo
de la sal en ésta actividad enzimatica influye en que muchas de las correlaciones
obtenidas de esta enzima sean signiﬁcativaé pero de carécter negativo. Asi, presenta
correlacién negativa con los parametros de fotosintesis, con la IA nodular y con el
contenido de algunos metabolitos foliares y positiva con la actividad MDH nodular

(Tab. 5.8).
La actividad especifica de la PEPC y la MDH en los nddulos de las plantas
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control incrementa con el tiempo de cultivo. A los cuatro dias del tratamiento la
actividad PEPC se ha incrementado correlativamente con la dosts de sal (10, 32 y 86%
con 50, 75 y 100 mM de NaCl). Lo mismo ocurre con la actividad MDH, que aumenta
el 20, 24 y 30% con las mismas dosis de sal. El maximo de actividad PEPC se obtiene
en la cuarta recogida en las plantas control, en la tercera en las plantas con 50 mM, en
la segunda con 75 mM y en la primera con 100 mM de sal. Los maximos de la -
actividad MDH siguen un comportamiento similar. Evidentemente a partir de la
obtencion del maximo se observa una caida de estas actividades que con 100 mM de
NaCl es del 30% en la MDH y del 70% en la PEPC respecto al control y mucho mas

drastica en las plantas con dosis de sal intermedias.
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Figura 5.8. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato
deshidrogenasa, en umol NADH.x (g PF)! h', en citosol nodular de Cicer
arietinum cultivar TLC1919, inoculado con Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4
cosechas, tratado con cuatro dosis de NaCl.
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En nddulos se detecta que el valor de la actividad MDH es 50 veces mayor que

la PEPC aunque las variaciones inducidos por la sal fueron proporcionalmente mas

intensas en la actiyidad PEPC. Mientras los valores obtenidos para la PEPC nodular

son de la misma magnitud que los obtenidos para la PEPC foliar (tabla 5.2 y/o fig. 5.3)

los niveles de actividad MDH en hoja son tres veces las detectadas en extractos de

nddulos.
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Figura 5.9. Actividad glutamina sintetasa (GS), en pmol y GH (g PF)" htly
glutamato sintasa (GOGAT), en pmol NADreq (g PF)! b, en citosol nodular de
Cicer arietinum cultivar ILC1919, inoculado con Mesorhizobium ciceri, a lo largo
de 4 cosechas, tratado con cuatro dosis de NaCl.

Las actividades glutamina sintasa y glutamato sintasa tuvieron entre si una
correlacion positiva alta y significativa (r = 0,789 P < 0.001 Tab. 5.8) y una propor-
cionalidad-media de aproximadamente 9:1 GS/GOGAT (Fig. 5? y Tab. 5.5). La
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actividad GS nodular se expresd con menor intensidad que la foliar (Fig. 5.3),
manteniéndose ademas mas tolerante a la sal al menos con 50 y 75 mM. El maximo de
actividad GS nodular se produce a los 11 dias después de la adicion de la sal al medio
de cultivo en todos los tratamientos, por tanto esta actividad incrementa con el
desarrollo de la planta. Hay que destacar que los valores mas altos se obtienen con 50 y
75 mM de NaCl. El estrés salino induce reducciones de actividad no significativas con
50y 75 mM y del 12 % con 100 mM a los 4 dias de aplicacion de la sal y superiores
(45 %) al final del experimento.

A diferencia de la GS, la actividlad GOGAT-NADH dependiente nodular fue
entre 3 y 4 veces mas activa que la foliar y su tendencia fue de a aumentar durante el
desarrollo del nodulo. El maximo se alcanza dependiendo del tratamiento de sal, asi en
el control es al final del experimento y la sal favorece el adelanto del mismo. Sin
embargo, al igual como se ha descrito para la actividad GS, el estrés salino provoca
disminuciones no significativas con 50 mM y del 17 y 25% con 75 y 100 mM de NaCl

alos 4 dias de su aplicacion y superiores (40%) al final del experimento.

5.3.3. Contenido de metabolitos.

Se ha determinado el contenido de azucares solubles, aminoacidos libres y
prolina en distintos tiempos de cultivo en el citosol nodular. La evolucion en el
contenido de estos metabolitos se refleja en la figura 5.10. Ademas, se ha elaborado
una tabla (Tab. 5.7) que refleja Gnicamente los datos obtenidos de estos metabolitos
tanto en extractos de hojas (Fig. 5.5) y citosol nodular, encaminados a provocar el
estudio comparativo. Por tltimo, indicar que se ha adicionado a esta tabla los valores
de proteina nodular y foliar obtenidos en cada tratamiento y muestreo realizado.

Los niveles de azucares totales solubles en nodulos son muy inferiores a las
detectadas en hojas (en hojas se alcanzan niveles de 4 a 5 veces mas elevados que en
noédulos). Las variaciones observadas indican: a) Que las plantas con sal acumulan a los
cuatro dias de la aplicacién un 16% (50 mM), 24% (75 mM) y 60% (100 mM) mas

que el testigo. b) El tiempo de cultivo favorece esta acumulacion llegando a duplicarse
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en la ultima recogida (0 y 50 mM) o a incrementarse en un 60% (75 y 100 mM). ¢) El
tiempo de cultivo fue la fuente de variacion que tuvo mas efecto sobre el contenido de
azicares totales solubles, siendo responsable del 80% de la variabilidad observada. d)
Existe una correlacion positi\}a; y muy significativa (P<0.001) entre este parametro y los
del crecimiento determinados y con el contenido de aminoécidos nodulares y negativa
con igual significacién con los parametros fotosintéticos y las actividades enziméticas

determinadas en hojas (Tab. 5.8).
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Figura 5.10. Contenido de aminoécidos en pg (g PF)’, prolina en pg (g PF)",
azicares solubles totales en mg (g PF)", y proteinas expresado en mg (g PF)"’, en
citosol nodular de Cicer arietinum cultivar ILC1919, inoculado con
Mesorhizobium ciceri, a lo largo de 4 cosechas, tratado con cuatro dosis de NaCl.

El contenido de aminoacidos libres en nodulos disminuye con el tiempo de
cultivo, este efecto también fue descrito en hoja (Fig. 5.5). La sal reduce drasticamente

la concentracién de aminoacidos libres en nodulos a los 7 dias de tratamiento, esta
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reduccion fue del 60% con S0 mM y del 70% con 75 y 100 mM de NaCl. No obstante,
con 50 mM se produjo un aumento en la tercera recogida que no se mantiene en la
ultima. Al igual que lo descrito para los azicares totales solubles, el contenido de
aminoacidos en nddulos fue menor que en hojas, sin embargo, a los cuatro dias de
aplicacion de la sal el contenido de aminoacidos en nddulos es practicamente el mismo
en todos los tratamientos, con variaciones no significativas, mientras en hojas se habia
provocado una mayor acumulacion con la sal.

En las plantas control, el contenido de prolina disminuye hasta la recogida que
se realiza el dia 11 después de ser las plantas tratadas con sal; curiosamente, después
ocurre un incremento que representa el 35 o el 20% segun sea respecto a la prolina
detectada en el muestreo anterior (3*) o al realizado a los 4 dias de tratamiento (17).
Existe una fuerte acumulacion de prolina nodular con el tratamiento de sal a lo largo
del tiempo de cultivo, puesto que en el primer muestreo los niveles de prolina obtenidos
son similares al de las plantas control. Sin embargo, el incremento con la sal no es
proporcional a la dosis de NaCl ya que se obtienen incrementos superiores con 50 e
incluso con 75 mM que con 100 mM; excepto en la Gltima recogida.

De nuevo se detecta que en hojas la concentracion de proteina es mayor que en
nédulos (Tabla 5.7). No existe una relacién clara entre salinidad y contenido de
proteina ya que en hoja la sal induce una acumulacion que fue especialmente
significativa a los 7 y 11 dias después de la adicion de 50 mM, sin embargo, con 75
mM el contenido de prolina decae con el desarrollo al igual que en el control y con
100 mM hay un incremento significativo el dia 7 después del suministro de sal y
desptjés disminuye. En noédulos, la evolucion observada ‘es bien distinta pues el
contenido de proteina va aumentando con el crecimiento de la planta tanto en el control
como en los tratamientos con sal aunque decae en la Gltima recogida de forma drastica
en los tratamientos con dosis de sal mas elevadas. Estos aumentos de proteina nodular
y en algunos extractos de hojas tratados con sal, en las primeras recogidas, pueden
estar relacionados con el aumento de actividad que se detecta en algunas enzimas

cuando sg expresan en base a mg de proteina (Tab. 5.3 y 5.6), indicando que existe una
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mayor induccién del enzima y no una mayor actividad enzimatica.

5.4. Determinaciones analitigas: Contenido en macronutrientes.

La concentracién de distintos nutrientes en parte aérea y raiz de la simbiosis
Cicer arietinum Mesorhizobium ciceri tratada con distintos niveles de NaCl,
expresados en porcentaje, se exponen en las tablas 5.8 y 5.9 respectivamente y
expresada en mg de elementos por planta en las tablas 5.10 y 5.11. En general se
detecta que hay una gran variabilidad de las respuestas obtenidas que comentamos a
continuacion.

El NaCl favorecié la acumulacién de nitrgeno en parte aérea, evidenciandose
que el porcentaje medio del contenido de este elemento en raiz es 'el 75% (Tab. 5.9) del
detectado en parte aérea (Tab. 5.8). Se produce una disminucion generalizada e
independiente del tratamiento, en el tiempo de cultivo cuando se expresa en -
porcentaje. Sin embargo, cuando se expresa en mg por planta'} (Tab. 5.) se observa en
el tiempo un incremento en el contenido de este elemento.

A los cuatro dias de la adicion de sal al medio de cultivo, se evidencia que el
contenido de N en parte aérea (Tab. 5. ) y en raiz (Tab. 5.) es bastante semejante en
todos los tratamientos, aun cuando las diferencias detectadas son significativas
(MDS=0,05), con variaciones que oscilan de 3,06 (100 mM) a 3,75 (50 mM). En el
transcurso de la etapa vegetativa a la reproductora se detectan reducciones que se
sitiian en torno al 30% en el tratamiento control y mas intensas con sal, siendo del 70%
con 100 mM. Sin embargo, en raiz no se observa esta drastica variacion en ei contenido
de nitrégeno detectandose reducciones del 20% (control) y 25% (tratamiento con
NaCl).

La positiva y alta correlacién que se establece entre contenido de N en hoja y raiz
condiciona que en ambos parametros se detectan correlaciones, bastantes, semejantes
como las existentes con los parametros fotosintéticas (actividad Rubisco y contenido en
pigmentos fotosintéticos) que es altamente significativa (P<0,001) y con los parametros

de crecimiento (PSR, PSP y PSPA) entre otras correlaciones detectadas (Tab. 5.8).
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También es interesante sefialar que en ambos parametros toda la variacion apreciada

puede asignarse al efecto del tiempo de cultivo.

Tabla 5. Contenido en N, P y K, como porcentaje de peso seco en hoja y en raiz en
Cicer arietinum, cultivar ILC1919, a lo largo de cuatro recogidas y tratados con
cuatro dosis de NaCl.(DDT = dias después del tratamiento).

Parte aérea Raiz
NaCl (mM) NaCl (mM)
DDT 0 50 75 100 0 50 75 100

N _
4 335 3.75 3.18 3.06 2.19 2.08 2.19 237
7 2.51 2.63 2.72 2.36 2.19 1.73 1.92 1.92
11 243 2.14 2.07 1.93 2.00 1.80 1.61 1.73
14 2.35 1.67 2.51 0.85 1.73 1.57 1.65 1.73

MDS (0.05) 0.68 MDS (0.05)

P
4 0.46 0.43 0.50 0.49 0.65 0.76 0.59 0.65
7 0.72 0.41 042 0.45 0.90 0.72 0.60 0.65
11 0.40 0.35 0.39 0.42 0.84 0.61 0.67 0.66
14 0.43 0.36 0.39 0.67 0.94 0.61 0.59 0.66

MDS (0.05) 0.03 MDS (0.05)

K
4 5.82 5.26 490 4.49 7.61 8.63 6.17 8.49
7 478 430 4.06 416 8.67 7.89 8.06 8.27
11 433 3.78 3.66 408 8.33 7.83 7.50 722
14 3.70 3.87 400 7.20 8.43 7.60 7.58 8.27

MDS (0.05)

MDS (0.05) 0.28

En cuanto al fosforo tuvo un comportamiento distinto al del nitrogeno, es decir
que la sal favoreci6 la acumulacién de fosforo en raiz y este se evidencia cuando el
contenido de P se expresa en mg ( planta)” (Tab. ). De hecho en hoja se detecta una
media del 60% del contenido en Py es solo en raiz donde el tratamiento de sal fue la
fuente de variacion que tuvo un efecto mayoritario. En hoja ---—- no se observan
grandes variaciones significativas ni en tiempo de cultivo ni con la sal; los valores

obtenidos “oscilan entre 0,35 y 0,47, sin embargo en raiz, el contenido de fosforo
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aumenta con el tiempo de cultivo en el tratamiento control (30%) y disminuye un 20%

con 50 mM de NaCl, se mantiene con 100 mM y con el tratamiento de sal intermedio

(75 mM), también se mantiene aunque existe un ligero aumento dificil de explicar a los

11 dias de aplicacion de sal. Cuando este parimetro se expresa en mg (g planta)'l (Tab.

), las diferencias en hoja y raiz comentados no se detectan pues el contenido de fosforo

en general se duplica en el tiempo de cultivo independientemente del 6rgano estudiado
sefialar, la inducida entre el

%)

y del tratamiento. Hay correlaciones interesantes que

contenido de P en hoja { %) con otros nutrientes como el Ky Mg y del P en raiz (

con el K, Nay Ca deraizy el ARA (r=0.74; P<0.001).

Tabla 5 Contenido en Na, Ca y Mg, como porcentaje de peso seco en hoja y en
raiz en Cicer arietinum, cultivar ILC1919, a lo largo de cuatro recogidas y tratados

con cuatro dosis de NaCl. (DDT = dias después de tratamiento).

Parte aérea Raiz
NaCl (mM NaCl (mM)
DDT O 50 75 100 0 50 75 100
Na . Na
4 0.11 0.41 0.59 0.55 0.15 1.27 1.62 i.79
0.24 040  2.1¢6 0.83 0.17 1.05 1.59 2.17
11 0.19 0.55 0.73 0.85 0.13 0.91 2.19 2.36
14 007 0.40 0.67 0.72 0.14 0.98 2.12 246
MDS (0.05) 0.48 MDS(0.05)
Ca Ca
4 0.71 0.67 0.65 0.68 0.98 1.83 1.24 0.73
0.84 0.69 0.70 0.68 2.52 2.64 1.46 0.97
11 092 0.71 0.64 0.59 . 2.56 2.39 1.83 1.79
14 1.02 0.72 0.65 0.38 332 2.67 2.25 1.72 .
MDS (0.05) 0.21 MDS(0.05)
Mg Mg
4 0.66 1.80 0.85 0.64 2.49 5.65 428 2.62
0.60 0.58 0.63 0.60 6.27 6.19 467 3.32
11 063 0.60 0.57 0.58 6.01 6.36 6.36 6.03
14 060 0.64 0.60 2.09 716 9.83 13.19 622
MDS (0.05) 0.28 MDS (0.05)
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El contenido de potasio en parte aérea disminuye a lo largo del tiempo de
cultivo tanto en plantas control como con tratamientos de sal, excepto con 100 mM en
el que se aprecia un incremento. Esta disminucion que fue del 36% en el control se
situd entre el 20-27% en presencia de 50 y 75 mM de NaCl. Se puede afirmar que el
contenido de K en parte aérea es mucho menor, algo mas de la mitad, que en raiz (Tab.
). En raiz, la tendencia de este parametro fue distinta: A los cuatro dias de aplicacion de

sal en las plantas tratadas hay un 12% mas de K que en el control, este incremento se

" mantiene en el tiempo obteniéndose un méaximo a los 7 dias de aplicacion de la sal en

todos los tratamientos, llegando al final del experimento con ligeros descensos que en
general no son muy significativos.

El aumento del nivel de sodio por la sal respecto al control ya a los 4 idas de su
adicion fue mas espectacular en raiz, entre 9y 12 veces mas segun la dosis de sal, que
en parte aérea (4-5 veces). Esta respuesta se mantiene durante el tiempo de
experimentacion, manteniéndose una relacion generalizada de 3:1 (raiz/parte aérea)
durante este tiempo y con los tratamientos de sal. El contenido de Na en el control no
vari6 significativamente tanto en raiz como en parte aérea en el tiempo, sin embargo en
los tratamientos de sal se produjo un aumento méaximo del 30% en parte aérea y del
37 % en raiz de las cuatro plantas con 100 mM. El contenido de Na ( %) en parte aérea
se correlaciona negativa y significativamente con el contenido de Py Ca (%) enraiz, y

el del raiz, se correlaciona positivamente con el de parte aérea, también negativamente

~ con estos mismos elementos y con la actividad ARA (r =-0.71; P<0.001). Cuando el

contenido de Na se expresa en mg por (g planta) (Tab. ) se intensifican los efectos
descntos como la acumulacion de Na en raiz respecto a parte aérea y en el tiempo de
experimentacion.

Al estudiar el contenido de Ca en hoja se comprueba la poca variabilidad en el
tiempo y con la salinidad. Solo el tratamiento control exhibe un incremento en el
tiempo que llega a ser del 44% en la ultima recogida realizada, mientras que la sal
impide esta tendencia y el contenido de Na en hoja se mantiene sin variaciones

significativas. En raiz, se generaliza las observaciones anteriores incluso en las plantas
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control, aunque en los datos encontrados se aprecia una disminucion del contenido de

Ca provocado con 75 y 100 mM de NaCl desde la aplicacion del tratamiento salino y la
lo largo del tiempo que es significativa (MDS = 0.05), lo que implica que en estos
tratamientos el contenido de Ca en raiz representa entre 65-70% del obtenido en parte

aérea. Tanto el contenido de Ca en hoja como en raiz exhibe una correlacion positiva y
significativa con la actividad ARA (Tab.).
Tabla 5. -Contenido en N, P y K, en mg planta'l, en hoja y en raiz en Cicer

arietinum, cultivar ILC1919, a lo largo de cuatro recogidas y tratados con cuatro
dosis de NaCl. (DDT = dias después del tratamiento).

Parte aérea Raiz
NaCl (mM) NaCl (mM)
DDT 0 50 75 100 0 50 75 100
N N '

4 883 881 679 634 364 575 58 397
919 913 952 611 360 685 597 424
11 1178 1127 1187 959 857 797 694 801
14 1170 903 1246 378 952 920 884 0663
MDS (0.05) 3.12 MDS(0.05)
P P
121 099 106 1.00 108 211 159 108
155 141 146 116 351 286 18 145
11 194 185 222 209 362 268 289 3.08
4 213 194 196 298 518 358 316 253

MDS (0.05) 0.14 MDS(0.05)
K K
4 1536 1236 10.49 @ 9.29 1263 2389 2196 1426
7 1750 1492 1425 1077 ~ 33.99 3130 25.07  18.28
11 2094 1988 2094 2028 3574 3262 3226 3352
14 1839 2099 19.88 31.19 46.45 44.44 4063 3177

MDS (0,05) 1.26 MDS (0.05)

~ B

Al igual como se describio para el contenido de potasio y fosforo, el de
magnesio el mayor en raiz que en parte aérea en general e independientemente de la

dosis de sal y el tiempo de cultivo, se evidencia que el contenido de Mg en raiz el doble
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que en parte aérea. Mientras que las diferencias observadas segin las fuentes de
variacion (tratamiento salino y tiempo de experimentacion) en parte aérea no son
significativas, en raiz se pueden realizar algunos comentarios. Con 50 mM de NaCl se
detecta un incremento del 36% respecto al testigo en el contenido de Mg que no se
aprecia con las otras dosis de sal a los 4 dias de la aplicacion del tratamiento que no se
detecta ni se mantiene en los siguientes muestreos, en los cuales se obtienen valores
semejantes al control e incluso a los otros tratamientos. Con 75 mM se observa un

aumento de este parametro al final del tiempo de cultivo ({iltima recogida) del 60%.

Tabla i{ Contenido en Na, Ca y Mg, en mg planta'l, en hoja y raiz en Cicer
arietinum, cultivar ILC1919, a lo largo de cuatro recogidas y tratados con cuatro
dosis de NaCl. (DDT = dias después de tratamiento

Parte aérea Raiz
NaCl NaCl
DDT 0 50 75 100 0 50 75 100
Na Na
4 028 097 126 114 024 350 437 3.01
7 08 139 758 215 0.65 418 474 479
11 094 29 416 423 057 474 943 1096
14 034 215 331 319 0.76 576 1138 945
MDS (0.05) 1.88 MDS(0.05)
Ca Ca
4 18 15 139 140 098 183 124 073
7 309 238 246 175 252 264 146 097
11 444 371 365 292 256 239 183 179
14 506 392 321 170 332 267 225 172
MDS (0.05) 0.23 . MDS(0.05)
Mg Mg
4 174 423 181 133 249 565 428 262
7 221 200 221 155 627 619 467 332
11 307 316 323 288 601 636 636 603
14 29 345 299 928 716 983 1319 622
MDS (0.05) 0.88 MDS (0.05)
165
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Se confirma que la acumulacion prioritaria del calcio es en parte aérea y del

magnesio es en raiz, cuando se expresan los datos en mg por (g planta)'l (Tab. ),

observandose en la evolucion en el tiempo un incremento de esta acumulacion

alcanzandose los valores maximos en las Gltimas recogidas dependiendo del elemento

y/o tratamiento.
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6. Efecto de la salinidad sobre la capacidad respiratoria de los bacteroides.

En este experimento se han cultivado plantas de Cicer arietinum cultivar

ILC1919, inoculadas con la cepa Ch-191 de Mesorhizobium ciceri, crecidas con 50

mM de NaCl desde la siembra, o sin sal (plantas control), realizindose la recogida de
las plantas a los 28 dias, inicio de floracion. Se determinaron los parametros de
crecimiento y fijacion de nitrégeno habituales en los experimentos anteriores, con el fin
de controlar la respuesta de la planta a las condiciones de cultivo establecidas. Se
aislaron bacteroides a partir de los nédulos radicales, por el procedimiento indicado en
el apartado de Material y Métodos, y Ia suspension bacteroidal obtenida se usé para
medir el consumo de oxigeno en los bacteroides intactos, incubados en presencia de

diferentes compuestos susceptibles de ser utilizados por el microsimbionte como
substrato respiratorio.

Tabla 6.1. Peso seco de parte aérea (PSPA), raiz (PSR) y total por planta
(PSP) expresado en gramos; relacion raiz/parte aérea (RPA), en plantas de
Cicer arietinum, cultivar ILC1919 a inicio floracién, tratadas con cuatro
dosis de NaCl desde el inicio del cultivo.

NaCl(mM) PSPA PSR PSP  RPA

0 0.60 0.39 1.02 0.65
ILC1919
¢ 50 0.51 0.30 0.85 0.59

MDS(005) 011 0076 018 0095

6.1. Resultados de crecimiento ¥ fijacion de nitrégeno.

La salinidad causé un descenso del peso seco de la planta, que no fue

significative (Tab. 6.1). Los datos de crecimiento obtenidos en este experimento son

similares a los obtenidos con la misma dosis de sal en experimentos anteriores en los
que el tratamiento se aplicé desde la siembra.

Se observa un incremento de la nodulacion (PSN; Tab.6.2) con 50 mM Nad(l,
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similar al detectado en el experimento 4 con este cultivar. La actividad nitrogenasa
especifica (ARA) sufre un descenso no significativo (Tab. 6.2), que se ve compensado
por el incremento de PSN, que da lugar a su vez a un aumente de la actividad total por
planta (ARAP). Estas variaciones, si bien se encuentra al limite de la significacion

estadistica, son similares a las observadas en el experimento 4 para este cultivar.

Tabla 6.2. Peso seco de nédulos (PSN) en g 1planta'l, peso normalizado
de nodulos (PNN) en mg PSN (g PSPA)", actividad reductora de
acetileno especifica (ARA) en pmol C;Hs (g PS)” h”, ARA por planta
(ARAP) en pmol CoHs planta™ h™, en plantas de Cicer arietinum, cultivar
ILC1919 a inicio floracion, tratadas con cuatro dosis de NaCl desde el inicio
del cultivo.

NaCl(mM) PSN  PNN ARA  ARAP
0.027 449 5139 141
50 0033 641 4560 150

ILC1919

MDS (0.05)  0.011 132 863 0.67

6.2. Capacidad respiratoria de los bacteroides.

El consumo de Oz por los bacteroides se midi6 en ausencia (control) o
presencia de substratos energéticos exdgenos. En el control se observd una diferencia
altamente significativa entre los bacteroides de las plantés control y los de las que
crecieron en salinidad (Tab. 6.3), lo que confirma que la capacidad respiratoria del
bacteroide se ve severamente afectada por la sal del medio de crecimiento de la planta.

La adicion de determinados substratos incrementa significativamente el
consumo de oxigeno en los bacteroides de las plantas conirol (Tab. 6.3). El mayor
incremento lo produjeron el succinato (+88 %) y la glucosa (+63 %) seguidos de
malato, fumarato, lactato y glutamato. En cambio, no produjeron efecto significativo la

prolina, piruvato, etanol, betaina, oxalacetato, acetato y citrato.

168



Resultados

Tabla 6.3. Capacidad resp

ariefinum cultivar ILC1919, en pmol O, consumidos

NaCl (mM)
0 mM 50 mM
Substrato Hmol Oz o del control pumol O, % del control
Control 16.95 100.0 10.88 100.0
Succinato 31.88 188.1 23.87 219.0
Glucosa 27.75 163.7 18.46 169.7
Malato 19.87 117.2 10.14 93.2
Fumarato 19.51 115.1 11.44 105.2
Lactato 19.28 113.8 14.77 135.8
Glutamato 19.22 113.4 i1.16 102.6
Prolina 18.66 110.1 15.77 145.0
Piruvato 17.62 104.0 13.15 120.9
Etanol 17.26 101.8 14.27 131.2
Betaina 16.88 99.6 13.35 122.7
Oxalacetato 16.78 99.0 12.52 115.1
Acetato 15.8} 933 10.74 98.7
Citrato 13.55 79.9 10.38 854
MDS (0.05) 2.03 (12 %) _

En los bacteroides procedentes de plantas crecidas con NaCl, se observan
fespuestas diferentes: el estimulo producido por succinato, glucosa y lactato es

proporcionalmente mayor que el observado en los bacteroides de las plantas control.

En cambio, malato, fumarato y glutamato no Causaron respuesta significativa. Por

ltimo, otros compuestos que no provocaron efecto en los bacteroides control, como
prolina, betaina, etanol Yy piruvato, incrementaron el consumo de oxigeno en los

crecidos en salinidad. De estos, merece destacarse el incremento

provocado por la
prolina, del 45 9

respecto a los bacteroides incubados en ausencia de substratos
exdgenos.
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En resumen, se puede decir que la salinidad en el medio de crecimiento de la
planta hace disminuir la intensidad de la respiracion bacteroidal y, ademas, modifica su
capacidad para metabolizar y/o incorporar diferentes compuestos, incrementandola en

ciertos casos (prolina, betaina, etanol y piruvato) e inhibiéndola en otros (malato,
fumarato y glutamato).
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DISCUSION

1. Germinacién de diferentes cultivares de Cicer arietinum: efecto de la sal.

El metabolismo del nitrégeno esta directamente relacionado al potencial de
produccién de los cultivos. El estudio de la asimilacién del nitrogeno durante la
germinacion de semillas en condiciones de estrés salino es crucial.

En el cultivar ILC1919 se observé una estimulacién importante de la
actividad GS con el tratamiento de cloruro sédico. Rakova et al. (1978)
observaron que la GS es una de las enzimas del metabolismo nitrogenado mas
tolerante a la sal en ensayos in vitro junto a la GDH y NR. La salinidad también
incrementd el patrén de actividad enzimatica de fa GDH. Este paralelismo en el
desarrollo de los perfiles de la GS y GDH bajo estrés salino sugiere la
interdependencia de estas dos enzimas. Los datos sugieren también que en
semillas tolerantes, la asimilacién del amonio en la germinacion del garbanzo
sometido a condiciones salinas se realice preferentemente por la via GS/GDH que

por la NADH-GOGAT, hecho evidenciado por la estimulacion de la GS como de
la GDH y simultaneamente una inhibicién de la GOGAT por la sal. Estie resultado
es contrario a lo observado en semillas germinadas de Phaseolus aureus por
Neelam ez al. (1990). Loyola Vargas (1988) también observé una estimulacién de
la GOGAT con la sal

La exposicion de las plantas a la sal incrementa la acumulacion de ciertos
compuestos nitrogenados, sobre todo, de la prolina. Esta acumulacién ha sido
correlacionada con la tolerancia a la sal en nimerosas plantas. Sin embargo, hay
gran controversia a lo que se refiere a este acamulo. En nuestro estudio, en el
periodo de germinacion del garbanzo, el cloruro sédico estimula la acumulacién
de prolina en las radiculas del cultivar més sensible (Pedrosillano) lo que induce a
pensar que la prolina en semillas germinadas de garbanzo, no puede ser
considerada como un soluto compatible. En el cultivar ILC1919 (cultivar
tolerante) la aplicacion de la sal estimula el ciclo GS/GDH como la fuerte

acumulacion de aminoacidos totales y simultaneamente la inhibicién de la sintesis
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de prolina. Estos hechos, consolidan la hipétesis formulada segin la cual la
prolina no actua como soluto compatible durante la germinacion de Cicer
arietinum.

‘En la célula el carbohidrato tiene una funcién doble: Por una parte
interviene como agente osmético y por otra parte provee energia (ATP), poder
reductor (NADPH) y esqueletos carbonados para la biosintesis. Las dos vias de
oxidacién de azicares en tejidos de plantas superiores son, la via Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) y la via la de las pentosas fosfato (PP) (Ap-Rees, 1977).

En nuestro estudio, la salinidad afecta diferentemente el perfii de
actividad enzimaética del ciclo EMP y PP en funcién del cultivar en estudio:
mientras en el cultivar ILC1919 la actividad ADH se incrementa suavemente con
la salinidad, la 6PGDH se inhibe con el estrés. En cambio, en Pedrosillano, la
estimulacion por la sal de la actividad enzimatica de la ADH es acentuada. Los
valores de la 6PGDH, sin embargo, con 100 y 150 mM de NaCl se mantienen en
conparacion al valor control.

El aumento de la actividad del ciclo de las pentosas fosfato en
comparacion con el EMP ha sido descrita durante la germinacion de semillas
(Rawal et al. 1985). Estudios del efecto de la salinidad sobre la actividad
enzimética de la via de las PP y su relacion con la tolerancia/sensibilidad de los
cultivares al NaCl ha sido muy escrutado por la literatura (Poljakoff-Mayber er
al., 1981). Un aumento ds la actividad de las enzimas de la via de las pentosas
fosfato (G6PDH y 6PGDH) en comparacién con las de la via EMP

(fosfofructokinasa | y fosfoglucosaisomerasa) con la salinidad ha sido
correlacionada con la sensibilidad a la sal en cultivares de Pea (Poljakoff-Mayber
et al.,, 1981). Las observaciones de Neelam Misra y Upendra N. Dwivedi (1990)
en semillas de Phaseolus aureus son justamente contrarias: el estrés salino en el
cultivar tolerante se caracteriza por un aumento del patron de actividad enzimética

de la via de las pentosas fosfato, en cambio, la actividad enzimatica de la via EMP

se inhibe.
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2. Crecimiento y fijacién de nitrégeno en diferentes cultivares de C. arietinum
en condiciones de salinidad.

En este experimento se puso de manifiesto influencia del genotipo de la
planta sobre la respuesta a la salinidad. Aunque la sal afecta, en general,
inhibiendo el crecimiento, un mayor o menor indice en determinados casos como
50 mM en el cultivar Gulavi se observa un incremento de la parte aérea (PS). En
plantas de Phaseolus vulgaris Wignarajah (1990) encontrd que la sal inhibia mas
el crecimiento de la parte aérea que de la raiz, mientras que Rao y Sharma (1995)
informan de una mayor sensibilidad de la raiz en garbanzo. Nuestros resultados
indican que el efecto depende en gran medida del genotipo de la planta, pues de
los cinco cultivares empleados en este experimento, lechosos es mas sensible la
raiz, al contrario que Pedrosillano o ILC1919, no exhibiendo los dos restantes
(Sirio y Gulavi) una respuesta definida, ya que esta depende de las dosis de sal
aplicada. Puesto que Rao y Sharma (1995) utilizan un cultivar sensible a la
salinidad, los resultados parecen sugerir que el incremento de la relacion RPA
puede ser un indice de mayor tolerancia al estrés salino. |

La nodulacion se inhibe por la sal, salvo en el cultivar ILC1919 en que
aumenta ligeramente el PSN a pesar de la disminucién en el nimero de nddulos,
lo que coincide con las observaciones de Lauter ef al (1981) y de Youseff y

Sprent (1983) en Vicia faba que encontraron un incremento en el tamafio de los

nddulos con la sal.

3. Efecto del estrés salino en la simbiosis ILC1919-Ch191: aplicacién en el
periodo de crecimiento vegetativo.

En este experimento se estudia el efecto del NaCl en plantas de garbanzo
inoculadas con Mesorhizobium ciceri, aplicado en el periodo vegetativo. La
disminucion del crecimiento fue significativa solamente con la dosis mas alta de
sal. Aunque la relacién RPA aumenté con los tratamientos salinos, en el primer
muestreo, una tendencia que puede ser considerada como una respuesta a corto

plazo a la sal, los incrementos en los siguientes muestreos fueron escasamente
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significativos. El efecto depresivo del NaCl sobre el crecimiento ha sido
observado en leguminosas como garbanzo (Dua, 1992), soja (Singleton y Bohlool,
1984) y habas (Zahran y Sprent, 1986; Cordovilla ef al., 1996). La salinidad
redujo significativamente el peso seco de los nodulos por planta; sin embargo, en
la segunda recogida se observé un incremento en PSN, que condiciond una ARAP
igual o superior al control. Estos resultados difieren de los descritos por Elsheikh
y Wood (1990) y Sheokand ef al. (1995) para otros cultivares, lo que sugiere que
ILC1919 es mas tolerante a la sallinidad. Otros autores han descrito una
considerable inhibicion de la nodulaciéon y de la fijacion de nitrogeno bajo
condiciones de salinidad (Bekki ef al., 1987). De acuerdo con los resultados de
Elsheikh y Wood (1990), la nodulacién y la fijacion de nitrégeno son mas
sensibles a la salinidad que el crecimiento, dado que los valores de los dos
primeros se redujeron incluso con las concentraciones mas bajas de sal, mientras
que el peso seco de la planta solo se afectd con ia dosis mas alta (100mM). La
significativa acumulacion de carbohidratos en los nodulos sugiere que el descenso
de la actividad nitrogenasa (Tab. ) no es causado directamente por una
disminucion en el aporte de fotosintato. (Seeman y Critchley, 1985; Hunt v
Layzell, 1993). Como en el caso de estrés salino, esta acumulacién podria deberse
al hecho de que el contenido de sacarosa aumenta por el descenso de las
actividades enzimaticas que catalizan su hidrolisis (Gonzélez et al., 1995).
Cordovilla et al. (1994) han descrito la inhibicion de las actividades GS y
NADH-GOGAT por el estrés salino en nodulos de Vicia faba, pero en este
~ experimento dichas actividades se estimularon con 50mM NaCl, antes en hojas
que en nodulos (Fig. ). Stewart y Rhodes (1978) informaron que un incremento
de la salinidad estimula los niveles de las actividades GS y GOGAT en tejidos de
la parte adrea. Estos cambios parecen reflejar una tendencia hacia un papei
primordial de la parte aérea en la asimilacién de amonio tajo condiciones de
salinidad. En este experimento el incremento de dichas actividades aparece en las
dos primeras recogidas, quizas debido a una acumulacién de amonio y amidas

inducida por el estrés (Hatata, 1982). Por otra parte ni la GS ni la GOGAT se
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correlacionaron con la actividad reductora de acetileno, resultado que coincide
con lo descrito por Gordon ef al (1997b) trabajando con estrés hidrico.

El proceso de asimilacion fotosintética del carbono en el cultivar ILC1919
de garbanzo resulté fuertemente inhibido por los niveles mas altos de salinidad.
Sin embargo, se observé un estimulo de la actividad rubisco por la sal (Fig. )a
los cuatro dias del tratamiento. Los datos demuestran que la fotositesis fue menos
sensible que la fijacion de nitrégeno; de hecho, mientras que la inhibicién de la
actividad rubisco a los cuatro dias de tratamiento con 100 mM NaCl fue del 18%,
la actividad nitrogenasa (ARA) disminuyé en mas del 50% (Tab. ). En el dltimo
muestreo la sal inhibi6 la actividad ARA mas del 90%, mientras que la rubisco se
redujo en un 20% respecto al control. Resultados parecidos describieron Djekoun

y Planchon (1991) en soja sometida a estrés hidrico, La inhibicion de la actividad

rubisco por la sal puede ser debido a la sensibilidad de esta enzima al i6n cloruro

(Seeman y Critchley, 1985). EI efecto negativo de la sal sobre el contenido de

clorofila ha sido anteriormente descrito por Mostan ef al. (1988). En el presente

estudio la sintesis de clorofila disminuye y el contenido de prolina aumenta. Le

Dily y colaboradores (1993) sugirieron que ambos compuestos se forman a partir

de un precursor comun, el glutamato, una posibilidad que concuerda con la

correlacion negativa encontrada en este experimento entre el contenid

¢ de prolina
y de clorofila.

Las actividades fosfoenolpiruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa en
las hojas se estimularon por la sal en la primera recogida (Fig. ). La induccién de
la PEPC en condiciones de salinidad ha sido descrita en hbjas de planias CAM
(Yen et al, 1995). Asi mismo, Guerrier (1998) ha propuesto que el nivel de
actividad PEPC podria ser utilizado como un indicador de tolerancia al estrés
salino. En leguminosas, la estimulacién de la via PEPC-MDH también ha sido

descrita en nodulos de alfalfa bajo estrés hidrico, quizas causada por la menor

disponibilidad de oxigeno (Irigoyen ef al, 1992 a). En este experimento, la
actividad PEPC del citosol nodular se incrementé a los cuatro y siete dias de

tratamiento salino, y disminuyé en los dos titimos muestreos. La correlacion
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positiva y significativa entre las actividades PEPC y MDH en nédulos (r=0.73,P
< 0.05), contrariamente a lo descrito por Delgado y colaboradores (1993) en
Pisum sativum. Estos autores también describieron una relacién entre salinidad y
activacién de la PEPC, mientras que nuestros resultados apoyan esta relacién sélo
parcialmente: la act1v1dad PEPC incrementa con la sal en la primera recogida,

pero se inhibe en las dos ultlmas Por tanto, la respuesta de esta actividad podria
depender del momento de aplicacion de la sal y de la duracion de la exposicion a
dicho estrés.

La acumulacién de solutos organicos bajo condiciones de salinidad ha sido
ampliamente documentada. Se asume que la acumulacién de solutos compatibles
en respuesta al estrés salino podra constituir un mecanismo de proteccién en
relacion al mantenimiento del volumen y turgor celular, la reduccion del dafio
celular inducido por los radicales libres, asi como la proteccion y estabilizacion de
enzimas y estructuras de membrana (Timasheff y Arakawa, 1989). El contenido
de solutos compatibles incrementé en los Gltimos muestreos, mientras que la
nodulacion, la fijacién de nitrégeno, la fotosintesis y las actividades PEPC y
MDH disminuyeron. Esto apoya la idea de que la acumulacion de solutos es més
una consecuencia del dafio producido por el estrés salino que una estrategia de
proteccion frente a dicho estrés.

Resultados similares han sido descritos por Pérez Alfocea et al. (1994) en
Lycopersicon esculentum y Lutts et al. (1996) en Oryza sativa. En este
experimento, se encontrd correlacién negativa entre ARA, PEPC, MDH y el
contenido de prolina en hoja. Una correiacion negativa entre toleranma ala
salinidad y acumulacion de prolina también ha sido descrita por Waisel (1989) y
Petrusa y Winicov (1997).

La respuesta de Cicer arietinum cv. ILCI919 a la sal aplicada en el
periodo vegetativo, incluye la inhibicién de Ia nodulacion y la fijacién de
nitrégeno incluso con los niveles de salinidad mas bajos, mientras que el
crecimiento se inhibié sélo cin el mas alto. La respuesta de la

fijacion de
nitrégeno a la sal fue mas pronunciada que la de la fotosintesis, que junto con la
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cumulacion de carbohidratos encontrada en el nédulo, sugiere que la falta de
fotosintato no causé la inhibicién de la catividad nitrogenasa bajo este tipo de
estrés. La tendencia similar observada en la via PEPC-MDH vy la ARA apoya la
hipétesis de Delgado et al. (1993) sobre la limitacion del aporte de substrato
energéticos, principalmente malato, a los bacteroides. Por otra parte, la

acumulacién de solutos organicos, en este caso, refleja el dafio causado por el
NacCl.
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1. Evaluacion de un grupo de cepas de Rhizobium que infectan a Cicer arietinum
demostro ser diferente en la velocidad de crecimiento y la tolerancia a cloruro

sddico. Asi como se selecciond cepas sensibles, cepas moderadamente tolerantes y
cepas tolerantes a 400 mM.

2. Estas cepas sensibles y tolerantes al NaCl han constituido un modelo para estudiar
la sensibilidad y/o tolerancia a la sal. Asi, en los perfiles de proteinas con dosis altas
de NaCl se observa un desplazamiento hacia la aparicion de bandas polipeptidicas de
alto peso molecular lo que sugiere la inhibicién de proteasas que condicionan la falta
de proteinas funcionales. Asi mismo, la salinidad induce en los perfiles de
lipopolisacaridos de Mesorhizobium ciceri cepa Ch191 muestra una desaparicion de

las bandas mas lentas y una reorganizacién de las bandas mas rapidas.

3. La germinacion, etapa critica para el establecimiento de la planta que crece en
medio salino, se ha evaluado mediante diferentes indices y parametros
fisiologicos en distintos cultivares de Cicer arietinum . Aun considerando que
estos no son suficientes para establecer una jerarquia entre variedades si que se
evidencia una gran variabilidad en la tolerancia y sensibilidad a la sal entre ellas,
provocando una acumulacion de solutos intracelulares, aminoécidos, prolina y

azucares solubles totales en las mas sensibles a la sal.

4. El estudio comparativo entre dos simbiosis con diferente sensibilidad a la sal
permite proponer que las plantas tolerantes obtienen la energia y el poder reductor
necesarios para la fijacion de nitrégeno utilizando preferentemente la via

oxidativa de las pentosas fosfato, mientras que las sensibles lo hacen por las vias
fermentativas.
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5. La acumulacién de carbohidratos en condiciones de estrés salino, evidencia que
la fijacion de nitrégeno no se ve limitada por el aporte de fotosintato. Sin
embargo, la respuesta de la PEPC y MDH a la salinidad indican que puede ser la
falta de substratos respiratorios para el bacteroide, principalmente malato y

succinato, el factor limitante para la actividad nitrogenasa.

6. La respiracion bacteroidal se estimulo, tanto en las condiciones control como en
presencia de NaCl, con el succinato y la glucosa afiadidos exdgenamente. La
prolina estimulé el consumo de oxigeno cuando los bacteroides proceden de
plantas crecidas bajo estrés salino, lo que sugiere que este compuesto puede

cumplir una funcién de substrato energético en condiciones de estrés salino.
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