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RESUMEN 

En un mundo que requiere urgentemente una agricultura más sostenible, 

los cultivos de leguminosas representan una importante alternativa. A nivel 

agroecológico, la característica más interesante de esta familia de plantas es su 

capacidad para llevar a cabo la fijación biológica de nitrógeno atmosférico (FBN), 

reduciendo los insumos de fertilizantes nitrogenados con una baja huella de 

carbono, lo que disminuye la contaminación ambiental y enriquece el suelo para los 

siguientes cultivos. Sin embargo, para optimizar el potencial de las leguminosas en 

un escenario donde los efectos del cambio climático conducirán a un aumento del 

impacto de las sequías, es preciso dilucidar los mecanismos fisiológicos y las vías de 

señalización molecular responsables de una mayor tolerancia de estos cultivos a esta 

situación de estrés. La disminución de la FBN provocada por la sequía es 

consecuencia de una serie de mecanismos fisiológicos entre los que destacan la 

disminución de la disponibilidad de sustratos carbonados para los bacteroides, la 

inhibición de la actividad nitrogenasa debido a la acumulación de compuestos 

nitrogenados, el incremento de la resistencia a la difusión de oxígeno y el estado 

redox. Con este fin de profundizar en estos factores, en este trabajo se han evaluado 

diferentes mecanismos implicados en la regulación del proceso de FBN bajo estrés 

hídrico. 

Estudios previos sugieren que la cepa de Rhizobium etli CFNX713, 

modificada genéticamente para sobreexpresar la oxidasa bacteroidal cbb3, es más 

eficiente en FBN tanto en condiciones óptimas de disponibilidad de agua como en 

situaciones de déficit hídrico en comparación con su cepa parental. Sin embargo, se 

desconoce su comportamiento en una etapa de recuperación tras un periodo de 

déficit hídrico. Así, en el primer capítulo utilizamos esta cepa de R. etli en simbiosis 

con Phaseolus vulgaris y analizamos los posibles antioxidantes y solutos compatibles 

que pudieran estar implicados en la mayor resistencia de esta simbiosis al estrés por 

sequía y tras la recuperación de las plantas. Bajo estas condiciones observamos como 



 
 

las poliaminas, moléculas relacionadas con el mantenimiento del estado redox 

celular, parecen estar involucradas en el proceso de tolerancia al déficit hídrico. 

Ya que uno de los mecanismos de tolerancia de las plantas al estrés hídrico 

es la síntesis de antioxidantes, en el segundo capítulo llevamos a cabo la 

caracterización de la sequía de plantas de Medicago truncatula que sobreexpresan 

el gen VTC2, integrante de la vía de síntesis de ascorbato.  Dado que en otras especies 

vegetales se ha descrito que plantas con mayores niveles de ascorbato son más 

tolerantes a estreses abióticos, en este trabajo analizamos si estas plantas 

sobreexpresantes presentan una mejora a nivel de la FBN en condiciones de déficit 

hídrico. Nuestros resultados muestran que la sobreexpresión de MtVTC2 se traduce 

en una mayor concentración de ácido ascórbico en los nódulos en condiciones 

óptimas de irrigación del cultivo, pero sin repercusiones positivas en los niveles de 

FBN cuando el riego es deficitario.  

Finalmente, en el tercer capítulo, y con el fin de analizar el papel de la 

inhibición de la FBN debida a la acumulación de compuestos nitrogenados, llevamos 

a cabo un experimento de alimentación por peciolo en plantas de soja. Por esta vía 

a las plantas se le suministró una solución con asparagina marcada de forma estable 

(Asn 15N), para poder localizar su distribución a lo largo de la planta.  Estos 

experimentos demostraron que la aplicación de asparagina inhibió la actividad 

fijadora a los dos días de tratamiento, alterando el metabolismo nitrogenado 

nodular, y provocando un desbalance en el aporte de carbohidratos de la parte 

aérea. Nuestros datos apoyan las hipótesis que respaldan que el estado nitrogenado 

de la planta es detectado mayormente en la parte aérea, provocando una 

acumulación de compuestos nitrogenados en el nódulo que provoca la inhibición de 

la FBN.
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1. EL NITRÓGENO EN LAS PLANTAS 

El nitrógeno (N) es esencial para el crecimiento y desarrollo de los 

seres vivos. Se trata de un elemento básico del metabolismo vegetal que 

forma parte de componentes como la clorofila, proteínas estructurales y 

enzimáticas, material genético y compuestos energéticos como el ATP.  

De manera natural, el nitrógeno atmosférico (N2) se introduce en los 

ecosistemas en formas biológicamente disponibles a través de descargas 

eléctricas o mediante la fijación biológica de nitrógeno (FBN) (Figura I.1), 

tanto en medios acuáticos como terrestres (Fowler et al., 2013). Este 

nitrógeno es incorporado a la materia orgánica, quedando inmovilizado en la 

biomasa. Por acción de bacterias nitrificantes, los compuestos nitrogenados 

serán descompuestos a nitritos o nitratos que finalmente retornarán a la 

atmósfera por acción de los organismos, cerrando lo que se denomina el ciclo 

del N (Galloway et al., 2004).  

 

Figura I.1. Incorporación del N2 mediante la FBN. 
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Pese a ser el elemento mayoritario de la atmósfera (78%), a menudo 

es un factor limitante en la productividad de los suelos, debido a su baja 

disponibilidad, y sólo cuando el N2 se transforma en amoníaco es accesible 

para los productores primarios.  

Las actividades humanas han alterado significativamente la cantidad 

de N2 fijado en los ecosistemas (Figura I.2). A mediados del siglo pasado, 

gracias al proceso Haber-Bosch, se comenzaron a producir a gran escala 

fertilizantes nitrogenados, lo que aumentó enormemente la producción de 

cultivos durante la Revolución Verde y, actualmente, casi la mitad de la 

población depende del uso de estos fertilizantes, sin tener en cuenta el 

impacto medioambiental (Smil, 2004). La fabricación de fertilizantes 

Figura I.2. Fijación global de N, natural y antropogénico en formas oxidadas y reducidas 

mediante combustión, FBN, rayos, fertilizantes y producción industrial a través del proceso 

Haber-Bosch en 2010. Las flechas indican una transferencia del reservorio de N2 a ecosistemas 

terrestres y marinos independientemente del destino posterior del nitrógeno reactivo (Nr). Las 

flechas verdes representan fuentes naturales, las flechas violetas representan fuentes 

antropogénicas (adaptado de Fowler et al., 2013). 
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nitrogenados acelera el agotamiento de grandes cantidades de fuentes de 

energía fósiles no renovables, contribuyendo a la contaminación ambiental, 

mediante la emisión a la atmósfera y la lixiviación de compuestos como 

amoníaco, nitratos y óxido nitroso, ejerciendo un impacto cada vez mayor en 

el ciclo global del N (Bernhard, 2010; Bishnoi, 2018).  

Por tanto, en la búsqueda de una agricultura más sostenible, la FBN 

representa una alternativa económica, ecológica y sólida para disminuir los 

insumos de N a los cultivos, enriqueciendo el suelo, mejorando su fertilidad y 

sostenibilidad y reduciendo la necesidad de fertilizantes industriales (Lanier 

et al., 2005; Soumare et al., 2020).  

 

2. LAS LEGUMINOSAS 

2.1. Encuadre filogenético 

Las leguminosas son un amplio grupo de plantas pertenecientes a la 

familia Leguminosae o Fabaceae, cuyo origen se presume hace unos 100 

millones de años (Lewis et al., 2013; Azani et al., 2017). Esta familia 

comprende unas 19.500 especies y 770 géneros, lo que las convierte en la 

tercera mayor familia dentro de las angiospermas, detrás de las familia 

Orchidaceae y Asteraceae (Doyle y Luckow, 2003). A diferencia de éstas, 

presentan amplia diversidad en distribución geográfica, abundancia y 

diversidad ecológicas, alta tasa de diversificación y rápida evolución, por lo 

que las leguminosas son consideradas una de las familias más exitosas dentro 

de las angiospermas (Koenen et al., 2013). 

Engloban a tres grandes subfamilias donde encontramos tanto 

plantas de porte arbóreo o arbustivo, algarrobas, mimosas o acacias 

(subfamilias Caesalpinioideae y Mimosoideae), como plantas herbáceas 
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donde se clasifican las especies de interés agronómico (subfamilia 

Papilionoideae). A este grupo pertenecen las especies objeto de este estudio 

tal y como se describe en los siguientes apartados. 

2.1.1. Phaseolus vulgaris L. 

La judía común tuvo su origen en América Latina, y fue extendida por 

todo el mundo por su capacidad de desarrollo bajo una amplia gama de 

condiciones ambientales (Beebe et al., 2008; Douxchamps et al., 2010; Gepts, 

1998). Es generalmente cosechada como grano seco, pero también son 

consumidas sus hojas frescas, vainas verdes y semillas inmaduras, 

produciéndose anualmente 30 millones de toneladas (FAOStat, 2020).  

Se trata de la leguminosa grano más importante a nivel mundial 

desde el punto de vista de la alimentación humana, siendo considerada como 

alimento básico para millones de personas en América Latina y África (Fageria 

et al, 2011). Es fuente de proteína de alta calidad, rica en aminoácidos como 

la lisina y el triptófano, micronutrientes como el hierro, zinc y cobre, 

antioxidantes así como flavonoides beneficiosos para la salud humana (Rao, 

2014; Calles et al., 2019). 

2.1.2. Medicago truncatula Gaertn. 

M. truncatula es una leguminosa forrajera, originaria de la región 

mediterránea y bien adaptada a condiciones semiáridas, donde es 

frecuentemente usada para la rotación de cultivos (Lesins y Lesins, 1979; 

Crawford et al., 1989). Presenta un crecimiento rápido y elevada producción 

de biomasa, por lo que se utiliza también en la recuperación de suelos 

degradados o contaminados (Arocena et al., 2010). 

Junto con Lotus japonicus es considerada la especie modelo para 

estudios de simbiosis, fijación de nitrógeno y genómica de las leguminosas 
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(Cook, 1999), debido a que presenta un ciclo de vida corto y un genoma 

relativamente pequeño (~ 500 Mb). Estas características la hacen idónea para 

ser transformada genéticamente, existiendo en la actualidad gran cantidad 

de mutantes y ecotipos usados en investigación (Tang et al., 2014).  

2.1.3. Glycine max (L.) Merr. 

G. max, conocida popularmente como soja, es la leguminosa más 

cultivada en el mundo y el cuarto cultivo más importante a nivel de 

producción y superficie cultivada, generándose 350 millones de toneladas al 

año (FAOStat, 2020). Es originaria del sudeste asiático y se estima que fue 

domesticada por primera vez en China alrededor del 1100 a. C. (Qiu y Chang, 

2010). 

En la composición de sus semillas presenta alrededor de 35% de 

proteína y un 20% de aceite (dependiendo de las variedades), además de 

carbohidratos y otros compuestos como las isoflavonas (Wilcox y Shibles, 

2001). Es ampliamente utilizada tanto en la industria alimentaria, para 

consumo humano o animal, como en la producción de biodiesel y lubricantes, 

siendo su semilla oleaginosa considerada como una de las fuentes de proteína 

más importante y menos costosa de producir (Pratap y Kumar, 2011; Soystats, 

2019).  

Debido a su importancia agroeconómica, es una de las especies de 

leguminosas más estudiada, con el fin de mejorar tanto la productividad 

como la resistencia de los cultivos a estreses bióticos o abióticos. Así, en 2010, 

su genoma fue secuenciado, lo que abrió las puertas para desarrollar multitud 

de herramientas moleculares, genéticas y genómicas para el estudio de esta 

especie (Schmutz et al., 2010; Stacey et al., 2004).  
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2.2. Importancia de las leguminosas 

2.2.1. Nivel económico y alimenticio 

Dentro de la subfamilia Papilionideae diferenciamos las leguminosas 

forrajeras, de las que se utiliza el tallo y hojas, y leguminosas de grano, 

aprovechando las semillas principalmente ya sea para consumo humano, 

animal o producción de biofuel (Høgh-Jensen, 2012; De Ron et al., 2015).  

Debido a su alto valor nutricional, las leguminosas han sido utilizadas 

en agricultura por muchas civilizaciones de todo el mundo durante más de 

10.000 años (Bellwood et al., 2007). Su consumo se remonta al alrededor del 

5500 a.C., postulándose como uno de los primeros cultivos (Messina, 1999). 

Las leguminosas forrajeras son especies que se han adaptado de la 

flora silvestre para ser usadas en tierras de pastoreo, donde proporcionan 

alimento de alta calidad para el ganado a la vez que enriquecen el suelo en 

materia orgánica cuando son usadas en sistemas de rotación de cultivos. 

Entre ellas se destacan la alfalfa (Medicago sativa), el trébol (Trifolium spp.) 

o la arveja (Vicia angustifolia) (O’Hara et al., 2002; Mikic, 2011). 

Entre los cultivos de grano, las legumbres ocupan el tercer puesto en 

producción a nivel mundial, detrás de los cereales y otras especies 

oleaginosas (Graham y Vance, 2003). Según la European Association for Grain 

Legume Research, las leguminosas representan el 15% del terreno cultivado 

mundial, con una producción de 250 millones de toneladas/año 

(http://www.fao.org/faostat/es/#data ) y más del 25% de la producción 

primaria mundial. Entre ellas se distinguen la soja (G. max), la judía (P. 

vulgaris), el guisante (Pisum sativum), o el haba (Vicia faba). Estas 

leguminosas contribuyeron a la “Revolución agrícola” desde finales de la 

última Edad de Hielo y siguen siendo una de las principales fuentes de 

alimento, fitoquímicos, nutrientes y fertilización nitrogenada en los 
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agrosistemas actuales (Graham y Vance, 2003; Bellwood et al., 2007).  

2.2.2. Nivel agroecológico 

Debido al aumento de la población mundial y la consecuente 

demanda alimentaria, la FAO animó a dirigir los esfuerzos hacia cultivos que 

abogasen por una agricultura sostenible, donde las leguminosas juegan un 

papel muy importante (Calles et al., 2019).  

A nivel agroecológico, la característica más interesante de esta familia 

de plantas es su capacidad para asociarse simbióticamente con bacterias del 

suelo fijadoras de nitrógeno atmosférico. Esta simbiosis beneficia 

directamente a la planta, ya que el N es un elemento esencial y limitante de 

los cultivos, así como también a la rizosfera, aumentando el contenido 

biodisponible de este elemento. Por ello, las leguminosas han formado parte 

frecuentemente en el ciclo de rotación de cultivos favoreciendo la 

incorporación de N al suelo (Mantri et al., 2013; Stagnari et al., 2017). De esta 

forma, su uso en agricultura favorece la disminución de fertilización 

nitrogenada exógena, reduciendo la contaminación ambiental y 

enriqueciendo el suelo para siguientes cultivos (Broughton et al., 2003; 

Soumare et al., 2020). La introducción de las leguminosas como cobertura del 

suelo, así como intercaladas junto a otras especies agrícolas, beneficia el 

reciclaje de nutrientes, evitando su lixiviación y haciéndolos biodisponibles 

para otros cultivos (Miller y Jastrow, 1996; Santos et al., 2007), ayudando a 

un mejor desarrollo de las plantas y favoreciendo el incremento de los 

cultivos en un entorno deficiente en N (Varshney et al., 2013). 
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3. SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA 

Las leguminosas tienen la capacidad de establecer simbiosis entre sus 

raíces y un grupo de bacterias Gram negativas conocidas como rizobios, que 

forman parte de la microbiota natural del suelo. Esta relación simbiótica de 

elevada especificidad evolucionó hace 58 millones de años y se estima que 

ocurre en más del 80% de las especies de leguminosas (De Faria et al., 1989; 

Sachs et al., 2011).  

3.1. Formación del nódulo 

La interacción rizobio-leguminosa es un proceso muy específico que 

depende del reconocimiento mutuo a través de las señales moleculares 

producidas por ambos simbiontes (Figura I.3). El proceso es iniciado por la 

planta, mediante la producción de flavonoides que son liberados al medio por 

los exudados radiculares. La percepción de estos compuestos atrae a los 

rizobios compatibles e induce en la bacteria la expresión de los genes de 

nodulación, que determinan la producción de lipoquitooligosacáridos (Maj et 

al., 2010). Estos lipoquitooligosacáridos, comúnmente denominados factores 

Nod, presentan diferentes estructuras moleculares, considerándose 

elementos claves para la especificidad de la simbiosis (Supanjani et al., 2006). 

El reconocimiento por parte de la planta de los factores Nod a través de 

receptores específicos a nivel de los pelos radicales, desencadena una serie 

de respuestas en el vegetal que suponen la puesta en marcha simultánea del 

proceso de infección y de la organogénesis nodular (Ferguson et al., 2010; 

Murray, 2011) (Figura I.3, A).  

La adhesión de los rizobios al pelo radical induce una despolarización 

parcial de la membrana de las células radicales, cambios en el flujo de iones 

calcio, aumento de las corrientes citoplasmáticas y una reorganización de los 

filamentos de actina que conllevan la curvatura del pelo radical (“curling”) 
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donde quedan encerrados los rizobios (Brewin, 1991). Los factores Nod 

provocan la invaginación de la membrana citoplasmática del pelo radical, 

permitiendo la entrada de las bacterias a través de lo que se denomina 

cordón de infección (Fournier et al., 2015). El cordón de infección es una 

etapa importante para la discriminación de las especies bacterianas 

apropiadas e implica una serie de puntos de control: un alto grado de 

especificidad de los factores Nod, probablemente una acumulación de estos 

y la presencia de polisacáridos apropiados en la superficie de las bacterias 

(Figura I.3, B).  

De forma paralela al proceso de infección se induce la expresión de 

gran cantidad de genes (Larrainzar et al., 2015) que activan la división de las 

células corticales para originar el primordio nodular (Radutoiu et al., 2003; 

Cooper, 2007). Los canales crecen hacia los nódulos emergentes y se 

Figura I.3. Proceso de nodulación:  (Modificado de Laranjo et al., 2014). 
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ramifican dentro del tejido en formación, donde las bacterias son liberadas e 

internalizadas en las células del nódulo por un proceso similar a la endocitosis 

(Brewin, 2004; Xiao et al., 2014). Posteriormente son encapsuladas por una 

membrana de origen vegetal, la membrana peribacteroidal, lo que da origen 

a un simbiosoma. En el interior de este nuevo orgánulo vegetal es donde las 

bacterias sufrirán un proceso de diferenciación, transformándose en 

bacteroides y adquiriendo la capacidad para realizar la FBN (Oldroyd et al., 

2011; De la Peña et al., 2018) (Figura I.3, C).  

3.1.1. Tipos de nódulos 

Se han descrito dos tipos de nódulos dependiendo de la leguminosa 

hospedadora, clasificándose en determinados e indeterminados. Estos 

difieren en su organización histológica y anatómica, la presencia o no de un 

meristemo apical persistente, el desarrollo del cordón de infección y el tipo 

de compuestos nitrogenados que exportan al resto de la planta (Figura I.4).  

Los nódulos determinados se forman en leguminosas de origen 

tropical y subtropical como las pertenecientes a los géneros Glycine, 

Phaseolus, Vigna o Lotus. Presentan una morfología esférica y estrechos 

cordones de infección (Ferguson et al., 2010). Son originados por 

proliferación de las células externas del córtex radicular. Pierden su actividad 

mitótica a los 10-18 días de desarrollo, por lo cual, el incremento de tamaño 

es debido a la expansión celular. El tejido central está formado tanto por 

células infectadas como no infectadas. Estas últimas son denominadas 

células intersticiales, de menor tamaño y con gran cantidad de vacuolas, 

siendo las responsables de la asimilación del nitrógeno fijado y su transporte 

en forma de ureidos, principalmente alantoína y ácido alantoico (Maunoury 

et al., 2008). Estos nódulos acumulan polímeros de reserva de poli-β-

hidroxibutirato (Trevor y Charles, 2006).  
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 Indeterminado Determinado 

Planta hospedadora Alfalfa, guisante, M. truncatula Judía, soja, L. japonicus 

Región geográfica Templadas Tropicales y subtropicales 

Forma del nódulo Alargado Esférico 

Tipo de meristemo nodular Córtex interno Córtex externo 

Tipos de flavonoides Flavonas, flavanonas Isoflavonas (principalmente) 

Compuestos nitrogenados exportados Amidas Ureidos 

                    Figura I.4. Características de los diferentes tipos de nódulos (Modificado de Larrainzar et al., 2020). 

 

Los nódulos indeterminados se presentan en leguminosas de origen 

templado como Medicago, Lupinus y Vicia. Su morfología es alargada y a 

menudo con ramificaciones, con anchos cordones de infección (Ferguson et 

al., 2010). Presentan un meristemo persistente en el ápice, por lo que 

coexisten células en diferentes estadios, diferenciándose en ellos cuatro 

zonas diferenciadas, tanto histológica como funcionalmente (Figura I.4). La 

zona I o meristemática, donde se formarán los diferentes tejidos del nódulo. 

En la zona II o de infección, las bacterias siguen liberándose a través del 

cordón de infección. La zona III o simbiótica está ocupada por bacteroides 

maduros fijadores de nitrógeno atmosférico y células no infectadas cuya 

función es la de dar soporte metabólico al proceso. La zona IV o senescente 

presenta células vegetales y bacteroides en degeneración (Vasse et al., 
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1990). Los nódulos indeterminados transportan el nitrógeno fijado en forma 

de amidas, principalmente asparagina (Asn) y glutamina (Gln) (Maunoury et 

al., 2008).  

3.2. Fijación biológica de nitrógeno 

La FBN se lleva a cabo gracias al complejo enzimático nitrogenasa 

(Nasa). Esta enzima, sintetizada por los bacteroides en el interior de los 

nódulos, es capaz de reducir el N2 atmosférico hasta NH4
+, que puede ser 

utilizado por la planta. El N fijado en forma de NH4
+ es rápidamente asimilado 

a través de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) 

en forma de Gln y glutamato (Glu). Posteriormente, la Gln actúa como 

donador de N para la síntesis del resto de compuestos nitrogenados, y como 

compuesto de transporte de N al resto de la planta (Schubert, 1995).  

3.2.1. Complejo enzimático nitrogenasa 

La Nasa es la enzima responsable de la FBN y consta de dos 

componentes proteicos: una ferromolibdoproteína o nitrogenasa 

(componente I) y una ferroproteína o nitrogenasa reductasa (Componente II) 

(Thayumanavan et al., 2002) (Figura I.5). 

El componente I es codificado por los genes nifD y nifK. Se trata de 

una proteína heterotetramérica (α2β2) con un peso molecular de 220 kDa. 

Presenta dos grupos activos, un cofactor de hierro- molibdeno (FeMo-Co) y el 

grupo (8Fe-7S) o grupo P, y proporciona el sitio catalítico para la reducción de 

N2. El componente II está codificado por los genes nifH. Lo forma un 

homodímero (α2) con doble simetría y una masa molecular de 62 kDa. 

Contiene un centro [4Fe-4S] entre las dos subunidades, y acopla la hidrólisis 

de ATP para la transferencia de electrones, desde la ferredoxina o de la 

flavodoxina, hacia el sitio catalítico (Oldroyd y Dixon, 2014; Rubio y Ludden, 
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2008). 

El funcionamiento de la enzima requiere cuatro pasos: 1) formación 

de un complejo de la ferroproteína reducida unida a 2 ATP y al componente 

I; 2) transferencia de electrones entre ambas proteínas con hidrólisis de ATP; 

3) disociación de la ferroproteína con la reducción e intercambio de ATP a 

ADP; y 4) repetición del ciclo hasta alcanzar el número de electrones 

necesario para reducir los sustratos (Olivares, 2006; Seefeldt et al., 2012). La 

ecuación global es la siguiente: 

N2 + 8H+ + 16 MgATP + 8 e 2 → ־ NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi  

 

Figura I.5: Complejo enzimático Nasa. (A) Estructura de la Nasa con las subunidades 

α (color salmón), las subunidades β (color azul) y las ferroproteínas (color verde). 

(B) Esquema de la Nasa con el grupo [4Fe-4S] de la ferroproteína (cubos rojos), los 

grupos P (rectángulos blancos) y FeMo-co (rombos blancos). La trayectoria del 

movimiento de los electrones se indica mediante flechas y los números (1) y (2) 

indican el orden de su transferencia (adaptado de Danyal et al., 2016). 
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Simultáneamente a la reducción de N2, el complejo Nasa cataliza la 

reducción de protones a una molécula de H2, lo que supone una disminución 

de la eficiencia enzimática del 25% (Phillips, 1980). Existen ciertos rizobios 

(hup+) capaces de reciclar este H2 mediante la enzima hidrogenasa, 

contrarrestando así la pérdida de energía (Emerich et al., 1979; Baginsky et 

al., 2002). 

3.2.2. Protección frente al oxígeno 

La actividad Nasa es muy sensible a la inactivación por el oxígeno (O2) 

por oxidación y reducción irreversible del cofactor FeMoCo (Appleby, 1984). 

La FBN es un proceso que requiere un gasto considerable de energía, de ahí 

que la biosíntesis del complejo enzimático Nasa esté sometida a una estricta 

regulación. Se ha determinado que, bajo condiciones de laboratorio, se 

requieren 16 moléculas de Mg-ATP por cada molécula de N2 fijado (Seefeldt 

et al., 2012). Para mantener la alta tasa metabólica de los nódulos, los 

Figura I.6: Dibujo de un corte nodular representando los mecanismos de 

protección del nódulo frente al O2 
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bacteroides deben generar gran cantidad de energía, que obtienen a través 

de la respiración. Por tanto, en el interior del nódulo, los bacteroides tienen 

que lidiar con la paradoja de necesitar O2 para respirar y, por otro lado, 

proteger a la Nasa de la inactivación por el mismo. Para ello, el nódulo ha 

desarrollado diferentes estrategias que permiten obtener un ambiente 

microaeróbico donde tanto la eficiencia energética de los bacteroides como 

la actividad de la nitrogenasa son máximas (Figura I.6). 

Uno de estos mecanismos es la existencia de una barrera de difusión 

al oxígeno (BDO) localizada en el córtex interno del nódulo, que limita la 

permeabilidad del gas a la zona de infección (Witty y Minchin, 1998b). Esa 

barrera está formada por capas de células con un alto contenido 

glicoproteínas en su pared que presentan oclusiones en los espacios 

intercelulares que aumentan al incrementarse la presión parcial de O2, lo que 

contribuye a limitar la difusión del gas al tejido central (Vessey et al., 2005). 

Otra estrategia para regular la concentración de O2 es la presencia de 

la familia génica de las leghemoglobinas (Lb) recientemente revisadas por 

Larrainzar et al. (2020), ferroproteínas particulares de las leguminosas que 

dotan al nódulo de su característico color rosado y representan sobre el 30% 

del total de proteína nodular.  La elevada afinidad de la Lb por el O2 hace que 

prácticamente todo el O2 que entra al nódulo sea transportado por ella hacia 

el simbiosoma donde será liberado, permitiendo la fosforilación oxidativa sin 

inhibir la FBN (Becana y Klucas, 1992). Este O2 es rápida y eficazmente 

consumido por los bacteroides para mantener una tasa alta de producción de 

ATP. La liberación de O2 desde la Lb a través de la membrana peribacteroidal 

se debe tanto al gradiente del gas como a la presencia de oxidasas terminales 

tipo cbb3 que presentan mayor afinidad por el O2 que la misma Lb (Bueno et 

al., 2009). De esta manera, los bacteroides son capaces de mantener su tasa 
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respiratoria aun cuando el O2 es limitante en el medio (Delgado et al., 1996). 

3.2.3. Metabolismo nodular 

 

3.2.3.1. Metabolismo del carbono 

La FBN es un proceso con altos requerimientos energéticos, ya que, 

como se evidencia en la ecuación del proceso, se necesitan 16 moléculas de 

ATP para fijar una molécula de N2. La energía necesaria para llevar a cabo la 

actividad de la Nasa proviene de los compuestos sintetizados mediante la 

fotosíntesis de la planta hospedadora, estimándose que entre el 10-20% del 

carbono (C) obtenido es empleado para llevar a cabo este proceso (Gordon et 

al., 1999). La principal fuente de C que llega a los nódulos a través del floema 

es la sacarosa (Figura I.7), que será degradada vía glucolisis para la obtención 

de ácidos orgánicos, necesarios para el mantenimiento del metabolismo 

nodular y la asimilación del amonio (González et al., 2006; Gordon et al., 

1985).  

Figura I.7. Metabolismo del C y del N en nódulos de leguminosas (modificado de Liu et al., 2018a). 
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Una vez en el citosol nodular, la sacarosa tiene que metabolizarse 

para poder ser utilizada por los bacteroides. Dos son las enzimas capaces de 

llevar a cabo esta hidrólisis, la invertasa alcalina (IA), que origina glucosa y 

fructosa, y la sacarosa sintasa (SS), que da lugar a UDP-glucosa y fructosa. En 

un ambiente pobre en O2 como es el nódulo, y la consiguiente limitación de 

ATP, la enzima SS presenta una ventaja frente a la IA, ya que produce hexosas 

fosfato capaces de reaccionar con pirofosfato para generar glucosa-1-fosfato 

y UTP sin consumo energético (Day y Copeland, 1991; González et al., 2006). 

Se ha demostrado que la SS nodular está implicada en el proceso de FBN ya 

que su actividad se ve incrementada cuando el nódulo maduro comienza su 

actividad fijadora (Arrese-Igor et al., 1999; Schubert et al., 2011).  

Por medio de la glucolisis, los productos de la degradación de la 

sacarosa, fructosa y UDP-glucosa, serán transformados a fosfoenolpiruvato, 

que es carboxilado a oxalacetato (OAA) vía fosfoenolpiruvato carboxilasa. 

Esta ruta en nódulos de leguminosas está favorecida por la alta concentración 

citosólica de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (> 1-2% del total de 

proteína soluble), comprobándose una gran interdependencia entre su 

actividad y la actividad Nasa (Schulze et al., 1998; Nomura et al., 2006). 

Los ácidos dicarboxílicos constituyen la principal fuente de carbono 

utilizada por los bacteroides. A través de la malato deshidrogenasa el OAA es 

rápidamente transformado a malato, que será transportado a los bacteroides 

donde es usado como sustrato respiratorio para mantener la actividad 

fijadora, o quedará en el citosol originando esqueletos carbonados para la 

asimilación de N (Day y Copeland, 1991; Delgado et al., 1993). 

3.2.3.2. Metabolismo del nitrógeno 

El NH3 generado en los bacteroides como resultado de la FBN tiene 

que ser transferido al citosol vegetal para ser incorporado a compuestos 
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nitrogenados utilizables para la planta (Figura I.7). El pH del espacio 

peribacteroidal es ácido, lo que favorece la formación de NH4
+ a partir de NH3, 

que será transportado a través de canales iónicos de la membrana 

peribacteroidal al citosol vegetal (Patriarca et al., 2002). Debido a la 

naturaleza tóxica de este anión y, con el fin de no ocasionar daño celular o la 

inhibición de la FBN, tiene que ser rápidamente asimilado en el citosol para 

ser transportado a la planta.  

Independientemente del tipo de nódulo, la asimilación del NH4
+ se 

lleva a cabo principalmente a través del ciclo GS/GOGAT donde el amoníaco 

es incorporado a Gln como primer compuesto nitrogenado resultado de la 

FBN. En este ciclo la enzima GS cataliza la síntesis de Gln por incorporación 

del NH4
+ a Glu con consumo de una molécula de ATP. Posteriormente, la 

enzima GOGAT generará dos moléculas de Glu por transferencia del grupo 

amida de la Gln al 2-oxoglutarato, de las cuales una será usada para 

incorporar amonio, y la otra será exportada vía xilema para su utilización por 

la planta. Cuando se incrementa la concentración de amonio en el citosol, la 

enzima glutamato deshidrogenasa cataliza la incorporación del amonio a 

oxalacetato sin gasto de ATP (González et al., 2006).  

En nódulos indeterminados, Glu y Gln se convierten además en 

aspartato (Asp) y Asn por la Asp aminotransferasa y la Asn sintetasa. Mientras 

que, en nódulos determinados, Gln entra en la vía de síntesis de purinas, para 

dar lugar principalmente a ureidos, que serán exportados a la planta 

hospedadora. 
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4. ESTRÉS HÍDRICO EN PLANTAS 

El agua es el componente mayoritario y esencial de todos los 

organismos, y en plantas constituye del 80-95% del peso total. Está presente 

como constituyente del protoplasma, asociada a iones, disolviendo sustancias 

orgánicas y macromoléculas, almacenada en las vacuolas y como agua 

intersticial, que actúa de medio de transporte en los espacios intercelulares y 

en los tejidos de conducción del xilema y el floema (Dawson et al., 1996; 

Zyalalov, 2004). Debido a sus características físicoquímicas es considerada 

como el solvente universal, diluyendo y transportando iones y metabolitos 

básicos para el metabolismo vegetal. El transporte de agua en las plantas se 

rige según cambios en el potencial hídrico, desde el compartimento de 

potencial hídrico más negativo (raíz) al que presenta un potencial menos 

negativo (hoja) (Chavarria y dos Santos, 2012), manteniendo la homeostasis 

celular (Zyalalov, 2004; Taiz y Zeiger, 2006). Teniendo en cuenta la gran 

importancia del agua en los procesos básicos de las plantas, una cantidad 

excesiva o limitada de la misma constituye un factor inductor de situaciones 

adversas para el vegetal.   

De esta manera, se considera que el déficit hídrico es el estrés 

abiótico de mayor incidencia en el crecimiento de las plantas (Chaves et al., 

2003; HongBo et al., 2006). Este tipo de estrés ocurre en las plantas cuando 

la pérdida de agua por transpiración excede la capacidad de absorción por las 

raíces, resultando en deshidratación celular, con el consecuente daño en las 

células, lo que puede, en último término, desencadenar la muerte celular 

(Lawlor y Cornic, 2002). 

Durante los últimos años, los cambios globales en las condiciones 

climáticas han propiciado la intensificación y la prolongación del déficit 

hídrico, evento que en el siglo XXI se verá aumentado, según concluía el Panel 
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Intergubernamental sobre Cambio Climático, debido a la reducción de las 

precipitaciones y/o al aumento de la evapotranspiración. Esta sequía se 

define como un periodo prolongado de precipitaciones deficientes en una 

región en comparación con años anteriores (IPPC, 2014).  

En los cultivos, esta disminución de las precipitaciones puede 

provocar un estrés más severo del que las plantas estaban acostumbradas. 

Esta perturbación transitoria para las plantas es conocida como sequía 

hidroedáfica o agrícola, definida como la carencia de humedad suficiente en 

el suelo para satisfacer las necesidades de un cultivo en un momento 

determinado (Chaves y Oliveira, 2004; Dai, 2012; Maliva y Missimer, 2012).  

Por ello, con el fin de hacer frente al estrés hídrico en el futuro, es 

clave dilucidar los mecanismos fisiológicos y las vías de señalización molecular 

responsables de una mayor tolerancia de los cultivos a la sequía. 

4.1. Efectos del déficit hídrico en plantas 

Como consecuencia de la reducción del contenido hídrico de la planta 

se producen cambios morfo-fisiológicos como la reducción del área foliar y el 

número de hojas para evitar la pérdida de agua, o el aumento de la superficie 

y densidad radicular, para facilitar la búsqueda de la misma (Comas, et al., 

2013). 

4.1.1. Potencial hídrico 

El déficit hídrico desencadena la disminución del potencial hídrico de 

la planta, lo que conlleva la pérdida de turgencia celular. Bajo esta condición, 

rápidamente se produce el cierre de estomas mediado por la acumulación de 

ácido abscísico con el fin de reducir la pérdida de agua por transpiración. Esto 

conlleva la disminución del intercambio gaseoso, lo que se traduce en una 

menor difusión de CO2 a la planta, que limita la tasa fotosintética a la vez que 
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incrementa la fotorrespiración. Como proceso fundamental responsable del 

crecimiento y desarrollo de las plantas, la fotosíntesis se ve afectada por los 

estreses ambientales. La alteración de las actividades enzimáticas que 

intervienen en ella conlleva el deterioro de la maquinaria fotosintética, lo que 

se traduce en una reducción del rendimiento de las leguminosas según la 

gravedad y duración del estrés (Andrianasolo et al., 2016; Farooq et al., 2009). 

4.1.2. Equilibrio osmótico 

Otro de los parámetros afectados por el déficit hídrico es el equilibrio 

osmótico. Con el fin de paliar los efectos negativos del estrés, las plantas 

acumulan diferentes sustancias orgánicas e inorgánicas, conocidas como 

osmoprotectores u osmolitos (Fang y Xiong, 2015). Estos son solutos 

compatibles, que pueden acumularse en altas concentraciones en las células 

sin perturbar las funciones fisiológicas normales (Safarnejad et al., 1996), 

constituyen un mecanismo clave para mejorar el rendimiento de los cultivos 

sometidos a estrés por sequía   (Wang et al., 1999; Ashraf y Foolad, 2007). 

Entre estos compuestos encontramos aminoácidos, azúcares, polioles, 

poliaminas (PAs) e iones inorgánicos, conocidos como osmoprotectores u 

osmolitos, que participan en el ajuste osmótico, permitiendo la entrada de 

agua a la célula y evitando daños como la pérdida de turgencia o la 

disminución de la actividad fotosintética, o colaboran en el mantenimiento 

de las estructuras y funciones celulares (Cushman, 2001; Fang y Xiong, 2015; 

Singh et al., 2015). 

Entre ellos destacamos la prolina (Pro), considerada un soluto 

compatible y osmoprotector que puede inducir la síntesis de proteínas 

protectoras frente al estrés (Samaras et al., 1995; Okuma et al., 2000; Khedr 

et al., 2003). La acumulación de Pro se informa con frecuencia en muchas 

plantas o tejidos en respuesta a una variedad de estreses abióticos, 
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aumentando considerablemente en respuesta al estrés hídrico en el caso del 

guisante (Rubia et al., 2020), la soja (Heerden Van y Krüger, 2002), el caupí 

(Singh y Reddy, 2011) o la judía (Ghanbari et al., 2013), lo cual parece indicar 

que la Pro puede jugar un papel importante en minimizar el daño causado por 

la deshidratación. 

Entre los azúcares que actúan como osmoprotectores destaca la 

trehalosa, disacárido no reductor formado por dos moléculas de glucosa 

unidas mediante un enlace α,α, con amplia distribución en la naturaleza, en 

particular, ligado a condiciones simbióticas. Ha sido detectada en la simbiosis 

Rhizobium-leguminosa, sintetizándose en los bacteroides desde donde es 

liberada al espacio peribacteroidal y de este al citoplasma de las células 

huésped (Streeter, 1985). La concentración de trehalosa en los nódulos es 10 

veces mayor que en cualquier otro órgano acumulándose en situación de 

estrés hídrico en nódulos de plantas de soja o judía (Müller et al., 1995), 

donde los cultivares con más trehalosa en el nódulo mostraron un elevado 

contenido relativo de agua en hoja así como una mayor tolerancia a dicho 

estrés (Farías-Rodríguez et al., 1998). 

Otro grupo de sustancias implicadas en la osmoprotección son las 

poliaminas (como putrescina, espermina y espermidina). Estas aminas 

alifáticas de bajo peso molecular son esenciales para la supervivencia de la 

célula tanto procariota como eucariota. A pH intracelulares estos compuestos 

interactúan con macromoléculas polianiónicas tales como el DNA, el RNA, 

fosfolípidos, grupos aniónicos de las membranas y pared celular, así como con 

proteínas ácidas y enzimas cuyas actividades están directamente moduladas 

por la unión a PAs. Se ha comprobado su participación en la tolerancia al 

estrés por sequía donde su aplicación exógena mejora el estatus hídrico en 

plantas de arroz (Farooq et al., 2010), soja (Amooaghaie, 2011) o garbanzo 
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(Nayyar y Chander, 2004). 

4.1.3. Sistemas antioxidantes 

El estrés hídrico va acompañado de una producción de especies de 

oxígeno reactivo (del inglés, ROS), que, a bajas concentraciones, actúan como 

mensajeros para activar los sistemas de defensa antioxidante en una 

respuesta inicial de las plantas a la sequía. Cuando los niveles de ROS exceden 

a los mecanismos de defensa, se produce daño oxidativo en proteínas, lípidos 

y ácidos nucleicos, que alteran las propiedades intrínsecas de las 

biomoléculas y conllevan la muerte celular (Kurutas, 2016). La respuesta 

antioxidante de la planta implica tanto mecanismos enzimáticos como no 

enzimáticos. Los componentes enzimáticos y no enzimáticos constituyen el 

mecanismo de defensa frente las ROS en las células, y el mantenimiento de 

una mayor concentración de éstos ha demostrado ser una respuesta 

adaptativa del estrés por sequía (Al Hassan et al., 2017). 

4.1.3.1. Antioxidantes enzimáticos 

Los antioxidantes enzimáticos comprenden entre otras las enzimas 

catalasa, glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa, y las pertenecientes al 

ciclo ascorbato-glutatión o ciclo de Halliwell-Asada (Figura I.9) como la 

ascorbato peroxidasa, la deshidroascorbato reductasa, la glutatión reductasa 

y la monodeshidroascorbato reductasa (Matamoros et al., 2003).  

La catalasa es una enzima oxidorreductasa con un grupo hemo 

localizada en los peroxisomas.  Degrada rápidamente el H2O2 sin consumo de 

poder reductor, siendo un mecanismo energéticamente muy eficiente en 

condiciones de estrés (Zhang y Kirkham, 1994). La superóxido dismutasa es 

una metaloenzima que cataliza la dismutación del radical superóxido. Existen 

tres tipos según el cofactor que presenten: CuZn superóxido dismutasa 



 

26 

 

(localizada en cloroplastos, peroxisomas y citoplasma), Mn superóxido 

dismutasa (localizada en mitocondrias y bacteroides) y Fe superóxido 

dismutasa (localizada en cloroplastos) (Noctor et al., 2000; Rubio et al., 2007). 

El ciclo de Halliwell-Asada (Figura I.9) colabora con la desintoxicación 

del H2O2 utilizando poder reductor. Constituye el principal sistema 

antioxidante en plantas. Gracias a la oxidación del ascorbato (AsA) a 

monodeshidroascorbato (MDHA) por la ascorbato peroxidasa se produce la 

reducción del H2O2 a H2O. El MDHA puede formar espontáneamente 

deshidroascorbato (DHA), o gracias a la MDHA reductasa regenerar AsA con 

consumo de poder reductor. La DHA reductasa proporcionan el sustrato para 

las reacciones, regenerando AsA con gasto de glutatión reducido que será 

reciclado por la enzima glutatión reductasa.  

El estrés oxidativo normalmente conduce al incremento de uno o 

más de los componentes de este ciclo, por lo que ha sido descrito como un 

componente importante de los mecanismos de defensa antioxidante de las 

células vegetales y su buen funcionamiento confiere resistencia frente al 

estrés (Noctor y Foyer, 1998). 

4.1.3.2. Antioxidantes no enzimáticos 

Los antioxidantes no enzimáticos incluyen AsA, glutatión, tocoferoles 

o carotenoides (Farooq et al., 2009).  

El AsA o vitamina C es uno de los mayores antioxidantes celulares, 

sintetizado en las mitocondrias y trasportado al resto de la célula. Como 

veíamos, es utilizado por la AsA peroxidasa en el ciclo de Halliwell- Asada 

(Figura I.9) para metabolizar el H2O2. Además es capaz de reaccionar de 

manera no enzimática con radicales como el superóxido (O2
-), el oxígeno 

singlete (1O2), hidroxilo y otros hidróxidos lipídicos, alcoxilo, peroxilo y 
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tocoferoxilo. También presenta la capacidad de proteger y regenerar 

tocoferoles y carotenoides oxidados (Shao et al., 2006).  

El α-tocoferol o vitamina E es un antioxidante liposoluble acumulado 

principalmente en tejidos fotosintéticos. Es capaz de eliminar peróxidos 

lipídicos, proporcionando estabilidad a las membranas del aparato 

fotosintético, así como de neutralizar 1O2 producido en los cloroplastos (Yu y 

Tang, 2004; Krieger-Liszkay y Trebst, 2006).  

El glutatión juega un papel importante en la protección celular contra 

el daño oxidativo de lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Presenta una 

interacción sinérgica con otros agentes antioxidantes como el AsA, la 

vitamina E y las superóxido-dismutasas (Shan et al., 1990) y tiene la capacidad 

de reactivar enzimas que son inhibidas por la exposición a altas 

concentraciones de O2 (Matamoros y Becana, 2020). 

 

 

Figura I.9 : Ciclo de Halliwell-Asada. Abreviaturas: SOD, superóxido dismutasa; CAT, catalasa; 

APX, ascorbato peroxidasa; MR, monodeshidroascorbato reductasa; DHAR, deshidroascorbato 

reductasa; GR, glutatión reductasa; GSSG, glutatión oxidado; GSH, glutatión reducido. 
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5. FBN Y DÉFICIT HÍDRICO 

Uno de los principales factores limitantes de los cultivos de 

leguminosas es la extrema sensibilidad de la actividad Nasa al déficit hídrico 

o sequía (Arrese-Igor et al., 2011), lo que provoca una serie de cambios 

morfológicos, fisiológicos y bioquímicos que reducen la capacidad fijadora. 

Las estrategias para obtener tolerancia a estreses abióticos en leguminosas 

son muy complejas, ya que no sólo hay que considerar a la planta entera, sino 

a su microsimbionte, así como la capacidad fijadora de los nódulos, que se ve 

muy afectada por la sequía de forma previa y más intensa que la fotosíntesis 

(Durand et al., 1987). 

La disminución de la FBN provocada por la sequía es consecuencia de 

una serie de mecanismos fisiológicos de la actividad Nasa entre los que 

destacan la disminución de sustratos carbonados suministrados a los 

bacteroides, la inhibición de la FBN debido a la acumulación de compuestos 

nitrogenados y el incremento de la resistencia a la difusión de oxígeno y el 

estado redox (Arrese-Igor et al., 1999, 2011; Mhadhbi et al., 2011; Schulze, 

2004). 

5.1. Regulación por carbono 

La energía que se requiere para la actividad Nasa deriva del 

metabolismo de los compuestos carbonados que se producen durante la 

fotosíntesis del macrosimbionte, siendo el más abundante la sacarosa, que es 

transportada a los nódulos e hidrolizada por la SS e IA. Tras una serie de 

reacciones de la ruta glucolítica, será convertida a malato que es transportado 

al simbiosoma, donde constituye la principal fuente de C para los bacteroides 

(González et al., 2006).  

En nódulos de leguminosas, la sequía provoca la inhibición de la 
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actividad SS, la consiguiente acumulación de sacarosa y la disminución en el 

contenido de malato (Udvardi et al., 1988), lo que se ha visto que conlleva la 

reducción de la FBN en varias especies de leguminosas grano (González et al., 

1995, 1998; Ramos et al., 1999), postulándose un mecanismo regulador 

mediado por compuestos carbonados de la FBN. Evidencias de éste se 

obtuvieron al comprobar que variedades vegetales con diferente tolerancia a 

la sequía presentaban también diferentes respuestas en su actividad SS tanto 

en soja (Ladrera et al, 2007) como en judía (Sassi et al., 2008). Por otro lado, 

Larrainzar et al. (2007), confirmaron, mediante análisis proteómicos, la 

implicación de la SS como enzima clave en la respuesta de nódulos a sequía. 

 

 

Figura I.10: Resumen de las hipótesis de la regulación de la actividad nitrogenasa de los nódulos en 

condiciones de estrés hídrico (modificado de Sulieman y Tran, 2013). 
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5.2. Regulación por nitrógeno 

En los últimos años, la regulación de la FBN mediada por N ha recibido 

mucha atención. Estudios llevados a cabo usando fertilizantes nitrogenados 

sugirieron que el estado nitrogenado de la planta podría regular la FBN 

(Streeter y Wong, 1988; Hartwig, 1998) proponiéndose que la inhibición por 

retroalimentación podría estar implicada en su regulación.  

Han sido muchos los compuestos presentados como candidatos 

responsables de la inhibición, como los ureidos, cuya acumulación se observa 

en hojas de soja (De Silva et al., 1996; Purcell et al., 1998) y nódulos (Ladrera 

et al., 2007) sometidos a sequía, o aminoácidos como la Asn o el Asp, 

propuestos como “moléculas señal” que desencadenan la inhibición de la FBN 

en soja (Serraj et al, 1999; Vadez et al., 2000), posiblemente a través de un 

ciclo de aminoácidos entre el citosol de la planta y los bacteroides propuesto 

por Sulieman y Tran (2013). 

Aparte del efecto inhibidor de los aminoácidos, se han propuesto 

otras hipótesis para explicar esta acumulación inducida por la sequía de 

sustancias nitrogenadas en el nódulo, como que la acumulación de 

aminoácidos puede ayudar a mejorar la capacidad de tolerancia al estrés de 

la planta ayudando al ajuste osmótico y a la desintoxicación de ROS, y/o 

mediante la regulación del pH intracelular (Silvente et al., 2012). 

5.3. Flujo de oxígeno 

La FBN es un proceso que requiere un alto consumo energético, de 

manera que se necesitaría entre el 10 y el 20% del carbono procedente de la 

fotosíntesis para este proceso (Gordon et al., 1999). 

Los fotoasimilados procedentes de la parte aérea de la planta son la 

principal fuente de energía y de esqueletos carbonados para el desarrollo y 
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mantenimiento del nódulo, la respiración bacteroidal y la fijación del 

nitrógeno (Schubert, 1986). 

El complejo enzimático de la nitrogenasa es extremadamente 

sensible al oxígeno, que provoca un daño irreversible, por lo que su actividad 

se encuentra limitada a condiciones microaeróbicas. Sin embargo, el oxígeno 

es necesario para la respiración, que garantiza el suministro de energía en 

forma de ATP, imprescindible para la FBN, y es por ello que los nódulos de 

leguminosas adoptan las condiciones necesarias de microaerobiosis para que 

se lleve a cabo el proceso (Minchin, 1997). La protección de la Nasa frente al 

O2 se debe a una molécula relativamente específica de la simbiosis, la Lb, en 

combinación con la denominada barrera a la difusión del oxígeno (James et 

al., 2000; Wei y Layzell, 2006). La Lb está presente en todos los nódulos 

efectivos, uniéndose reversiblemente al O2 y manteniendo una concentración 

del mismo en la zona infectada del nódulo de  50-100 nM (Arrese-Igor et al., 

2011), lo cual evita la inhibición de la nitrogenasa, a la vez que asegura el 

aporte de O2 necesario para la respiración de los bacteroides, evidenciándose 

su papel fundamental en la fijación de nitrógeno (Ott et al., 2005).  

La estructura y el funcionamiento bioquímico de la ODB no se conoce 

con exactitud, pero se acepta de modo general que es esencial para regular 

la difusión de O2 en respuesta a los cambios ambientales, y para evitar los 

daños oxidativos en la zona central del nódulo, manteniendo una fijación de 

N2 óptima (Wei y Layzell, 2006). 

5.4. Estado redox 

Se ha propuesto que las ROS desempeñan una función crucial en la 

regulación redox que se produce durante la sequía, afectando a la SS tanto a 

nivel transcripcional como postraduccional (Marino et al., 2008). La 

producción de ROS influye en el suministro de O2 a la zona central o infectada 
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del nódulo. Debido a sus reacciones con oxígeno, la Lb constituye una de las 

principales fuentes de ROS en el interior de los nódulos (Günther et al., 2007). 

Durante bastante tiempo se ha asumido que las señales implicadas 

en la percepción y respuesta a la sequía se producían en la fracción vegetal 

de los nódulos, pero los resultados obtenidos en M. truncatula por Larrainzar 

et al. (2009) sugieren que la capacidad metabólica de los bacteroides y el daño 

oxidativo de los componentes celulares son también factores que 

contribuyen a la inhibición de la FBN en situación de sequía.

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS GENERALES 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

La FBN es un proceso de gran interés medioambiental gracias al cual 

se enriquece el suelo en nitrógeno de forma natural, reduciendo los insumos 

de fertilizantes nitrogenados. Sin embargo, las condiciones ambientales 

adversas afectan negativamente a este proceso, limitando las tasas de fijación 

de nitrógeno. El estrés por sequía es una de las limitaciones más hostiles para 

la simbiosis rizobio-leguminosa. Por ello, el objetivo general de esta tesis era 

profundizar en el conocimiento del funcionamiento y regulación de la FBN, 

así como los mecanismos fisiológicos y moleculares responsables de una 

mayor tolerancia al estrés hídrico.  

Varias han sido las hipótesis que intentan explicar la inhibición de la 

FBN en condiciones de déficit hídrico, como la limitación de esqueletos 

carbonados, la inhibición por compuestos nitrogenados, la restricción de 

oxígeno nodular y el mantenimiento del estado redox. De esta manera se 

definieron específicamente los siguientes objetivos: 

1) Determinar los compuestos osmoprotectores que puedan estar 

implicados en la mayor tolerancia al estrés hídrico y posterior 

recuperación de las plantas en la simbiosis de Phaseolus vulgaris con un 

mutante respiratorio. 

2) Analizar el efecto sobre la FBN del incremento de ácido ascórbico en 

plantas de Medicago truncatula en condiciones deficitarias de agua.  

3)  Identificar compuestos nitrogenados que puedan causar la inhibición de 

la FBN en plantas de soja suplementadas con asparagina. 

  



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

Implicación de las poliaminas y compuestos 

osmoprotectores en la simbiosis entre Phaseolus 

vulgaris y Rhizobium etli CFNX713 bajo condiciones de 

déficit hídrico y posterior recuperación de las plantas 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. FBN en condiciones de déficit hídrico 

1.1.1. Regulación del flujo de oxígeno 

La reducción del N2 por la Nasa es un proceso que requiere altas 

cantidades de ATP, obtenido mediante la oxidación de los ácidos orgánicos 

procedentes de la planta hospedadora. La BDO y la Lb hacen que la 

concentración de O2 en el nódulo sea extremadamente baja (Hunt y Layzell, 

1993; Witty y Minchin, 1990). El sistema respiratorio bacteriano presenta 

múltiples cadenas respiratorias con oxidasas terminales de distinta afinidad 

por el O2 (Figura 1.1), lo que les permite adaptar con gran eficacia la 

fosforilación oxidativa a las variaciones de las condiciones medioambientales 

(Bueno et al., 2012).  

1.1.2. Implicación de la oxidasa terminal cbb3 

La existencia de una oxidasa terminal con elevada afinidad por el O2 

(del rango de 7 nM) se demostró por primera vez en bacteroides de 

Bradyrhizobium diazoefficiens con la descripción de la citocromo c oxidasa de 

Figura 1.1. Esquema de la cadena respiratoria de rizobios (modificado de Preisig et al. (1996b)) 
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hemo-cobre cbb3 (Preisig et al., 1996).  

La enzima está formada por 4 subunidades: FixNOQP 

- FixN: subunidad catalítica asociada a la membrana con un tamaño 

de 16 kDa. 

- FixO: citocromo c de 27 kDa. 

- FixP: citocromo c de 31 kDa que facilita el transporte de 

electrones entre el complejo bc1 y el núcleo estructural de la 

oxidasa (FixN-FixO). 

- FixQ: subunidad con 6 kDa de tamaño, que no parece esencial ni 

para el ensamble de la enzima ni para su función.  

Mediante experimentos de transcripción in vitro se ha demostrado 

que la proteína FixK2 es el activador transcripcional de la expresión de los 

genes fixNOQP de B. diazoefficiens en respuesta a condiciones limitantes de 

oxígeno  (Mesa et al., 2005). Ensifer meliloti presenta tres copias de los genes 

fixNOQP que se expresan en microaerobiosis (Becker et al., 2004). Rhizobium 

leguminosarum bv viciae presenta dos copias del operón fixNOQP, 

requiriéndose las dos para una óptima fijación de nitrógeno (Schlüter et al., 

1997). Rhizobium etli CFN42 presenta dos copias del operón fixNOQP 

(fixNOQPd y fixNOQPf), requiriéndose solo la primera para el establecimiento 

de una simbiosis eficaz. El operón fixNOQPd se induce en condiciones de 

microaerobiosis y su expresión está controlada por tres reguladores 

postranscripcionales: FixKf, FnrNd y FnrNchr (Girard et al., 2000). En 

condiciones de baja disponibilidad de O2, tanto el operón fixNOQP como el 

gen fixKf están regulados por dos reguladores transcripcionales denominados 

StoRd y StoRf, cuya inactivación aumenta la expresión de las copias del 

operón fixNOQP, lo que resulta en el incremento de la expresión de la oxidasa 

terminal cbb3 en los bacteroides de nódulos de P. vulgaris. 
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Granados-Baeza et al. (2007) demuestran que la inoculación de 

plantas de judía con mutantes de R. etli CFN42 en el regulador StoRd (cepa 

CFNX713) representaba una mejora en la expresión de fixKf así como un 

aumento en la capacidad para fijar N2. Posteriormente, Talbi et al. (2012), 

comprueban que bajo condiciones de déficit hídrico, plantas de judía 

inoculadas con R. etli CFNX713 presentaban una mayor capacidad respiratoria 

en sus bacteroides, así como una mayor tolerancia de la simbiosis al estrés.  

Por lo tanto, una estrategia para mejorar la tolerancia de la simbiosis 

Rhizobium- leguminosa en condiciones de sequía es la utilización de cepas de 

rizobios con alta capacidad respiratoria. 

Si el cierre de la BDO fuese el único factor causante de la disminución 

de la FBN, la inhibición sería reversible al aumentar la disponibilidad de O2, 

pero se demostró que la FBN no se restauraba al aumentar la concentración 

de O2 alrededor del nódulo (Diaz del Castillo et al., 1994; Hunt y Layzell, 1993). 

Aunque es evidente que una disminución en el flujo de oxígeno hacia 

el interior de los nódulos es fundamental en la respuesta de los mismos a los 

estreses ambientales desfavorables, deben existir otras limitaciones 

metabólicas implicadas en esta respuesta. 

1.2. Poliaminas 

Las PAs son aminas alifáticas de bajo peso molecular, policatiónicas a 

pH fisiológico, esenciales para la supervivencia de la célula tanto procariota 

como eucariota (Liu et al., 2018). Presentan una potente actividad biológica, 

estando implicadas en todos los procesos del crecimiento y desarrollo de las 

plantas: división y diferenciación celular, elongación de raíces, desarrollo 

floral, maduración del fruto, muerte celular programada, síntesis de ADN, 

transcripción de genes, traducción de proteínas y organización de la 
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cromatina (Kusano et al., 2008; Tavladoraki et al., 2012). Además, están 

implicadas en la respuesta frente a los estreses ambientales, como sequía 

(Nayyar et al., 2005; Yang et al., 2007), salinidad (Duan et al., 2008), bajas 

temperaturas (Imai et al., 2004) y toxicidad por metales pesados (Shevyakova 

et al., 2011), así como estreses bióticos (Walters, 2000).  

Las PAs vegetales más comunes en plantas son la diamina putrescina 

(Put) así como la 1,3- diaminopropano (DAP) o la cadaverina (Cad), la triamina 

espermidina (Spd) y las tetraaminas espermina (Spm) y termoespermina. En 

la naturaleza existen otras PAs denominadas poco comunes que presentan 

una distribución limitada, donde se encuentran derivadas de la Spd o Spm 

como la homoespermidina (HSpd) o la norespermidina (NSpd) (Figura 1.2)  

(Sagor et al., 2013; Terui et al., 2005). De forma general, la PA más abundante 

Figura 1.2. Estructura química de las poliaminas determinadas en este estudio.  
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en plantas es la Put, aunque en leguminosas la Cad se presenta en altas 

concentraciones (Tomar et al., 2013). La concentración de PAs varía 

dependiendo del órgano o tejido en estudio, así como de la especie vegetal y 

la etapa de desarrollo (Jiménez-Bremont et al., 2014). En la naturaleza las PAs 

pueden presentarse en forma de bases libres (PAs-L), conjugadas con 

pequeñas moléculas (PAs-C) o unidas a macromoléculas (PAs-U) (Gholami et 

al., 2013).  

1.2.1. Biosíntesis PAs 

En plantas, la Put es el producto central de la ruta biosintética de PAs 

(figura 1.3), mediante dos vías principalmente, cuyos precursores son la 

arginina o la ornitina. La denominada vía indirecta comienza con la 

descarboxilación de Arg, mediante la enzima arginina descarboxilasa, 

originando el intermediario agmatina y CO2. La degradación de la agmatina 

vía agmatina iminohidrolasa produce N-carbamilputrescina y NH3, que será 

metabolizado por la carbamilputrescina amidohidrolasa con la formación de 

Put, CO2 y NH3. Esta es la considerada como principal vía de síntesis de Put en 

plantas (Docimo et al., 2012). 

La vía directa se produce por la descomposición de la ornitina, gracias 

a la enzima ornitina descarboxilasa, dando como resultado la Put y CO2. La 

pérdida del gen de la ornitina descarboxilasa en A. thaliana y especies de la 

familia Brassicaceae, indica que esta vía no es esencial para el normal 

crecimiento de las plantas (Hanfrey et al., 2001).  La utilización de una vía u 

otra depende del órgano y estado de desarrollo del vegetal (Hao, 2005).  

En leguminosas, la biosíntesis de Cad se lleva a cabo por la 

descarboxilación de la lisina, mediante la lisina descarboxilasa (Regla-

Márquez et al., 2016; Shevyakova, et al., 2004).  
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Otro precursor importante para la síntesis del resto de PAs es la 

metionina. De este componente deriva la S-adenosilmetionina (SAM), que a 

través de la SAM descarboxilasa pasa a S-adenosilmetionina descarboxilada 

(dcSAM). La dcSAM será el donador de grupos aminopropilos para la 

formación de Spd y Spm. La aminopropilación de la Put por la enzima 

espermidina sintetasa (SPDS) forma Spd. De manera consecutiva, la adición 

de otro grupo aminopropilo mediante la espermina sintasa (SPMS) origina la 

PA espermina. No se conoce ninguna otra reacción donde la dcSAM pueda 

Figura 1.3: Ruta biosintética de las principales PAs en plantas. Abreviaturas: ARG, arginasa; 
ADC, arginina descaboxilasa; AIH, arginina iminohidrolasa; CPA, carbamoil-putrescina 
amidohidrolasa; ODC, ornitina descarboxilasa; SAMS, S-adenosilmetionina sintasa; SAM, S-
adenosilmetionina; SAMDC, S-adenosilmetionina descarboxilasa; SAMdc, S-
adenosilmetionina descarboxilada; SPDS, espermidina sintasa; SPMS, espermina sintasa. 
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actuar, estando su producción regulada y sus niveles se mantienen bajos, por 

lo que constituye un factor limitante para la síntesis de Spd y Spm (Pegg y 

McCann, 1982). 

En nódulos de leguminosas, la biosíntesis de HSpd se lleva a cabo en 

bacteroides a partir de dos moléculas de Put, gracias a la enzima HSpd sintasa 

y se requieren concentraciones altas de glutamato e iones Mg2+ (Fujihara, 

2009).  

1.2.2. Catabolismo de PAs 

La concentración celular de PAs está directamente regulada por su 

catabolismo. Esto ocurre mediante dos clases de enzimas, las diamino 

oxidasas que contienen cobre (DAO) y las poliamino oxidasas (PAO). 

Las DAO catalizan la oxidación de Put y Cad en sus grupos amino 

primarios, con la producción de 4-aminobutanal, H2O2 y NH3 (Alcázar et al., 

2010). De forma espontánea el 4-aminobutanal se transforma en Δ1-pirrolina 

y finalmente en GABA, que será transaminado y oxidado a ácido succínico 

incorporándose al ciclo de Krebs (reutilización del C y N) (Xing et al., 2007). 

Las proteínas vegetales CuDAO están presentes en alto nivel especialmente 

en especies de leguminosas, localizándose en el espacio extracelular ligadas 

a la pared (Cona et al., 2006). 

Las PAO son proteínas con alta afinidad por PAs superiores, Spd y/o 

Spm y sus derivados. Las PAO llevan a cabo el catabolismo terminal de Spd y 

Spm utilizando O2 como donador de electrones. Esta reacción produce DAP, 

H2O2 y 4-aminobutanal o N- (3-aminopropil) -4-aminobutanal, dependiendo 

de si la degradación es Spd o Spm, respectivamente (Cona et al., 2006; 

Moschou et al., 2012). El DAP puede convertirse en β-alanina, o actuar como 

precursor primario para la biosíntesis de PAs poco comunes como la NSpd 

gracias a la NSpd sintasa, involucrando a la dcSAM como donador de grupos 

aminopropilos.
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2. OBJETIVO 

Una estrategia para mejorar la tolerancia de la simbiosis Rhizobium- 

leguminosa bajo condiciones de déficit hídrico es la utilización de cepas de 

rizobios con alta capacidad respiratoria. Talbi et al. (2012) demostraron que 

la inoculación de plantas de judía con la cepa CFNX713 de R. etli presentaba 

una mayor tolerancia de la simbiosis a este estrés, mejorando la FBN del 

sistema. En este capítulo ampliamos ese trabajo añadiendo una etapa de 

rehidratación de las plantas tras un periodo de privación del riego.  

El objetivo del estudio es analizar la posible implicación de 

compuestos osmoprotectores como las poliaminas, así como de los osmolitos 

nodulares que puedan tener implicación en la regulación de la FBN en 

condiciones de estrés hídrico y posterior recuperación de las plantas en la 

simbiosis entre P. vulgaris y R. etli CFNX713. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Material biológico 

3.1.1. Material vegetal 

Para la realización de este trabajo se usó P. vulgaris variedad Negro 

Jamapa, debido a su importancia comercial y a su compatibilidad con las 

cepas bacterianas utilizadas. Las semillas fueron facilitadas por la Prof. Mª 

Lourdes Guirad del Centro de Ciencias Genómicas de la Universidad 

Autónoma de México (Cuernavaca, México).  

3.1.2. Material microbiológico 

Las plántulas fueron inoculadas con dos cepas de Rhizobium etli, la 

cepa CFN42 (wt o silvestre) y la cepa sobreexpresante CFNX713 (cbb3
+) 

procedentes del Centro de Ciencias Genómicas de la Universidad Autónoma 

de México (Cuernavaca, México).  

3.2. Cultivo de plantas 

3.2.1. Germinación de las semillas e inoculación 

Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito sódico al 5% 

durante 3 minutos y alcohol al 96% (v/v) y lavadas con agua destilada estéril. 

La germinación se llevó a cabo en bandejas con perlita y vermiculita estériles 

(1:1), hidratadas con agua destilada, en cámara de germinación a 28°C 

durante 4 días. Tras este tiempo se seleccionan las semillas que presentan 

una radícula con el tamaño adecuado para su trasplante a macetas de 0.6 L 

de capacidad, usándose como sustrato una mezcla de perlita y vermiculita 

(2:1), previamente humedecida y autoclavada. En el momento del trasplante, 

las plántulas fueron inoculadas con 1 mL de su correspondiente 

microsimbionte, proceso que se repitió a los tres días de cultivo. 
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Se estableció un régimen de dos días de riego por semana alternando 

solución nutritiva (según Rigaud y Puppo (1975) modificada para judía) 

carente de nitrógeno para no inhibir la nodulación, a un pH de 6.8 (corregido 

con NaOH 4N), y agua destilada.  

Solución nutritiva (modificado de Rigaud-Puppo, 1975) 

Macronutrientes   Micronutrientes  

K2SO4 0.174 g  Na2MoO4 0.11 mg 

KH2PO4 0.200 g  H3BO3 2.85 mg 

CaCl2 0.134 g  CuSO4 0.20 mg 

K2HPO4 0.044 g  ZnSO4 0.55 mg 

MgSO4 0.123 g  MnSO4 3.07 mg 

Secuestrene (Fe) 0.025 g  CoCl2 0.12 mg 

Ajustado a 1000 mL con agua destilada.  

 

3.2.2. Preparación del inóculo 

Las diferentes cepas bacterianas se cultivaron durante 96 h a 28°C en 

medio sólido TY agar (Triptone-Yeast extract) (Beringer, 1974). 

Posteriormente, para obtener el inóculo se dejaron crecer en matraz con 

medio TY líquido y en agitación (120 rpm) durante 3 días a 28°C, hasta obtener 

una densidad de 109 células viables por mililitro de medio TY según la escala 

de McFarland (McFarland, 1907). El medio de cultivo para la cepa wt fue 

adicionado con ácido nalidíxico (Nal) a concentración 20 μg mL−1, y para el 

cultivo de la cepa cbb3
+ se añadió la misma cantidad de Nal más kanamicina 

(Kan) a una concentración de 30 μg mL−1. 
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El medio de cultivo TY empleado en la preparación de los inóculos, 

conservación y crecimiento de esta cepa presenta la siguiente composición: 

- Triptona 5 g 

- Extracto de levadura 3 g 

- CaCl2 2H2O 0.9 g 

- Agar (si medio sólido) 15 g 

Ajustado a 1000 mL con agua destilada 

El pH del medio se ajustó hasta un valor de 7 con la adición de NaOH 

y la esterilización se llevó a cabo en autoclave a 120°C durante 30 minutos. 

3.2.3. Condiciones de la cámara de cultivo 

Las plantas fueron crecidas en cámara de cultivo bajo condiciones 

controladas de fotoperiodo (16 h luz/ 8 h oscuridad), temperatura (24°C día/ 

18°C noche) y humedad relativa (60% día /70% noche). Las macetas se 

distribuyeron aleatoriamente, cambiando su ubicación de manera regular. 

3.3. Planificación del experimento 

3.3.1. Diseño experimental 

Para la realización del experimento, fueron plantadas un total de 106 

plántulas. La mitad de ellas se inocularon con la cepa wt y la otra mitad con la 

cepa cbb3
+.  

El diseño experimental consta de los siguientes tratamientos: control, 

estrés por privación del riego (sequía) y rehidratación tras la sequía 

(recuperación). Las plantas control fueron regadas normalmente durante 

todo el experimento. Las plantas del tratamiento sequía fueron regadas al 

inicio del experimento (día 0) por última vez, y cosechadas, junto a sus 

respectivos controles, a 3, 5 y 7 días tras la imposición del tratamiento. El 

proceso de recuperación se llevó a cabo por la rehidratación de plantas 
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sometidas a sequía durante 7 días a las que se les añadió agua durante dos 

días antes de su recolección.  

3.4. Metodología empleada 

3.4.1. Obtención de datos de crecimiento 

El peso fresco (PF) de las diferentes partes de la planta, nódulos (PFN) 

parte aérea (PFPA) y raíz (PFR), se obtuvo por pesada en balanza de precisión. 

Posteriormente se adquirieron los datos de peso seco (PS) de los diferentes 

órganos por deshidratación de éstos en estufa de corriente forzada de aire a 

70°C durante 2 días. 

3.4.2. Fijación de nitrógeno 

La determinación de la FBN se realizó mediante la técnica de análisis 

de intercambio de gases, según Witty & Minchin (1998), consistente en la 

medida de la evolución de H2 que se produce junto con la reducción de N2 a 

NH3, de acuerdo con la reacción: 

 

Mediante este método determinamos la actividad nitrogenasa 

aparente (ANA), a partir de la producción de H2, liberado como producto en 

plantas noduladas con rizobios hup-, carentes de la enzima hidrogenasa.  

Con el fin de ocasionar una mínima perturbación de la planta, para la 

medida de FBN el sistema radical es sellado de forma hermética. Tras ello se 

hace circular una mezcla de gases compuesta de 79% de N2, 21% O2 y con 600 

μmoles/mol de CO2 (Praxair, Madrid, España), cuantificándose el H2 

producido mediante un detector amperométrico (Qubit System Inc., Ontario, 

Canadá) acoplado al sistema.  

 

N2 + 8H+ + 8e- + 16ATP   2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 
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3.4.3. Conductancia estomática 

La medida de la conductancia estomática se llevó a cabo usando un 

porómetro Delta T AP4 (Delta T Devices Ltd., Cambridge, UK). Se tomaron tres 

medidas por planta, una en cada foliolo de la hoja más joven totalmente 

expandida. 

3.4.4. Determinación de la transpiración 

El agua transpirada por las plantas se determinó gravimétricamente 

mediante diferencia de pesada del sistema maceta-planta antes y después de 

cada tiempo de exposición a los tratamientos, y partiendo de las plantas a 

capacidad de campo. Debido a que las macetas empleadas presentan una 

tapa que evita la pérdida de agua por parte del sustrato, asumimos que la 

diferencia entre el peso inicial y final corresponde únicamente al agua 

transpirada por la planta. 

3.4.5. Determinación del potencial hídrico 

El potencial hídrico foliar se determinó en la hoja más joven 

totalmente expandida utilizando una cámara de presión (Scholander et al., 

1965) de Soil Moisture Equipment (Santa Bárbara, CA, EEUU). La presión del 

interior de la cámara fue medida gracias a un manómetro acoplado al equipo, 

el cual indica el potencial hídrico del agua de la hoja. 

El potencial hídrico nodular y radical fue determinado mediante un 

microvoltímetro (MOD. HR-33T; Wescor Inc., Logan, UT, EE. UU) conectado a 

10 cámaras (Mod. C-52 Wescor Inc.). La medida se llevó a cabo introduciendo 

una muestra de tejido (20 mg) en cada cámara, y tras la estabilización de la 

humedad, se toma la lectura del voltaje (μV) al que es alcanzado el punto de 

rocío. Gracias a la utilización de rectas patrón específicas para cada cámara, 

dicho valor obtenido es traducido a unidades de potencial hídrico (MPa). 
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3.4.6. Determinación del contenido hídrico relativo 

También se determinó el estado hídrico de los nódulos mediante su 

contenido hídrico relativo, según Purcell y Sinclair (1995), usando la ecuación: 

CHR (%)=
PFN-PSN

PTN-PSN
 x 100 

Dónde: PFN= Peso fresco de nódulos; PSN= Peso seco de nódulos; 

PTN= Peso turgente de nódulos. 

El peso turgente fue obtenido por inmersión de la muestra en agua 

desionizada durante 24 h, 4°C y oscuridad, hasta su máxima turgencia. 

Transcurrido dicho tiempo, se eliminó el exceso de agua y se anotó el peso de 

los nódulos totalmente hidratados. Como dato de peso fresco y seco de 

nódulos se tomaron los obtenidos según el apartado 3.4.1. 

3.4.7. Determinación de pigmentos fotosintéticos 

Para la determinación de los pigmentos fotosintéticos se procedió 

según Tully et al. (1979), usando como mezcla extractiva etanol-cloroformo-

agua (ECA) en proporciones 12:5:1. En mortero a 4°C se maceraron 0.2 g de 

hojas frescas, utilizando 4 mL de ECA. El homogeneizado fue centrifugado a 

3500 g durante 10 min. Al sobrenadante se le añadió 1.5 mL de agua destilada 

y 2 mL de cloroformo, y fue agitado vigorosamente. Se dejó reposar a 4°C y 

oscuridad hasta la formación de dos fases, una traslúcida y otra verde, la cual 

se utilizó para el análisis de los pigmentos fotosintéticos.  

El extracto fue mezclado con metanol en proporción 1:1 (v/v). Se 

realizaron una serie de medidas espectrofotométricas a diferentes longitudes 

de onda (653 nm, 666 nm y 470 nm), utilizando metanol como blanco. La 

clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) y carotenoides (xantofilas + carotenos, Cx+c), se 

determinaron según Lichtenthaler (1987). Los resultados se expresaron en µg 
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g-1 PSPA, calculándose en base a las ecuaciones siguientes: 

Ca = 15.65 x A666 – 7.34 x A653 

Cb = 27.05 x A653 – 11.21 x A666 

Cx+c = (1000 x A470 – 2.86 Ca – 104 x Cb) / 221 

3.4.8. Determinación de carbohidratos y polioles 

La extracción de carbohidratos y polioles solubles se realizó según el 

método descrito por Warren y Adams (2000). Para ello, se homogeneizaron 

en un tubo eppendorf 0.1 g de material vegetal con 1.5 mL de etanol al 80% 

(v/v) y se llevaron a ebullición en una placa calefactora durante 30 segundos. 

Tras ello la mezcla fue centrifugada durante 5 min a 7500 g y 4˚ C 

recogiéndose el sobrenadante en un tubo de cristal. El pellet se resuspendió 

en 1.5 mL de etanol al 80% (v/v), repitiéndose el proceso anterior dos veces 

más, siendo los sobrenadantes recogidos en el mismo tubo. El pellet 

resultante de la tercera repetición se homogenizó con 1.5 mL de etanol al 80% 

(v/v). Sin calentar, se centrifugó y recuperó el sobrenadante. 

El volumen total de extracto etanólico recogido (6 mL) fue llevado a 

un evaporador (Turbo Vap LV) a 40˚ C con aire comprimido a una presión de 

1.2 bar para ser totalmente evaporado. La muestra seca obtenida se 

resuspendió en 2 mL de agua desionizada, fue sonicada durante 10 min en un 

sonicador de baño (Hultrason-H) y centrifugada a 2300 g y 4˚C durante 10 

min. El sobrenadante resultante del centrifugado se conservó a -20˚C hasta el 

momento de la determinación de la concentración de carbohidratos y 

polioles solubles. 

La cuantificación se llevó a cabo en un equipo de cromatografía de 

intercambio iónico (940 Professional IC Vario 2, Metrohm), usando las 
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columnas Metrosep Carb 2 Guard/4.0 y Metrosep Carb 2 - 150/4.0. El flujo 

fue de 1 mL/min a una temperatura de 30°C y un gradiente usando como 

eluyentes 300 mM NaOH y 1mM C2H3NaO2. 

3.4.9. Determinación de ácidos orgánicos y aniones 

La extracción de aniones y ácidos orgánicos se llevó a cabo según 

Fernández-Fernández et al. (2010), utilizando 0.1 g de material vegetal.  Éste 

fue homogeneizado en mortero a 4°C con 700 μL de una mezcla de 

metanol/cloroformo/agua (MCW) 5:2:1 (v/v/v). El homogeneizado se agitó 

durante 10 s e incubó en hielo durante 10 min. Tras ello se centrifugó 15 min 

a 14000 g y 4°C. El sobrenadante fue recogido en un tubo de vidrio. El pellet 

se redisolvió en 300 μL de MCW, repitiendo el proceso anterior dos veces 

más, y recolectando los sobrenadantes en el mismo tubo. El conjunto de 

sobrenadantes fue secado en TurboVap y redisuelto en 1 mL de agua MiliQ 

para proceder a su análisis.  

La cuantificación se llevó a cabo en un equipo de cromatografía de 

intercambio iónico (940 Professional IC Vario 2, Metrohm), usando una 

columna metrosep A Supp16 150/4.0, Metrohm. El flujo fue de 1 mL/min a 

una temperatura de 55°C y un gradiente usando como eluyentes agua y 20 

mM Na2CO3 + 2.5 mM NaOH. 

3.4.10. Determinación de aminoácidos 

Para la determinación del contenido de aminoácidos libres en 

nódulos y hojas se utilizaron los extractos obtenidos para la determinación 

de ácidos orgánicos (ver apartado 3.4.9).  

La concentración de los diferentes aminoácidos se determinó tras la 

derivatización de los mismos utilizando un sistema de electroforesis capilar 

MDQ Plus (Ab Sciex, España) acoplado a un detector de fluorescencia 
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inducida por láser a 488 nm, según el método descrito por Gil-Quintana et al. 

(2013). Los análisis se realizaron a 20°C y a un voltaje de 30 kV. 

3.4.11. Determinación de poliaminas 

La separación y cuantificación de PAs solubles libres y conjugadas se 

realizó siguiendo un método basado en los protocolos de Flores & Galston 

(1982) y Slocum et al. (1989) con pequeñas modificaciones. Los extractos para 

la determinación de PAs solubles libres en hoja y nódulo se realizaron 

macerando 0.2 g de tejido vegetal en 600 μL de ácido perclórico al 5% (v/v), 

e incubando en oscuridad durante 1 h a 4°C. Pasado este tiempo los extractos 

se centrifugaron durante 5 min a 3000 g. Una vez recogido el sobrenadante 

se añadieron 10 μl del estándar interno (diaminohexano 1 mM), y 300 µL de 

NaOH 2 M para alcalinizar el extracto. Se añadieron 10 µL de cloruro de 

benzoilo (C7H5ClO) líquido y fueron incubados durante 30 min a temperatura 

ambiente y agitación (800 rpm). Tras ello, se agregaron 800 µL de NaCl 

saturado y 600 µL de cloroformo frío para separar la fase orgánica, que será 

evaporada. La muestra seca fue resuspendida en 500 µL de agua/metanol 

(1:1), incubándose durante 5 h a 35°C y agitación (450 rpm). Se volvió a añadir 

300 µL de NaOH 2 M y 600 µL de cloroformo, y se evaporó. El resultado fue 

resuspendido en 100 µL de agua/metanol para su análisis mediante HPLC. 

La medida de PAs solubles conjugadas se realizó por obtención de la 

fracción soluble total de PAs, mediante hidrólisis ácida, previa a la 

benzoilación. Para ello, se mezclaron en ampollas de vidrio el mismo volumen 

del extracto obtenido de PAs libres con HCl 12 N. La mezcla fue incubada toda 

la noche a 130°C y el resultado se centrifugó con el fin de eliminar el material 

carbonizado, y el sobrenadante fue evaporado. Seguidamente se benzoiló de 

la misma forma que la fracción de PAs-L y fue analizado mediante HPLC. Para 

obtener el dato de PAs-C, fue restado el valor de las PAs-L. 
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Con el fin de extraer las PAs-U el pellet resultante de la extracción de 

PAs solubles fue disuelto en 2 ml de NaOH 1 N. La mezcla se centrifugó a 

21.000 g durante 30 min. Mediante hidrólisis ácida y benzoilación del 

sobrenadante resultante fueron obtenidas las PAs-U, según las condiciones 

mencionadas anteriormente. 

La cuantificación de PAs solubles se llevó a cabo mediante un equipo 

HPLC Waters Alliance 2690, con una columna C18 de fase reversa y un 

detector UV/VIS a longitud de onda de excitación de 225 nm, y un gradiente 

de metanol: agua (v/v). Para la cuantificación se utilizó una curva patrón 

preparada para cada una de las PAs a determinar, teniendo en cuenta el valor 

del estándar interno. 

3.4.12. Determinación de S-adenosilmetionina 

LA SAM fue determinada según el método descrito por Van de Poel 

et al. (2010), con pequeñas modificaciones. Para ello, 0.1 g de material 

biológico fue macerado con ácido tricloroacético al 5% (p/v) durante 10 min 

(Hanfrey et al., 2002) en mortero a 4°C para evitar la degradación de la SAM. 

La mezcla se centrifugó a 10.000 g durante 15 min 4°C para eliminar restos 

celulares. El sobrenadante obtenido se volvió a centrifugar a 13.000 g 15 min 

a 4°C y filtrado con filtro de jeringa de 45 μm de poro. 

La cuantificación se llevó a cabo mediante electroforesis capilar de 

alta resolución en un equipo Beckman PACE MDQ (Beckman Instruments, 

Fulerton, CA, EEUU) usando un capilar de sílice fundido de 50 μm de diámetro 

interno, 375 μm de diámetro externo y 50/60.2 cm de longitud. Como 

tampones se utilizaron glicina 200 mM (Sigma- Aldrich) y fosfato sódico 

monobásico 50 mM (Sigma- Aldrich) ajustando el pH a 2.5. La detección se 

realizó a longitud de onda de 260 nm. 
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3.4.13. Análisis estadístico 

Los datos originales obtenidos se sometieron a un análisis estadístico, 

asistido por ordenador, con la ayuda del programa IBM SPSS Statistics 24.0, 

consistente en un análisis de la varianza univariante y un test de mínimas 

diferencias significativas (MDS) entre medias.
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4. RESULTADOS 

4.1. Biomasa vegetal 

El análisis de la biomasa de la planta se llevó a cabo mediante la 

determinación del peso seco de las diferentes fracciones vegetales, 

observándose en general una disminución del crecimiento por efecto de 

la sequía (Figura 1.4). El PSPA de ambos grupos de plantas sufrió un 

descenso significativo debido al cese de riego a partir del día 7 de 

tratamiento, disminuyendo un 70% al final del cultivo en las plantas 

inoculadas con la cepa wt, y un 40% en el caso de las inoculadas con la 

Figura 1.4: Efecto de la sequía en el peso seco de las diferentes partes de la planta: parte aérea (A y B), 
raíz (C y D) y nódulos (E y F) de P. vulgaris inoculadas con R. etli CFN42 (wt) y R. etli CFNX713 (cbb3

+) 
sometidas a sequía durante 7 días y rehidratadas dos días antes de la cosecha (sombreado). Cada punto 
representa la media de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas se denota 
con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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cepa mutante.  

El PSR muestra un comportamiento similar, disminuyendo 

significativamente a los 5 días de tratamiento en las plantas inoculadas con 

la cepa cbb3
+, mientras que en las inoculadas con la cepa wt, decrece al 

séptimo día de imposición de sequía. La recuperación no muestra efecto 

en las mutantes, mientras que en la wt provoca un aumento de la biomasa 

no significativo.  

La tendencia de la biomasa nodular es similar al resto de tejidos, 

mostrando diferencias significativas a día 9 de tratamiento, decreciendo 

un 50% en las plantas inoculadas con la cepa wt y sólo un 25% en las 

inoculadas con la cepa cbb3
+. 

4.2. Fijación de nitrógeno 

En la figura 1.5 se muestra la actividad aparente de la nitrogenasa 

(ANA) como medida de la FBN. Respecto a los valores control, la tasa de 

fijación es mayor en plantas control inoculadas con la cepa wt que en las 

inoculadas por la cepa mutante. El estrés por sequía afecta de forma muy 

diferente a ambos grupos de plantas. Mientras que la reducción de la FBN 

se hace patente en las plantas inoculadas con la cepa wt a partir del quinto 

día de tratamiento, donde la FBN se ve reducida en un 50%, en las 

inoculadas con la cepa cbb3
+ se hace patente a día 7. El proceso de 

recuperación no tiene efecto positivo en las plantas inoculadas con la cepa 

wt, incrementándose la pérdida de capacidad fijadora casi al 80%, 

mientras que las inoculadas por la cepa mutante presentan tendencia a la 

recuperación de valores control al ser rehidratadas las plantas, viéndose 

reducida su FBN sólo un 35% respecto a su control.  
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4.3. Conductancia estomática 

El estrés por sequía indujo el cierre estomático con el fin de evitar 

la pérdida de agua por transpiración, presentando valores cada vez más 

cercanos a cero. En la figura 1.6 se observa cómo este parámetro 

disminuye a partir del tercer día de privación del riego en ambos grupos 

de plantas con diferencias significativas respecto a su control. El proceso 

de rehidratación no conlleva una recuperación total de estos valores, pero 

sí una cierta tendencia, más patente en plantas inoculadas con la cepa 

mutante. 

Figura 1.6: Valores de conductancia estomática de hojas de P. vulgaris inoculadas con R. etli wt (A) y R. etli cbb3
+ 

(B) sometidas a sequía y rehidratadas. Cada punto representa la media de 7 réplicas réplicas biológicas + EE. La 
existencia de diferencias significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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4.4. Potencial hídrico 

Los tratamientos de sequía hacen que los diferentes tejidos de las 

plantas vean reducido su potencial hídrico, tornando a valores más 

negativos. 

En la figura 1.7 se observa como la falta de irrigación provoca la 

disminución del potencial hídrico de nódulos (A y B) y raíz (C y D), viéndose 

significativamente reducido a partir del tercer día de tratamiento y 

recuperando los valores control al rehidratar, en el caso de las plantas 

inoculadas con la cepa cbb3
+. En el caso de la parte aérea es al séptimo día 

cuando el estrés hace más negativo el valor de potencial hídrico, el cual es 

Figura 1.7: Efecto de los tratamientos de sequía/ recuperación sobre el potencial hídrico de 
nódulos (A y B), raíz (C y D) y hoja (E y F) de plantas de P. vulgaris inoculadas con R. etli wt y 
R. etli cbb3

+. Cada punto representa la media de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de 
diferencias significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 

A

W 

B

W 

 wt  cbb3
+

 

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

E

W 

F

W 

C

W 

D

W 

150

300

450

0,5 1,5 2,5 3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5

Título del gráfico

Control Tratamiento

Días Días 

-1.2

-0.8

-0.4

0.0

*

*
*

*

-1.2

-0.8

-0.4

0.0

*

*

*

-1.2

-0.8

-0.4

0.0

* *

*

-1.2

-0.8

-0.4

0.0

*
*

*

-1.2

-0.8

-0.4

0.0

*

-1.2

-0.8

-0.4

0.0

*
*

Ψ
w

 H
o

ja 
M

P
a 

Ψ
w

 N
ó

d
u

lo
 

M
P

a 
Ψ

w
 R

aíz 
M

P
a 

Ψ
w

 H
o

ja
 

M
P

a 

Ψ
w

 N
ó

d
u

lo
 

M
P

a 

Ψ
w

 R
aí

z 
M

P
a 



Resultados 

65 

 

restituido a valores control en las plantas inoculadas con la cepa mutante. 

En el grupo de plantas inoculadas con la cepa cbb3
+, el proceso de 

rehidratación hace que se recuperen los valores control en todos los casos, 

no ocurriendo lo mismo con las plantas inoculadas con la cepa wt. 

4.5. Contenido hídrico relativo 

El valor del contenido hídrico relativo (CHR) de nódulos nos da una 

idea del porcentaje de hidratación de estos. Tal como se observa en la 

figura 1.8 este valor comienza a disminuir desde el día 3 de tratamiento y 

recupera valores control con la rehidratación de la planta. En el grupo de 

las plantas inoculadas con la cepa silvestre, esta disminución se hace 

significativa a partir del quinto día de tratamiento, a diferencia del otro 

grupo, donde se hace patente a partir del tercer día sin riego. En los 

nódulos formados por la cepa mutante el contenido hídrico no es inferior 

al 60% en el caso más acusado (7 DT), mientras que en los originados por 

la wt este contenido disminuye más del 50% en el mismo punto temporal.  
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4.6. Contenido de pigmentos fotosintéticos 

La tabla 1.1 muestra la variación del contenido de pigmentos 

fotosintéticos a lo largo del experimento. En ambos grupos de plantas, la 

tendencia difiere. A los 3 días de tratamiento, las plantas inoculadas con 

la cepa wt ven incrementada la concentración de pigmentos, decreciendo 

a día 5 de cultivo en el caso de las clorofilas (a y b) y a día 7 en el caso de 

las xantofilas y carotenos. Estas plantas no recuperan los valores control 

con la subsiguiente rehidratación. 

 

En el caso de las plantas inoculadas con la cepa mutante, la 

exposición al estrés hace que aumente el contenido de clorofilas a y b en 

Tabla 1.1.  Variación del contenido de clorofila a [Ca (µg g-1 PSPA)], clorofila b [Cb (µg g-1 PSPA)] y 
xantofilas más carotenos [X+c (µg g-1 PSPA)] en hojas de P. vulgaris inoculadas con R. etli wt (A) y R. etli 
cbb3

+ sometidas a sequía y rehidratadas dos días antes de la cosecha.  Cada punto representa la media 
de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con respecto al control se denota 
con un asterisco (p ≤ 0.05). 

 

  
Ca Cb X+c 

C S/R C S/R C S/R 

w
t 

T0 2.58 ± 0.07 1.98 ± 0.09 121.32 ± 6.97 

3 3.61 ± 0.06 5.89 ± 0.09* 1.77 ± 0.06 3.26 ± 0.36* 225.14 ± 7.09 416.32 ± 0.36* 

5 4.01 ± 0.23 5.00 ± 0.18 1.87 ± 0.05 1.55 ± 0.10 246.32 ± 20.42 357.02 ± 0.10* 

7 4.87 ± 0.14 4.39 ± 0.15 1.48 ± 0.06 1.59 ± 0.07 338.65 ± 10.84 322.79 ± 0.07 

9 4.84 ± 0.15 6.95 ± 0.16 1.71 ± 0.19 2.37 ± 0.17 328.19 ± 9.50 474.35 ± 0.17 

cb
b

3+  

T0 2.93 ± 0.08 2.24 ± 0.10 137.42 ± 7.89 

3 4.36 ± 0.08 6.16 ± 0.10* 2.14 ± 0.07 3.42 ± 0.38* 271.79 ± 8.56 435.88 ± 9.78 

5 4.40 ± 0.25 5.24 ± 0.19* 2.05 ± 0.05 1.63 ± 0.10* 270.42 ± 22.42 374.67 ± 12.32 

7 5.29 ± 0.15 4.24 ± 0.14 1.60 ± 0.07 1.54 ± 0.06 367.42 ± 11.76 312.19 ± 8.18 

9 4.79 ± 0.15 5.86 ± 0.13* 1.69 ± 0.18 2.00 ± 0.14* 324.57 ± 9.40 399.66 ± 8.56* 
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los 5 primeros días de tratamiento, y se reestablezcan los valores control 

en el proceso de recuperación. El contenido en carotenoides no varía a lo 

largo del estudio en este grupo de plantas, viéndose incrementado su 

valor a día 9.  

4.7. Contenido de carbohidratos en nódulos y parte aérea 

Tal como se muestra en la figura 1.9, en las plantas inoculadas con 

la bacteria silvestre, se produce una inducción de la concentración de 

carbohidratos en las primeras etapas del estrés por sequía, disminuyendo 

a día 7, excepto en el caso de la trehalosa, que permanece aumentada 

hasta finalizar el estrés, momento en el que también disminuyen el resto 

de carbohidratos en estudio. Las plantas inoculadas con la cepa mutante 

muestran una tendencia diferente. Solo la trehalosa y fructosa sufren un 

aumento de su concentración debido al estrés por sequía a día 5 del 

tratamiento. El proceso de recuperación conlleva la restitución de los 

valores control en los casos de la trehalosa y fructosa, y muestran una 

disminución significativa en cuanto a las concentraciones de sacarosa y 

glucosa, presentándose estos dos carbohidratos en cantidad mucho 

mayor que en los nódulos formados por la cepa wt, tanto en situación de 

estrés como control. 

De manera generalizada los nódulos formados por la cepa cbb3
+ 

presentan una mayor cantidad de carbohidratos en situación control y 

bajo el tratamiento de sequía- recuperación que los formados por la 

bacteria silvestre. 
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Los datos de la figura 1.10 muestran como la sequía provoca un 

incremento generalizado de los carbohidratos en estudio en hojas de 
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Figura 1.10: Efecto del tratamiento de la sequía y recuperación sobre el contenido de carbohidratos: glucosa 
(A y B), fructosa (C y D), sacarosa (E y F) y rafinosa (G y H) en hojas de plantas de P. vulgaris inoculadas con 
R. etli wt y R. etli cbb3

+. Cada punto representa la media de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de 
diferencias significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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plantas inoculadas con la cepa wt, los cuales restituyen los valores control 

cuando las plantas son rehidratas, a excepción de la rafinosa.   

En el caso de la glucosa, se muestra un incremento significativo a 

partir del día 3 de tratamiento de sequía, que en el caso más severo (7DT) 

llega a superar al control un 700%.  En las plantas inoculadas con la cepa 

mutante, este incremento significativo se da a día 7 de tratamiento, 

cuando el valor es de un 370% mayor que en las plantas control y 

permanece estable al rehidratar las plantas.  

En ambos grupos de plantas la fructosa también se ve 

bruscamente aumentada a los 7 días de tratamiento, mostrando las 

plantas inoculadas con la bacteria wt una inducción anterior. El cese del 

estrés conlleva la recuperación de los valores control solo en plantas 

inoculadas con la cepa silvestre, presentándose aún aumentada en las 

plantas inoculadas con la cepa mutante (200% superior a su control). 

El contenido en sacarosa y rafinosa de plantas inoculadas con la 

cepa wt muestran un comportamiento similar a la sequía, presentando 

valores incrementados significativamente a día 7 de tratamiento (20% y 

70%, respectivamente). En el caso de plantas inoculadas con la bacteria 

mutante, sacarosa y rafinosa incrementan su concentración de forma 

significativa en los estadios de sequía leve (3DT) y sequía severa (7DT), 

presentando concentraciones mayores a su control al finalizar el estrés 

(9DT).  

4.8. Contenido en polioles en nódulos y parte aérea 

En la figura 1.11 se representa la concentración de polioles a lo 

largo del experimento. El pinitol duplica su concentración respecto al 

control a día 3 de tratamiento en las plantas inoculadas con la cepa wt, 
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disminuyendo un 45% a partir del día 5. La finalización del estrés no 

presenta un efecto positivo en este parámetro. En plantas inoculadas con 

la cepa mutante, no se induce la producción de este compuesto, 
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Figura 1.11: Efecto de la sequía y rehidratación sobre el contenido de polioles: pinitol (A y B), 
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observándose una disminución del 30% cuando el estrés es severo (día 7) 

y recobrando valores control al rehidratar las plantas.  

Las plantas inoculadas con la cepa wt presentan menor cantidad 

de myoinositol que las inoculadas con la cepa mutante en todos los 

tratamientos. Mientras que en estas últimas no varía a lo largo del 

experimento, en las inoculadas con la cepa wt sufre un aumento del 45% 

a día 3 del tratamiento de sequía y disminuye significativamente a día 7. El 

cese del estrés no conlleva con la restitución de los valores control en estas 

plantas.  

Por el contrario, el sorbitol, disminuye con diferencias 

significativas a partir del día 7 de tratamiento en las plantas inoculadas por 

la cepa cbb3
+, manteniéndose estos valores menores al rehidratar las 

plantas. Mientras que en las plantas inoculadas con la cepa silvestre esta 

disminución sólo es observada a día 5 de tratamiento de sequía.  

El manitol sufre un descenso significativo en ambos grupos de 

plantas desde el día 5 de tratamiento, siendo más acusado en las plantas 

inoculadas con la bacteria mutante, donde la diminución llega a ser del 

50% (7DT). El fin del estrés hace que esta diferencia se reduzca al 30% en 

este grupo de plantas, y al 15% en el caso de las plantas inoculadas con la 

cepa wt.  

Las variaciones temporales de los polioles de hojas se presentan 

en la figura 1.12. Como podemos observar, el efecto de la sequía en 

plantas inoculadas con la bacteria wt hace que el myoinositol vea 

incrementado su valor en etapas tempranas del estrés (3DT) y en la etapa 

final (7DT), recuperando valores control cuando se rehidrataron las 

plantas. Este comportamiento es diferente en plantas que fueron 
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inoculadas con la cepa mutante, donde el incremento es significativo a día 

7, duplicando el valor control, y en las que el proceso de recuperación no 

revierte el efecto de la sequía.  

En el caso del pinitol, en ambos grupos de plantas se da un 

incremento que llega a ser significativo a día 7 de sequía (incremento del 
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Figura 1.12: Efecto del tratamiento de sequía y recuperación sobre el contenido de polioles: myoinositol (A y B), 
pinitol (C y D), sorbitol (E y F) y manitol (G y H) en hojas de plantas de P. vulgaris inoculadas con R. etli wt y R. etli 
cbb3

+. Cada punto representa la media de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con 
respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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135%), en el caso de las plantas cuyo inóculo fue la cepa wt, y a día 3 y 7 

(incremento del 200%), si el inóculo fue la cepa cbb3+. En ambos casos se 

tiende a la disminución de la concentración de pinitol al cesar el estrés, 

aunque se mantienen significativamente mayores a sus correspondientes 

controles. 

El sorbitol duplica su concentración en las plantas inoculadas con 

la cepa mutante con respecto a las plantas inoculadas con la cepa wt en 

todos los niveles. Mientras que en plantas inoculadas con la cepa silvestre 

sólo es significativamente superior a día 7 de tratamiento, en las plantas 

cuyo inóculo fue el rizobio cbb3
+ fluctúa a lo largo del tiempo, viendo 

incrementado su valor a día 3 y 7 del tratamiento, y disminuyendo 

respecto a su control tras el cese del estrés.  

En etapas tempranas de sequía (3 y 5DT), las plantas inoculadas 

con la cepa wt ven incrementado más de un 200% la concentración de 

manitol. En el grupo de plantas inoculadas con la cepa mutante, la 

concentración aumenta al quinto día en torno al 50%, y al 100% a día 7 de 

tratamiento de sequía, recuperando los valores control al rehidratar las 

plantas.  

4.9. Contenido en ácidos orgánicos en nódulos 

En la figura 1.13 se muestra un descenso en la concentración de 

ácidos orgánicos mayoritarios de forma generalizada. Las plantas 

inoculadas con la cepa wt ven reducida de forma significativa la cantidad 

de todos los ácidos estudiados a partir del tercer día de tratamiento de 

sequía y la rehidratación de las plantas no muestra ningún efecto. En el 

caso de las plantas inoculadas con la cepa cbb3
+, la reducción de estos 

parámetros se retrasa hasta los 5- 7 días de tratamiento y el proceso de 
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recuperación conlleva un efecto positivo, recobrándose en la mayoría de 

los casos los valores control.  
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Figura 1.13: Efecto de los tratamientos de sequía/recuperación en el contenido de ácidos orgánicos 
mayoritarios: malato (A y B), citrato (C y D), malonato (E y F) y succinato (G y H) en nódulos de P. vulgaris 
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En la figura 1.14 se muestran los valores de ácidos orgánicos 

minoritarios en las condiciones de sequía y recuperación. La tendencia es 

diferente según el tipo de inoculante. A excepción del lactato, en ambos 

grupos de plantas se observa una disminución de la cantidad de ácidos 

orgánicos en estudio. Ésta se hace patente a partir del tercer día de 

tratamiento en las plantas inoculadas con la cepa silvestre, y a partir del 

séptimo en las inoculadas con la mutante. El lactato no varía a lo largo del 

tratamiento de sequía en estas últimas, sobrepasando el valor control tras 
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la recuperación. En plantas inoculadas con la cepa wt este ácido disminuye 

de forma significativa a día 7 de tratamiento de sequía, y es el único que 

recobra valores control al rehidratar las plantas. 

4.10. Contenido en aminoácidos en nódulos 

En la figura 1.15 se presentan los aminoácidos nodulares que 

sufrieron mayores variaciones en el experimento. Se observa como la Arg 

incrementa en los nódulos de plantas inoculadas con la cepa wt a día 7 de 

tratamiento de sequía, recuperando los valores control con el aporte de 

agua. En este grupo de plantas, el GABA y la prolina sufren un incremento 

significativo a partir del día 5 de cultivo, incrementando su concentración 

conforme la sequía se hace más severa. Las concentraciones de ambos 

compuestos se equiparan a las de las plantas control con la rehidratación 

(día 9). La lisina es el único aminoácido que presenta una disminución 

significativa respecto a las plantas control desde el comienzo del 

tratamiento de privación de agua, valores que siguen disminuyendo, más 

del 50%, pese a aportarse agua al cultivo.  

En los nódulos de plantas inoculadas con la cepa cbb3
+ observamos 

como el GABA aumenta respecto a sus controles ligeramente al comienzo 

de la sequía, alcanzando valores que quintuplican los control cuando la 

sequía es severa. El contenido de prolina varía significativamente de las 

plantas control a día 7 tras la privación de agua cuando los valores 

ascienden a 211.08 ± 25.99 µg g-1 PSN frente a los 28.76 ± 1.08 µg g-1 PSN 

de las plantas control. En este grupo de plantas, el aminoácido Lys sufre 

una reducción de su concentración respecto al control del 25% a día 5, 

obteniéndose el menor valor en condiciones de sequía severa cuando esta 

disminución supone el 45% de la concentración encontrada en nódulos de 

plantas control. En el caso de estas plantas, el proceso de recuperación 



Capítulo 1 

78 

 

hace que tanto los valores de Pro como de Lys se restauren a los valores 

control. 
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4.11. Contenido de las diferentes fracciones de PAs en 

nódulos 

En la figura 1.16 se muestra el pool total de PAs nodulares de 

ambos grupos de plantas inoculadas con diferentes microsimbiontes. 

Observamos en las plantas con nódulos formados por la bacteria mutante 

presentan del 40 al 60% más de PAs en condiciones control, porcentaje 

que aumenta entorno al 70% en el proceso de recuperación (día 9).  

En condiciones control, las plantas inoculadas con la cepa wt 

mantienen una concentración estable de PAs a lo largo del experimento, 

con un incremento a día 3. Entre las PAs detectadas, la Cad es la más 

abundante (41%) seguida de la HSpd (17%). En condiciones de estrés 

hídrico, el pool de PAs sufre una disminución a partir del quinto día de 

tratamiento, y la Spd pasa a ser la segunda PA mayoritaria (13%). A lo largo 
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del tratamiento de estrés, se produce la disminución paulatina en la 

concentración de PAs (a excepción del día 3), con unos valores mínimos 

que se detectan a día 9, cuando el pool ha disminuido un 43% con relación 

a la situación control. 

Los nódulos formados por la cepa cbb3
+ presentan una 

concentración de PAs a lo largo del experimento que ronda los 34 µmol g-

1 PSN (sin contar el tiempo 0). De esta concentración, el mayor porcentaje 

es debido a la síntesis de Cad, seguida por la HSpd y la Spd (78%, 30% y 

27%, respectivamente). El déficit hídrico moderado (3 y 5 días) hace que 

el pool de PAs aumente en estos nódulos (7 y 3% respectivamente), 

concentración que disminuye un 27% a día 7 respecto a su control, y que 

vuelve a aumentar tras la rehidratación, con una pérdida en el pool de PAs 

del 15%.  

Con el fin de dilucidar la distribución de las PAs, fueron analizadas 

las diferentes fracciones en las cuales las podemos encontrar (libres, 

conjugadas y unidas). 

La figura 1.17 muestra la fracción de PAs libres, conjugadas y 

unidas en los nódulos de plantas inoculados con la cepa wt. En la fracción 

de PAs- L observamos como el comienzo de la deshidratación hace que el 

pool aumente un 8% respecto al control, disminuyendo en los días 

siguientes, incluyendo la rehidratación, donde encontramos el valor más 

alto, con una pérdida de PAs-L del 86%. La PA mayoritaria tanto en 

situación control como bajo el tratamiento de sequía- recuperación es la 

Cad, seguida de la HSpd y la Put (62-58%, 13-17%, 12-11%, 

respectivamente).  

Las PAs-C sufren una disminución a día 3, consecuente con la 
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acumulación en la fracción libre. A partir del día 7 de tratamiento 

disminuyen en torno al 80% respecto a su control, incluyendo la fase de 

rehidratación de las plantas. En esta fracción las PAs mayoritarias son Spd 

y HSpd tanto en control como en el grupo de las plantas tratadas.   

En la fracción de PAs-U, el tratamiento de sequía hace que el pool 

aumente, un 50, 0.15 y 9% según los días de tratamiento de sequía, 

induciéndose un incremento del 690% con la rehidratación, con un claro 

predominio de la HSpd, que representa más del 50% del total de PAs 

analizadas.  

Figura 1.17. Contenido de PAs libres, conjugadas y unidas en nódulos de P. vulgaris inoculadas con R. etli wt 
en condiciones control (A, C y E) y bajo tratamiento de sequía- recuperación (B, D y F). Cada barra representa 
la media de 7 réplicas biológicas. La existencia de diferencias significativas con respecto al control se denota 
con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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Por otro lado, el análisis de las distintas fracciones de PAs 

nodulares de plantas inoculadas con la bacteria cbb3
+ se recoge en la figura 

1.18. El tratamiento de sequía hace que se induzca el pool de PAs en la 

fracción libre un 30% a día 3 de tratamiento, disminuyendo en días 

posteriores, pero manteniendo las concentraciones a nivel de las plantas 

control. En este caso, la PA mayoritaria fue Cad, seguida de HSpd y Put, 

con valores estimados de un 78, 10 y 8% en el caso de las plantas control 

y 73, 10 y 9% en el caso de las plantas sometidas a sequía y recuperación.  
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con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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Las PAs-C y U en plantas control sufren variaciones consecutivas a 

lo largo del cultivo, de forma que cuando un pool aumenta, disminuye el 

otro. En el caso de las plantas tratadas, la concentración de PAs-C 

disminuye un 40% al comienzo de la sequía, de manera consecuente al 

aumento de PAs-L. Al incrementarse el estrés, el pool aumenta un 30%. La 

sequía extrema hace que se produzcan pérdidas del 40% respecto al 

control de PAs. En este caso, la rehidratación de las plantas conlleva la 

recuperación de los valores control. Las PAs más abundantes tanto en 

control como en el tratamiento de sequía- recuperación son la Spd y la 

HSpd (48-49% y 34-26%, respectivamente).  

4.12. Contenido de las diferentes fracciones de PAs en hojas 

La figura 1.19 representa tanto el pool total de PAs solubles en PCA 

encontradas en la parte aérea de plantas de P. vulgaris inoculadas con R. 

etli, así como sus fracciones libres y conjugadas. En este órgano 

encontramos Put, Spm y Spd, con una contribución en condiciones control 

del 47, 40 y 13%, respectivamente, siendo la PA mayoritaria la Put.  

El pool de PAs-L bajo tratamiento de sequía- recuperación (D) 

sufre una inducción al comienzo del estrés (día 3) aumentando un 47%, 

valor que disminuye durante los siguientes días con respecto al control 

(16, 21 y 37%) con un claro predominio de la Put, que ocupa el 71% del 

valor total de PAs.  

En el análisis de PAs-C observamos un aumento del pool en un 21% 

en el primer día de sequía analizado (día 3), concentración que disminuye 

drásticamente con la sequía en torno al 50% a día 5 de tratamiento, y 

alrededor del 35% en días sucesivos.  
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En estas plantas el proceso de rehidratación no conlleva la 

recuperación de los valores control, observándose una pérdida del 37% 

del pool total de PAs.  

En plantas inoculadas con la cepa cbb3
+ el análisis de PAs totales 

(figura 1.20, A y B) muestra la predominancia de la PA Spd, con valores del 

242.80 y 270.65 µmol g-1 PSN en control y sequía- recuperación, 

respectivamente, a lo largo del experimento. Se observa un aumento 

generalizado de PAs en todos los días de sequía analizados, a excepción 
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del día 7, donde la concentración disminuye un 5% respecto a la situación 

control. La rehidratación de las plantas mejora el pool de PAs que ve 

incrementada su concentración respecto al control un 52%.  

El contenido de PAs-L en condiciones control se mantiene estable 

a lo largo del experimento, mientras que la sequía hace que a día 3 el pool 

sufra una inducción del 24%, concentración que disminuye a día 5 de 

Figura 1.20. Contenido de PAs solubles en PCA totales, libres y conjugadas en hojas de P. vulgaris inoculadas 
con R. etli cbb3

+ en condiciones control (A, C y E) y bajo tratamiento de sequía- recuperación (B, D y F). Cada 
barra representa la media de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con respecto 
al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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tratamiento en un 28%.  Los valores de PAs totales control son superados 

en un 17% al cesar el estrés. 

En el análisis de PAs-C muestra valores aumentados de PAs en 

todos los días estudiados, a excepción del día 7, cuando el pool disminuye 

su concentración levemente (8% respecto al control). La restitución del 

riego incrementa la cantidad total de PAs que alcanza valores de 122 µmol 

g-1 PSN, frente a los 73 µmol g-1 PSN de su respectivo control. 

4.13. Contenido en S-adenosilmetionina en nódulos 

Como se observa en la figura 1.21, la concentración de SAM de 

nódulos provenientes de plantas inoculadas con la cepa wt presenta una 

inducción en las plantas sometidas a sequía, que se hace significativo a 

partir del día 7 de tratamiento, y cuyo valor control no es restaurado al 

rehidratar las plantas. Por el contrario, en nódulos formados por la 

bacteria mutante, este compuesto muestra una disminución en situación 

de sequía severa (día 7) que es restaurado a niveles control con la 

rehidratación de las plantas.  
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Figura 1.21. Variación del contenido en S- adenosilmetionina en nódulos de P. vulgaris inoculadas con R. etli 
wt (A) y R. etli cbb3

+ (B) sometidas a sequía durante 7 días y rehidratadas dos días antes de la cosecha. Cada 
punto representa la media de 7 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas respecto 
al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05).  
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5. DISCUSIÓN 

La sequía es una de las condiciones adversas que más 

comúnmente afecta a las plantas terrestres y se considera uno de los 

factores limitantes más importantes para el crecimiento y la productividad 

de las plantas. En las leguminosas, esto es particularmente relevante 

cuando estas plantas dependen de la FBN para sus requerimientos de 

nitrógeno. La limitación de su productividad está asociada a un pobre 

desarrollo de los nódulos radiculares y una disminución de su actividad, lo 

que conduce a un deterioro de su capacidad de fijación de nitrógeno 

(Arrese-Igor et al., 2011). 

Estudios previos demuestran que la inoculación de plantas de P. 

vulgaris con la cepa CFNX713 de R. etli, conlleva una mejora en el 

crecimiento de las plantas cuando éstas eran sometidas a diferentes 

niveles de estrés por sequía (Talbi et al., 2012). Bajo nuestras condiciones 

de cultivo, en condiciones de plena disponibilidad hídrica, no observamos 

diferencias entre los dos grupos de plantas, respecto a la cantidad total de 

biomasa. La privación del riego hizo que la biomasa total de plantas 

inoculadas con la cepa wt disminuyese a partir del día 7 de tratamiento en 

comparación con sus controles, mientras que, en el grupo de las 

inoculadas con la cepa mutante, esta disminución se hace patente a partir 

del tercer día de imposición de la sequía. La rehidratación de las plantas 

sometidas a estrés hídrico no produjo efectos positivos en ninguno de los 

dos casos, manteniéndose un crecimiento global reducido en las plantas 

inoculadas con la cepa mutante, y exhibiendo un decrecimiento si nos 

referimos al grupo de plantas inoculadas con la wt. 

Al analizar los órganos en estudio por separado (Figura 1.4), 

observamos como en el grupo de la cbb3
+, los pesos de todos los órganos 
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en estudio mantienen constantes sus valores a lo largo del tiempo, 

incluido el periodo de rehidratación. En plantas wt, tanto la biomasa de 

parte aérea como nodular decrecieron en todos los casos, y la raíz sólo 

aumentó su biomasa cuando cesaron las condiciones de sequía. Estudios 

previos muestran como plantas de judía más tolerantes al estrés osmótico 

mantienen un crecimiento estable respecto al cultivar sensible (Sassi et al., 

2010). 

Trabajos anteriores han descrito una mejora en la capacidad 

fijadora de nitrógeno de plantas de judía inoculadas con la cepa CFNX713 

de R. etli (Granados-Baeza et al., 2007), así como una menor afección de 

la actividad nitrogenasa de esta simbiosis en condiciones de sequía (Talbi 

et al., 2012). Bajo nuestras condiciones no observamos una mayor 

capacidad fijadora de los nódulos creados por la cepa cbb3
+, que durante 

todo el experimento mostró una menor tasa de FBN en condiciones 

control que la cepa parental (Figura 1.5). Al someter a las plantas a 

condiciones de déficit hídrico, las respuestas de ambos grupos fueron 

diferentes. Mientras que en el grupo control, la actividad fijadora 

disminuye a partir del tercer día de privación del riego y la rehidratación 

no mejora esta situación, en plantas inoculadas con la cepa cbb3
+ esta 

disminución en la FBN se hace significativa a partir del día 7 de tratamiento 

de sequía y el restablecimiento del riego, si bien no reestablece los valores 

control, sí que muestra una tendencia a la recuperación de la tasa de 

fijación. Resultados similares fueron obtenidos por Furlan et al. (2017) en 

plantas de cacahuete con diferente tolerancia a la sequía, comprobando 

que la rehidratación reestablecía parcial o completamente la capacidad 

para fijar nitrógeno de los nódulos.  
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En condiciones de sequía, uno de los mecanismos de respuesta de 

los nódulos a la inactivación de la nitrogenasa es el cierre de la BDO (Witty 

y Minchin, 1998). Esto provoca una limitación para la respiración 

bacteroidal, con la consecuente pérdida de actividad FBN (Diaz del Castillo 

y Layzell, 1995). Por otro lado, el déficit hídrico hace que disminuya la 

cantidad de Lb, enzima responsable del transporte de O2 a los bacteroides 

(Furlan et al., 2014). Según los hallazgos de Talbi et al. (2012), gracias a la 

sobreexpresión de la oxidasa terminal cbb3
+, se reduce el efecto negativo 

de la sequía sobre la capacidad respiratoria de los bacteroides así como 

sobre el contenido en Lb, aumentando la tolerancia a la sequía de la 

maquinaria de la FBN. 

Bajo condiciones de estrés hídrico, uno de los mecanismos de 

respuesta temprana de las plantas es el cierre de los estomas (Figura 1.6), 

lo que evita la pérdida de agua por transpiración y ayuda a mantener el 

potencial hídrico de la planta. Al disminuir el intercambio gaseoso, la 

respiración se ve comprometida a la vez que se incrementa la 

fotorrespiración. El costoso proceso de la FBN es mantenido por las 

hexosas, principalmente sacarosa, que llegan vía floema desde la parte 

aérea, gracias a la fotosíntesis. En condiciones de sequía, la disminución 

de la actividad fijadora se relaciona con la disminución de sustrato para la 

respiración bacteroidal. González et al. (1995) observaron en nódulos de 

soja una fuerte inhibición de la enzima SS, primera enzima nodular 

encargada de la hidrólisis de hexosas que serán degradadas a malato, 

proporcionando esqueletos carbonados para el mantenimiento de la 

actividad fijadora del nódulo. Esta inhibición junto con la acumulación de 

carbohidratos y el descenso del malato nodular han sido también 

comprobadas en guisante y judía (Gálvez et al., 2005; Ramos et al., 1999). 

Bajo nuestras condiciones, se produce una acumulación de sacarosa 
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(Figura 1.9, A) en el nódulo en las plantas inoculadas con la cepa wt, con 

el concomitante descenso en la concentración de malato (Figura 1.13, A) 

a medida que la sequía aumenta (entre el 45-65%) y no recuperan los 

valores control con la rehidratación (72%). Mientras que las plantas 

inoculadas con la cepa cbb3
+ no ven afectada su concentración de sacarosa 

nodular (Figura 1.9, B), se observa una disminución de malato 

consecuente con la variación de la FBN (Figura 1.13, B). El término del 

estrés conduce a una recuperación en estos valores, un 20% menos que 

en condiciones control. Se ha visto que la inoculación de leguminosas con 

cepas de incrementada capacidad respiratoria da lugar al aumento de la 

actividad SS (Silvente y Blanco, 2002) en condiciones control. Esto no 

parece tener relación con los niveles de transcritos de uno de los dos genes 

que codifican para la sacarosa sintasa (Silvente et al., 2003), el gen PvSSn, 

ya que se ha comprobado que su síntesis no sufre variaciones en plantas 

de P. vulgaris sometidas a déficit hídrico (Talbi et al., 2012). 

 

Papel de los osmolitos en la tolerancia a la sequía de la simbiosis 

P. vulgaris- R. etli  

En este estudio de sequía-recuperación, observamos cómo el 

cierre estomático (Figura 1.6) se acentúa a lo largo de los días de 

tratamiento de sequía, lo que se traduce en potenciales hídricos cada vez 

más negativos, valores que son reestablecidos en su totalidad en las 

plantas inoculadas con la cepa cbb3
+ (Figura 1.7). El CHR nodular denota 

una mayor desecación en nódulos formados por la cepa silvestre, donde a 

día 7 de tratamiento la disminución supera el 50% del contenido hídrico 

relativo, mientras que los nódulos de la cepa cbb3
+ aún conservan más del 

60% del CHR (Figura 1.8). 
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Una de las estrategias que colaboran en el mantenimiento del 

estado hídrico de la planta es la síntesis de osmolitos, favoreciendo la 

entrada de agua en la célula con el fin de evitar la pérdida de turgencia y 

proteger las estructuras celulares. La prolina es uno de los compuestos 

relacionados con tal fin, observándose su acumulación en estados de 

déficit hídrico en diferentes especies de leguminosas (Ghanbari et al., 

2013; Heerden Van y Krüger, 2002; Sánchez et al., 2004; Singh y Reddy, 

2011). En nuestro experimento la condición de sequía provoca un 

incremento en la concentración de prolina (Figura 1.15, G y H), que se hace 

patente en los nódulos formados por la cepa wt al quinto día, mientras 

que en los formados por la cepa cbb3
+ la inducción se produce cuando la 

sequía es severa (día 7). En ambos casos, la rehidratación hace que esta 

acumulación disminuya, denotándose la implicación de este metabolito 

para actuar como soluto compatible bajo sequía, manteniendo la 

homeostasis celular (Aziz et al., 1999) a la vez que se metaboliza 

fácilmente tras la rehidratación (Singh et al. 2000). Existe una relación 

entre la concentración de PAs y el contenido de prolina, observándose que 

una disminución en el contenido de Put debido a su catabolismo puede 

aumentar la síntesis y acumulación de prolina bajo condiciones de estrés 

hídrico en soja (Su y Bai, 2008). Hare y Cress (1997) postulan que el 

aumento de determinadas PAs junto con la acumulación de Pro podría ser 

parte de un mecanismo homeostático para prevenir la fluctuación de pH 

celular en condiciones de estrés.  

La trehalosa participa en reacciones que van desde la 

osmoprotección a la señalización en respuesta al estrés por sequía en judía 

(Farías-Rodríguez et al., 1998). Se ha visto que su acumulación es un rasgo 

que podría generar tolerancia a este estrés en plantas de cacahuete 

(Furlan et al., 2017). En nuestras plantas wt se da una acumulación en el 
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contenido de trehalosa nodular a partir del tercer día de tratamiento 

(Figura 1.9, E) en menor concentración que los nódulos de plantas cbb3
+, 

que ven incrementada su concentración solo a día 5 (figura 1.9, F). En 

nuestro caso no podemos afirmar que la acumulación de trehalosa ofrezca 

una mayor tolerancia al estrés, aunque sí está relacionada con los efectos 

de la sequía, ya que la rehidratación de las plantas genera una disminución 

de este metabolito a nivel nodular.  

 

Papel de las PAs en la homeostasis de ROS 

Marino et al. (2008) propusieron que las ROS producidas durante 

la sequía desempeñan una función crucial en la regulación redox, 

afectando a la SS tanto a nivel transcripcional como post traduccional. Por 

otra parte, Larrainzar et al. (2009) sugieren que la capacidad metabólica 

de los bacteroides y el daño oxidativo de los componentes celulares son 

factores que contribuyen a la inhibición de la FBN en situación de sequía. 

En este aspecto las PAs han sido relacionadas con la homeostasis 

de ROS, por su capacidad para captarlas y promover la activación de la 

maquinaria enzimática antioxidante (Pottosin et al., 2014). Se sabe que los 

nódulos presentan un contenido de PAs muy superior al resto de órganos, 

informándose correlaciones lineales entre la concentración total de PAs 

nodulares y su capacidad fijadora (Lahiri et al., 2004), aunque poco se sabe 

sobre el papel de las PAs en la respuesta a la sequía de los nódulos 

radiculares.  

El estudio de los perfiles de PAs nos reveló comportamientos 

totalmente diferentes entre las plantas inoculadas con el microsimbionte 

parental y el mutante cbb3
+. En condiciones control, observamos como los 
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nódulos de plantas inoculadas con la cepa cbb3
+ presentaban del 40 al 70% 

más de PAs totales que las plantas inoculadas con la bacteria wt (Figura 

1.16).  

Entre las PAs analizadas, encontramos la Cad como la 

predominante, seguida de la HSpd. Se ha comprobado que la Cad es 

sintetizada principalmente por el macrosimbionte, ya que  no se reconoce 

su síntesis en bacteroides (Fujihara, 2009; Hamana et al., 1990; López-

Gómez et al., 2014). Por el contrario, la HSpd es la PA más 

abundantemente sintetizada por los bacteroides, localizada en la fracción 

bacteroidal (Fujihara, 2009; López-Gómez et al., 2016). La capacidad de 

síntesis de HSpd en bacteroides formados por la cepa CFNX713 de R. etli 

se ve aumentada del 40 al 60% en relación con la cepa control. La síntesis 

de HSpd en bacteroides se lleva a cabo principalmente gracias a la unión 

de dos moléculas de Put, por acción de la enzima HSpd sintasa. Fujihara y 

Yoneyama (1993) informan que una alta concentración de HSpd a pH bajo 

amortigua y mantiene el pH citoplasmático ofreciendo protección frente 

al daño inducido. La relación inversa entre la HSpd y K+ mantiene la 

electroneutralidad del citoplasma, lo que reportaría efectos positivos en 

la tolerancia a la sequía. 

La regulación del nivel de PAs en las células vegetales es un 

proceso que depende de la síntesis de novo, la degradación, la 

conjugación, la interconversión, la alteración química y el transporte. Hay 

muchos estudios que han demostrado la participación de este 

metabolismo en las respuestas de las plantas al estrés abiótico, sobre todo 

a la salinidad y la sequía (Bouchereau et al., 1999; Groppa y Benavides, 

2008), ya que en estas situaciones adversas este proceso cobra 

importancia debido a la implicación de las PAs en los mecanismos de 
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tolerancia (Wang et al., 2019). De este modo, el análisis de las distintas 

fracciones de PAs nos proporciona una visión global de su posible 

regulación bajo nuestras condiciones.  

Las PAs-L son detectadas principalmente en tejidos en 

crecimiento, presentándose en todos los compartimentos celulares, 

incluido el núcleo, lo que denota su importancia en los procesos celulares 

fundamentales (Bouchereau et al., 1999). Intervienen en la regulación de 

diversos procesos fisiológicos, como el desarrollo de flores, la 

embriogénesis y organogénesis, la senescencia y el desarrollo y 

maduración de frutos. También están involucradas en las respuestas a los 

estreses bióticos y abióticos y presentan alta capacidad para actuar como 

antioxidantes (Gholami et al., 2013; Mustafavi et al., 2018; Xu et al., 2014). 

Dado que el catabolismo de PAs produce H2O2, que puede actuar como 

molécula señal a niveles bajos o como molécula tóxica cuando los niveles 

son altos, la relación entre el catabolismo y la biosíntesis de PAs ha sido 

considerada un factor crucial para la inducción de las respuestas de 

tolerancia o muerte celular bajo estres abióticos (Moschou et al., 2008). 

Esto sugiere que el H2O2 derivado del catabolismo de PAs puede 

desempeñar un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis de 

ROS, dependiendo de sus niveles celulares. 

En las figuras 1.17 (A y B) y 1.18 (A y B) observamos la fracción de 

PAs libres. En condiciones control, los nódulos generados por la bacteria 

cbb3
+ presentan un pool de PA-L entre el 25- 40% superiores a la bacteria 

wt. En condiciones de estrés hídrico, observamos como a día 3 de 

tratamiento, existe un aumento de PA-L como respuesta temprana al 

estrés, que en el caso de las plantas inoculadas con la cepa parental 

representa una subida del 8% de PAs, frente al 28% de las plantas 
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inoculadas con la cepa cbb3
+. Los efectos de las PAs, que tienen 

propiedades antioxidantes y antiagregantes de proteínas, contribuyen al 

mantenimiento de las funciones celulares fisiológicas frente al estrés 

abiótico, sugiriéndose que las PAs son ventajosas para la homeostasis de 

proteínas durante las condiciones adversas. El análisis de transcriptomas 

en frutas transgénicas que acumulan PAs reveló una regulación al alza de 

las transcripciones de chaperonas en comparación con el control (Mattoo 

et al., 2007). Por lo que asumimos una capacidad antioxidante mejorada 

por parte de la bacteria mutante debido a la acción de las PAs para 

neutralizar ROS. 

La conjugación de PAs se origina por la interacción covalente de 

PA-L con compuestos fenólicos de bajo peso molecular (ácido 

hidroxicinámico, ácido cumárico, ácido caféico o ácido ferúlico) (Bassard 

et al., 2010). Esta fracción es importante no sólo para el control de las 

concentraciones de PAs intracelulares sino también por su interacción con 

los componentes de la pared celular (Mapelli et al., 2008; Yang et al., 

2010). Se ha indicado una relación de tolerancia a estrés en las plantas por 

la producción de esta fracción de PAs (Groppa y Benavides, 2008; Alcázar 

et al., 2010). La figura 1.17 (C y D) muestra un diferente patrón de las PA- 

C entre los dos grupos de plantas, observándose una disminución en la 

cepa wt durante todo el tratamiento que se hace más patente a medida 

que la sequía aumenta y donde la recuperación no tiene efecto positivo, 

no originando un aumento en esta fracción de PAs. En los nódulos cbb3
+ 

existe una menor acumulación de esta fracción de PAs a día 3, 

consecuente con el aumento del pool de PA- L, y restaurándose los valores 

control con el cese del estrés.  
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 Las PAs-L, completamente protonadas a pH fisiológico, también 

pueden unirse a macromoléculas cargadas negativamente, como 

proteínas, ácidos nucléicos, ácidos urónicos o lignina mediante enlaces 

iónicos y de hidrógeno para formar PAs unidas (Igarashi y Kashiwagi, 

2015). Su función está relacionada con la regulación de la actividad 

enzimática, la replicación del ADN, la transcripción de genes, la división 

celular y la estabilidad de la membrana, presentando además una amplia 

gama de funciones biológicas en el crecimiento y desarrollo de las plantas. 

Generalmente, cuantos más grupos amino presente la estructura, más 

fuerte será su actividad fisiológica. Nuestros datos revelan que mientras 

que en la cepa mutante los valores se mantienen constantes a lo largo del 

tratamiento (Figura 1.17, E y F), con un descenso respecto a la situación 

control de un 20%, en los nódulos de la cepa parental esta fracción sufre 

una inducción 2 o 3 veces superior a sus controles en el proceso de sequía. 

La rehidratación presenta un efecto muy positivo en estos valores, pero a 

nivel del sistema global no aporta beneficios al sistema. 

Parece claro que en los nódulos generados por R. etli CFN42 

predomina el catabolismo de PAs en respuesta al estrés por sequía, lo que 

conlleva un aumento de H2O2 celular que muy lejos de actuar como 

molécula señal, parece aumentar el daño oxidativo de las estructuras, 

conduciendo al detrimento del sistema y la muerte celular. Sin embargo, 

en la cepa cbb3
+, sí que parece tener relación con el estado redox mejorado 

de los nódulos, y la recuperación parcial de la actividad fijadora de 

nitrógeno. 

En la síntesis de PAs superiores la SAM descarboxilasa parece un 

punto crítico, regulando la homeostasis de las PAs y pudiendo ser 

responsable del antagonismo entre éstas y el etileno. Se ha reportado que 
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la SAM descarboxilasa bajo condiciones de estrés hídrico ve incrementada 

su actividad (Alcázar et al., 2011; Talaat y Shawky, 2016) y la 

sobreexpresión del gen repercute positivamente en la tolerancia a 

estreses abióticos (Luo et al., 2017; Roy y Wu, 2002; Wi et al., 2014; Wi et 

al., 2006). El sustrato de esta enzima, la SAM se sintetiza gracias a la 

enzima SAM sintetasa, cuya regulación en condiciones de estrés no está 

muy clarificada. Existen estudios que indican una disminución de los 

transcritos de SAM sintetasa bajo condiciones de sequía en nódulos de 

guisante (Irar et al., 2014), M. truncatula (Larrainzar et al., 2014) y soja 

(Toorchi et al., 2009) y otros donde se comprueba su regulación al alza en 

condiciones de estrés osmótico en plantas no noduladas, donde se indica 

que la homeostasis de SAM podría mantenerse para aumentar el potencial 

adaptativo de la planta (Espartero et al., 1994; Van Breusegem et al., 

1994). La cuantificación de SAM en los nódulos (Figura 1.21) reveló una 

acumulación del compuesto en condiciones de estrés hídrico en las plantas 

inoculadas con la cepa wt, descartándose que bajo nuestras condiciones 

fuese la etapa limitante para la síntesis de PAs. Dado que bajo condiciones 

de estrés la síntesis de SAM se ve reprimida en nódulos, posiblemente sea 

el macrosimbionte el responsable de su síntesis. Por otro lado, un 

aumento en la formación de etileno tanto en parte aérea como en raíz 

bajo situaciones de estrés (Abiri et al., 2017; Wang et al., 2013), podría 

inhibir a la SAM descarboxilasa (Apelbaum et al., 1984; Icekson et al., 

1986; Pál et al., 2015), lo que conduciría a la formación de SAM en los 

nódulos sometidos a  déficit hídrico.
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6. CONCLUSIONES 

- La acumulación de prolina en estados de sequía moderada y 

severa, así como su disminución cuando las condiciones de 

riego son óptimas, sugiere una implicación de este 

compuesto como regulador de la homeostasis celular de 

nódulos en condiciones de estrés.  

- Tras los resultados obtenidos en este trabajo, no podemos 

afirmar que la acumulación de trehalosa ofrezca una mayor 

tolerancia al estrés, aunque sí está relacionada con los 

efectos de la sequía, ya que la recuperación de las plantas 

genera una disminución de este metabolito a nivel de 

nódulo. 

- La mayor producción de PAs en la cepa CFNX713 de R. etli, 

con respecto a su cepa parental parece estar implicada en 

una mejor tolerancia al estrés. 

- En condiciones de estrés hídrico predomina la oxidación de 

PAs frente a la conjugación en los nódulos. Esto sugiere que 

el H2O2 derivado del catabolismo de PAs puede desempeñar 

un papel señalizador clave en el mantenimiento de la 

homeostasis de ROS.



 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

Efecto del aumento en la biosíntesis de ácido 

ascórbico en la simbiosis Medicago truncatula- 

Ensinfer meliloti en condiciones de estrés hídrico 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Ácido ascórbico 

El AsA, también conocido como vitamina C o ascorbato, es una 

vitamina hidrosoluble, considerada como micronutriente esencial para el 

crecimiento y desarrollo normal de animales. En plantas está vinculado a 

muchos procesos fisiológicos como la regulación de la fotosíntesis, el 

crecimiento y el desarrollo, la biosíntesis de la pared celular, la regulación 

de la germinación de las semillas, el tiempo de floración, la maduración y 

envejecimiento de la fruta, el almacenamiento postcosecha, la 

transducción de señales y actúa como cofactor de enzimas (Foyer y 

Noctor, 2011; Zechmann, 2011; Mellidou et al., 2012; Tóth et al., 2013)  

Exceptuando las semillas secas, encontramos AsA en todos los 

tejidos de las plantas, ya que puede ser fácilmente transportado entre los 

diferentes tejidos y órganos por el sistema de haces vasculares (Smirnoff, 

2005; Zechmann, 2011). Tiende a acumularse en los órganos 

fotosintéticos, jugando un papel importante en la fotosíntesis y en el 

transporte de electrones transmembrana (Wheeler et al., 1998). 

El AsA es uno de los antioxidantes de bajo peso molecular más 

abundantes en las plantas y su función principal es proteger a la célula de 

los efectos dañinos de las ROS que se producen como resultado del 

metabolismo celular normal, especialmente durante la fotosíntesis, la 

respiración y la fotorrespiración. También protege frente a condiciones 

adversas donde el daño a la maquinaria celular provoca un aumento de la 

producción de ROS  (Foyer & Noctor, 2011; Gest et al., 2013). 

En un escenario donde los patrones climáticos globales tienden a 

aumentar las condiciones ambientales extremas, como las altas 
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temperaturas y la sequía, el desarrollo de cultivos tolerantes al estrés 

abiótico es fundamental. Dado que las plantas con mayores niveles de AsA 

son más tolerantes a las perturbaciones del medio, la manipulación 

biotecnológica puede ser una forma prometedora de generar cultivos más 

resistentes al estrés por déficit hídrico (Lisko et al., 2014). 

1.2. Biosíntesis de ácido ascórbico 

El AsA es sintetizado en plantas principalmente por la ruta de la 

L- galactosa o ruta de Smirnoff- Wheeler (Figura 2.1) (Wheeler et al., 1998; 

Ishikawa et al., 2018). Se han descrito tres vías alternativas, la vía de la L-

gulosa (Wolucka y Van Montagu, 2003), la vía del ácido D- galacturónico 

(Agius et al., 2003) y la vía del mioinositol (Lorence et al., 2004). En la 

mayoría de especies vegetales, o al menos en las hojas, la síntesis 

mayoritaria de AsA se lleva a cabo a través de la ruta de la L- galactosa 

(Dowdle et al., 2007; Ishikawa et al., 2006). 

La biosíntesis de AsA a través de la vía de la L- galactosa involucra 

un total de 8 reacciones enzimáticas. Tanto los genes como las enzimas 

que codifican han sido identificados y bien caracterizados en muchas 

plantas superiores. De todas las enzimas implicadas en la síntesis, se 

considera que  la GDP-D-manosa-3,5-epimerasa (GME) y la GDP-L-

galactosa fosforilasa (GGP o VTC2) son claves en la regulación de la 

síntesis de AsA (Melino et al., 2009; Bulley y Laing, 2016; Akram et al., 

2017). 

La enzima GME cataliza el cuarto paso enzimático de la ruta de 

Smirnoff-Wheeler que conlleva la conversión reversible de GDP-D-

manosa para producir GDP-L-galactosa. Gilbert et al. (2009) demuestran 

que el silenciamiento del gen GME en tomate provoca una reducción de 

los niveles de AsA casi del 50% respecto al fenotipo silvestre, respaldando 

la importancia de este gen en la ruta biosintética del AsA. Por otra parte, 
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existen estudios que verifican que la sobreexpresión de GME se traduce 

en un aumento de la concentración de AsA en plantas de Arabidopsis 

(Zhou et al., 2012), tomate (Li et al., 2019) o arroz (Zhang et al., 2015). Sin 

embargo, este efecto no fue extrapolable a plantas de tabaco, donde la 

sobreexpresión del gen GME no condujo a un aumento en la síntesis de 

este metabolito (Imai et al., 2012). 

D-Fructosa-6-P 

D-Manosa-6-P 

D-Manosa-1-P 

GDP-Manosa 

GDP-L- Galactosa 

L- Galactosa-1-P 

L- Galactosa 

L- Galactono-1,4-Lactona 

L- Ascorbato 

 PMI 

 PMM 

GMP (VTC1) 

 GME 

GGP (VTC2/5) 

  GPP (VTC4) 

L-GalDH 

L-GalLDH 

 

VÍA L-GALACTOSA 

VÍA ÁCIDO 

D-GALACTURÓNICO 

VÍA L-GULOSA 

 GME 

 MIOX 

 L-GulLO 

L- Galactonato 

D- Galacturonato 

L- Gulono-1,4-Lactona 

Myo-Inositol 

VÍA MIOINOSITOL 

Glucuronato 

GDP-L- Gulosa 

D-GalUR 

Figura 2.1. Rutas biosintéticas de AsA propuestas en plantas (Broad et al., 2020). Abreviaturas: PMI, 
fosfomanosa isomerasa; PMM, fosfomanosa mutasa; GMP, GDP-D-manosa pirofosforilasa; GME, GDP-D-
manosa-3,5-epimerasa; GGP, GDP-L-galactosa fosforilasa; GPP, L-galactosa-1-P fosfatasa; L-GalDH, L-
galactosa deshidrogenasa; L-GalLDH, L-GalLDH L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa; L-GulLO, L-
gulono-1,4-lactona oxidasa; MIOX, mioinositol oxigenasa; D-GalUR, D-galacturonato reductasa. 
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La enzima VTC2 es responsable de la conversión de GDP-L-

galactosa a L-galactosa1-P. Esta quinta reacción de la ruta de la L- 

galactosa representa el primer paso comprometido de biosíntesis de AsA, 

ya que la L- galactosa también es necesaria para la formación de la pared 

celular. Las proteínas VTC2 suelen estar codificadas por múltiples genes 

homólogos. En Arabidopsis thaliana se identificaron dos genes, 

pertenecientes a la superfamilia de proteínas HIT, el VTC2 y el VTC5 

(Dowdle et al., 2007). Su expresión es detectada en todas las etapas de 

crecimiento y desarrollo y está regulada por la luz, siendo en los tejidos 

verdes significativamente mayor que en otros órganos (Müller-Moulé, 

2008). En plantas de Arabidopsis, mutaciones sin sentido en el gen VTC2 

conllevaron una reducción de la síntesis de AsA, efecto que ocasionaba la 

letalidad de las plantas cuando la mutación se daba en ambos genes (VTC2 

y VTC5) (Conklin et al., 2000; Dowdle et al., 2007; Laing et al., 2007; Lim 

et al., 2016). Los estudios de sobreexpresión del gen VTC2 revelan un 

aumento de las concentraciones de AsA en diversidad de especies 

vegetales como Arabidopsis, patata, fresa y tomate (Bulley et al., 2012; 

Zhou et al., 2012; Li et al., 2019) con incrementos que duplican dos y tres 

veces la tasa biosintética del fenotipo silvestre.  

Se ha demostrado que en relación con otros genes de la vía, la 

sobreexpresión de VTC2 conlleva, de forma general, un aumento en la 

concentración de vitamina C. Esto proporciona evidencias de ser el paso 

limitante en la síntesis de AsA por la ruta de Smirnoff- Wheeler en muchas 

especies, así como destacan su importancia para el crecimiento y 

desarrollo de las plantas, así como dotar de mayor tolerancia a estreses 

abióticos como la salinidad o el frío (Bulley et al., 2009; Zhang et al., 2011, 

2015; Zhou et al., 2012; Yoshimura et al., 2014; Li et al., 2019).
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2. OBJETIVO 

La hipótesis de trabajo sobre la que surge el presente estudio es 

que plantas que tengan incrementada su capacidad antioxidante 

deberían, en principio, ser capaces de tolerar niveles de estrés superiores, 

sin observarse el clásico descenso de la FBN asociado a condiciones de 

déficit hídrico.  

En colaboración con el Dr. Raúl Huertas, investigador 

postdoctoral en el grupo del Dr. Michael Udvardi del Noble Research 

Institute (EEUU), hemos obtenido una serie de líneas de M. truncatula que 

sobreexpresan de forma constitutiva el gen VTC2, cuyas plantas 

denominaremos oxVTC2, oxVTC2#2-1 y oxVTC2#4. En estas líneas la 

región génica de MtVTC2 (Medtr5g093390) ha sido clonada delante del 

promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor. Dicha 

construcción ha sido integrada de forma estable en M. truncatula 

mediante transformación con la bacteria Agrobacterium tumefaciens. 

Además de las líneas sobreexpresantes, y para asegurarnos de que los 

efectos fenotípicos observados no se deben a efectos secundarios de la 

inserción, se han empleado dos líneas equivalentes con la misma 

construcción, pero carente de región génica, líneas que llamaremos de 

vector vacío (Empty vector) cuyas plantas denominaremos EV, EV#4 y 

EV#6.  

El objetivo de nuestro estudio es comprobar si la sobreexpresión 

del gen MtVTC2, enzima clave en la regulación de la biosíntesis del AsA, 

tiene efectos positivos sobre la FBN en la simbiosis M. truncatula-E. 

meliloti bajo condiciones de óptima irrigación y de riego deficitario.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Material biológico 

3.1.1. Material vegetal 

El estudio se llevó a cabo sobre dos líneas de plantas de M. 

truncatula R108 que sobreexpresan de forma constitutiva el gen VTC2, 

perteneciente a la ruta biosintética del AsA, a las que denominamos 

VTC2#2-1 y VTC2#4. A modo de control se usaron otras dos líneas con la 

misma construcción, pero carentes de la región génica, denominadas EV, 

la EV#4 y la EV#6.  

3.1.2. Material microbiológico 

El microsimbionte utilizado fue Ensinfer meliloti 2011, 

microsimbionte específico para M. truncatula. Para monitorizar la 

infección y colonización de los rizobios se utilizaron dos cepas diferentes 

de E. meliloti, una que expresaba de forma constitutiva el gen reportero 

Lac Z y otra que expresaba la proteína verde fluorescente (GFP). 

3.2. Cultivo de plantas 

3.2.1. Germinación de las semillas e inoculación 

Las semillas de M. truncatula fueron sometidas a un proceso de 

escarificación sumergiéndolas en ácido sulfúrico (H2SO4) durante 8-10 

minutos. Tras ello se lavaron sucesivas veces con agua desionizada. Para 

su esterilización se utilizó hipoclorito sódico al 5% durante 3 minutos, 

eliminando el resto de desinfectante mediante varios lavados con agua 

desionizada.  

Con el fin de favorecer la imbibición, las semillas se mantuvieron 

en agua desionizada y agitador rotatorio durante una hora.  
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La germinación de las semillas se llevó a cabo en placas de agar-

agua al 7% (p/v), mantenidas a 4°C durante 24 h con el fin de sincronizar 

el proceso. Posteriormente fueron incubadas a temperatura ambiente y 

oscuridad durante 48 h y se seleccionaron las semillas que presentaban 

una radícula apta para su siembra en macetas de 1L que contenía una 

mezcla de perlita: vermiculita (5:2).  

El régimen de riego establecido fue de dos días por semana, 

alternando el uso de agua destilada y solución nutritiva Evans (Evans, 

1981) libre de nitrógeno. Con el fin de favorecer el crecimiento de las 

plantas hasta el establecimiento de la simbiosis, durante las dos primeras 

semanas de cultivo la solución de riego fue suplementada con nitrato 

amónico (NH4NO3) 0.25 mM. 

 

Solución Nutritiva Evans (1981) 

Macronutrientes   Micronutrientes  

K2SO4 0.279 g  Na2MoO4·2H2O 0.050 mg 

KH2PO4 0.023 g  H3BO3 1.430 mg 

CaCl2 0.056 g  CuSO4·5H2O 0.080 mg 

K2HPO4 0.145 g  ZnSO4·7H2O 0.220 mg 

MgSO4·7H2O 0.493 g  MnSO4·7H2O 0.772 mg 

EDTA-Fe 0.017 g  CoCl2·6H2O 0.117 mg 

CaSO4·2H2O 0.120 g    

Ajustado a 1000 mL con agua destilada.  
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3.2.2. Preparación del inóculo 

Todos los inóculos de E. meliloti 2011 fueron obtenidos a partir 

de un cultivo fresco en medio sólido (YEMA) durante 72 h a 28°C. 

Posteriormente, los rizobios fueron crecidos en matraz con medio YEM 

líquido adicionado con tetraciclina (Tet) a concentración 10 μg mL−1. El 

cultivo fue mantenido en agitación (120 rpm) a 28°C durante 48 h, 

alcanzando una densidad óptica equivalente a una suspensión bacteriana 

de 109 células viables mL-1.  

El medio de cultivo YEM fue esterilizado en autoclave a 120°C 

durante 30 minutos, y presentaba la siguiente composición: 

− Manitol 10 g 

− Extracto de levadura 0.4 g 

− NaCl 0.1 g 

− K2HPO4 0.5 g 

− MgSO4 heptahidratado 0.2 g 

− Agar (si medio sólido) 15 g 

Ajustado con agua destilada hasta 1000 mL. 

Las plántulas fueron inoculadas con 1 mL de cultivo bacteriano en 

el momento de la siembra, repitiéndose la inoculación a los 3 días. 

3.2.3. Condiciones de la cámara de cultivo 

Las plantas fueron crecidas en cámara de cultivo (fitotron) bajo 

condiciones controladas.  El fotoperiodo establecido para el cultivo de M. 

truncatula fue de 12 h luz/ 12 h oscuridad con una intensidad luminosa 

fotosintéticamente activa (PPF) de 500 μmol m-2 s-1. La temperatura fue de 

22°C día/ 18°C noche y humedad relativa del 60% día /70% noche. Las 

macetas fueron distribuidas de manera aleatoria en el fitotron y su 
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ubicación fue cambiada regularmente. 

3.3. Planificación del experimento 

3.3.1. Diseño experimental 

Para llevar a cabo el experimento se sembraron un total de 20 

plantas de M. truncatula de cada línea (EV#4, EV#6, oxVTC2#2-1 y 

oxVTC2#4) inoculadas con E. meliloti al inicio de la siembra y reinoculadas 

3 días después, con el fin de asegurar la nodulación de las plantas. Éstas 

fueron regadas a capacidad de campo durante 8 semanas, momento en 

el que las plantas presentaban un crecimiento vegetativo óptimo y previo 

a la floración.  

Se realizaron dos tipos de tratamientos con cada línea de plantas. 

Un tratamiento Control (C), que consistió en mantener una irrigación 

óptima de las plantas hasta el momento de su cosecha, y un tratamiento 

de sequía (S), para lo cual se dejó de suministrar agua a ese grupo de 

plantas. Dentro de la condición de sequía diferenciamos entre un 

tratamiento de sequía moderada (SM) en el que establecimos cosechar 

las plantas al alcanzar un potencial hídrico foliar de entre -1 y -1.5 MPa y 

una sequía severa (SS), cosechando plantas cuyo potencial hídrico hubiera 

alcanzado valores cercanos o más negativos de -2 MPa, 

aproximadamente.  

3.3.2. Recolección de plantas 

El muestreo tuvo una duración total de 10 días, en los cuales se 

realizaron medidas no invasivas de FBN, peso, actividad fotosintética 

(SPAD) y conductancia estomática. Con el fin de minimizar los efectos del 

tiempo en el crecimiento vegetal, 5 plantas del grupo control fueron 

cosechadas aleatoriamente a lo largo del muestreo. Las plantas de los 
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distintos grupos de sequía fueron cosechadas según alcanzaban los 

potenciales hídricos estipulados. De esta manera conseguimos grupos de 

5 plantas para cada uno de los tratamientos establecidos. 

Una vez realizadas las medidas fisiológicas, se procedió a la 

recolección de las diferentes partes de la planta, obteniéndose así 

muestras de hoja, nódulo y raíz, de las diferentes líneas, que fueron 

conservadas a -80°C para posteriores determinaciones o secadas en 

estufa para la cuantificación del resto de parámetros en estudio. 

3.4. Metodología empleada 

Los datos referentes a biomasa seca, FBN, conductancia 

estomática, transpiración, potencial hídrico nodular y foliar y el análisis 

estadístico fueron determinados según se detalla en el capítulo 1. 

3.4.1. Determinación del contenido total de clorofila 

Con el fin de determinar el contenido relativo de clorofila en la 

hoja in situ, se utilizó un clorofilómetro portátil (Minolta Chlorophyll 

Meter, SPAD-502). El SPAD evalúa cuantitativamente la intensidad de 

verde de la hoja, midiendo las transmisiones de luz a 650 nm (donde 

ocurre la absorción de energía luminosa por la molécula de clorofila) y a 

940 nm (donde no ocurre absorción). La medida se llevó a cabo en la hoja 

más joven totalmente expandida, tomándose varios datos de cada foliolo, 

y expresadas en unidades SPAD que reflejan el contenido de clorofila total 

(Ca + b) presente en la hoja. 

3.4.2. Determinación del contenido de AsA total y DHA 

La determinación de AsA en el nódulo se llevó a cabo mediante 

electroforesis capilar de alta afinidad, según el método descrito por Davey 

et al. (1996). Para ello, 0.1 g de peso fresco de nódulos fueron 
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homogeneizados en mortero y nitrógeno líquido con 1 mL de ácido 

metafosfórico 2% (v/v) que contenía 1mM de etilendiaminotetraacetato 

(EDTA). La mezcla se centrifugó (12 min, 13000 g, 4°C) y filtró, utilizándose 

el sobrenadante para la determinación de AsA reducido. La electroforesis 

capilar se llevó a cabo por detección directa por UV a 256 nm, usando un 

buffer que contenía 60 mM NaH2PO4, 60 mM NaCl (pH 7) y 0.0001% de 

bromuro de hexadimetrina y bajo las condiciones de potencial de -15 kV y 

un capilar de 50 μm de diámetro interno y 30/40.2 cm de longitud. 

Para obtener el dato de AsA total, las muestras fueron 

previamente tratadas con 200 mM ditiotreitol. La concentración de DHA 

se obtuvo por diferencia entre la concentración total de AsA y la 

concentración de su forma reducida. 

3.4.3. Microscopía de nódulos 

Para observar los nódulos a microscopio se realizaron cortes de 

éstos de aproximadamente 75 µm con vibratomo (Lacer series 1000). En 

el caso de los nódulos formados por rizobios que estaban marcados con 

la GFP, la observación se llevó a cabo con un microscopio óptico con filtro 

de fluorescencia (CH- 9435 Leica Microsystem Heerbrugg, Switzerland), 

obteniéndose imágenes de los mismos con una cámara Leica MC170 HD 

acoplada al microscopio. El resto de los cortes fueron observados con un 

microscopio óptico Zeiss (Zeiss Microscopy, Axioskop2, EE.UU.) y 

fotografiados con una cámara Nikon d750. Los nódulos fueron 

previamente teñidos según se detalla a continuación. 

La detección in situ de especies de oxígeno reactivo se llevó a cabo 

según Muglia et al., (2008). Para la localización histoquímica del H2O2 en 

nódulos de M. truncatula-E. meliloti, éstos se sumergieron en una 

solución de 10 mM fosfato sódico (pH 7.8) que contenía 5 mg mL-1 de 
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diaminobencidina (DAB; Sigma) y dimetil sulfóxido (DMSO) diluido 1:10, 

según Muglia et al., (2008). Los nódulos fueron sometidos a infiltración 

por vacío (Groten et al., 2006) durante toda la noche para su posterior 

corte y visualización a microscopio. La reacción de la DAB con el H2O2 

origina un precipitado de color marrón, indicador de la presencia del 

compuesto en el tejido.  

La detección del anión O2
- se realizó según el protocolo propuesto 

por Muglia et al. (2008). Los nódulos fueron expuestos a una solución que 

contenía 0.1% cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT, Sigma) y se 

sometieron a infiltración por vacío (Groten et al., 2006) durante toda la 

noche. Transcurrido ese tiempo se procedió al corte de los mismos para 

poder visualizarlos a microscopio. La presencia de O2
- se denota por 

aparición de un compuesto azul oscuro (NBT- diformazan) resultado de la 

interacción de éste con el NBT. 

La actividad β-galactosidasa fue detectada por tinción directa de 

cortes nodulares según el protocolo modificado de Díaz et al. (2005). La 

solución GUS contenía 0.2 M K2HPO4- KH2PO4 (pH 7), 0.1 M MgSO4, 1 M 

KCl, 0.1 M K3Fe(CN)6, 0.1 M K4Fe(CN)6 y 40 mg mL-1 X-Gal. Las muestras se 

incubaron durante 1 h a 28°C, y fueron visualizadas a microscopio y 

fotografiadas. 

Para cuantificar la colonización bacteriana y la presencia de ROS 

en los diferentes cortes nodulares se utilizó el software de análisis de 

imágenes WinFolia Pro 2019 (Regent Instrument Inc, Canadá).
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4. RESULTADOS 

4.1. Biomasa vegetal 

La tabla 2.1 representa el crecimiento de los distintos órganos en 

estudio de plantas de las líneas EV y oxVTC2 en condiciones hídricas 

óptimas. Los datos muestran que no existen diferencias significativas 

entre ambas líneas de plantas en relación a la biomasa de ninguno de los 

parámetros estudiados.  

 

4.2. Estudio de la colonización del microsimbionte 

Con el fin de analizar la existencia de diferencias en la 

colonización bacteriana, se realizaron micrografías de cortes nodulares 

formados por las diferentes líneas de plantas con la tinción X-Gal (Figura 

2.2) y mediante la observación de fluorescencia debida a la GFP (Figura 

2.3). 

En la figura 2.2 observamos cortes nodulares teñidos con la 

tinción X-Gal que pone de manifiesto la actividad de la enzima β 

galactosidasa, no observándose diferencias significativas en la 

colonización bacteriana de los nódulos formados por ambas líneas de 

plantas (Tabla 2.2). 

Tabla 2.1. Análisis de la biomasa en peso seco de la parte aérea (PSPA), raíz (PSR) y 
nódulos (PSN) de plantas de M. truncatula EV y oxVTC2 inoculadas con E. meliloti en 
condiciones de plena disponibilidad hídrica.  Los valores representan el promedio ± EE 
(n=5).  La existencia de diferencias significativas se denota con un asterisco (p ≤ 0,05) 
entre las diferentes líneas. 
 

 PSPA (g) PSR (g) PSN (g) 

EV 1.29 ± 0.07 0.72 ± 0.08 0.034 ± 0.003 

oxVTC2 1.46 ± 0.15 0.69 ± 0.08 0.039 ± 0.003 
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En la figura 2.3 se muestra la fluorescencia emitida por las 

bacterias portadoras de la GFP en ambas líneas de plantas. En los distintos 

nódulos formados por las líneas en estudio la fluorescencia no presenta 

diferencias significativas (Tabla 2.2). 

 

 

Figura 2.2. Micrografías de cortes de nódulos formados por la simbiosis de M. 
truncatula y E. meliloti 2011 con tinción X-Gal para determinar la actividad de la 
β galactosidasa, en condiciones control. A y C nódulos formados por líneas EV. B 
y D nódulos formados por líneas oxVTC2. 

A B 

D 

500μm 500μm 

200μm 200μm 

EV        oxVCT2 
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4.3. Detección in situ de ROS 

Dada la alta actividad oxidante en los nódulos, se realizó el 

estudio histoquímico de detección in situ de diferentes especies de 

oxígeno reactivo. En la figura 2.4 se muestran cortes nodulares teñidos 

por exposición a NBT. La presencia de este anión de denota por la 

 Lac Z (%) GFP (%) 

EV 48.91 ± 2.70 80.49 ± 6.23 

oxVTC2 52.76 ± 8.37 81.70 ± 7.15 

Figura 2.3. Fotografías con microscopio óptico y filtro de fluorescencia de cortes 
de nódulos formados por la simbiosis de M. truncatula y E. meliloti 2011, que 
expresan la proteína verde fluorescente, en condiciones control. A y C nódulos 
formados por la línea EV. B y D nódulos formados por la línea oxVTC2. 

Tabla 2.2.  Análisis cuantitativo de las imágenes de colonización nodular en plantas de M. 
truncatula EV y oxVTC2 bajo condiciones de plena disponibilidad hídrica.  Los valores 
representan el promedio ± EE (n=3).  La existencia de diferencias significativas se denota con 
un asterisco (p ≤ 0,05) entre las diferentes líneas. 
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aparición de un precipitado azul oscuro originado por la reacción del 

anión O2
- con el NBT. Podemos observar como en los nódulos formados 

por la línea EV (Figura 2.4, A y C) aparecen franjas azuladas tanto en la 

zona apical como basal. Respecto a los nódulos formados por las plantas 

oxVTC2 no es tan clara la presencia de compuesto azul en la zona basal.  

En la figura 2.5 observamos la detección histoquímica de H2O2, 

denotada por el precipitado de color marrón. Comprobamos como, en 

Figura 2.4. Micrografías de cortes de nódulos formados por la simbiosis 
de M. truncatula y E. meliloti 2011 en condiciones control, teñidos con 
NBT para la detección in situ de anión superóxido. A y C nódulos 
formados por la línea EV. B y C nódulos formados por la línea oxVTC2. 
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nódulos de la línea sobreexpresante (figura 2.5 B y D), es en el ápice 

nodular donde se acumula más H2O2. En nódulos de plantas EV 

denotamos la presencia de este compuesto también en la parte central 

del nódulo.   

El análisis cuantitativo confirmó que no existen diferencias 

significativas entre ambas líneas respecto a la presencia de H2O2 y O2
- 

(Tabla 2.3). 

Figura 2.5. Micrografías de cortes de nódulos formados por la 
simbiosis de M. truncatula y E. meliloti 2011 con tinción DAB 
para la detección in situ de H2O2, en condiciones control. A y C 
nódulos formados por la línea EV. B y C nódulos formados por 
la línea oxVTC2. 
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4.4. Actividad aparente de la nitrogenasa 

En condiciones de estrés hídrico, la ANA (en μmol H2min-1 g-1 PSN) 

se ve drásticamente reducida, como se muestra en la figura 2.6.  

Observamos como en condiciones control, es la línea oxVTC2#4 la 

que presenta una mayor FBN, siendo un valor estadísticamente 

significativo con respecto a las plantas EV#6 y oxVTC2#2-1. 

En el grupo de las plantas EV, la línea EV#4 obtuvo valores de FBN 

de 6.02 ± 0.21 μmol H2 min-1 g-1 PSN, frente a los 4.76 ± 0.71 μmol H2 min-

1 g-1 PSN de la línea EV#6. El tratamiento de SM hizo que este valor control 

disminuyera el 75% y el 88% en SS en ambos casos, sin diferencias 

significativas frente al grupo de plantas sobreexpresantes, ni entre 

plantas de esta línea.  

Dentro del grupo de plantas que sobreexpresan VTC2 la actividad 

aparente de la nitrogenasa en condiciones control fue más elevada en la 

línea #4 que en la #2-1 la cual presenta valores muy similares a las plantas 

EV. Las plantas oxVTC2#2-1 sufren una disminución de la FBN respecto al 

control del 74% en SM y del 88% en SS. La línea #4 presenta en 

condiciones de plena disponibilidad de agua un valor de FBN de 6.84 ± 

0.67 μmol H2 min-1 g-1 PSN, el más elevado de todos los grupos de plantas 

 NBT (%) DAB (%) 

EV 39.74 ± 1.69 45.77 ± 8.84 

oxVTC#2 46.80 ± 4.07 31.87 ± 1.99 

Tabla 2.3.  Análisis cuantitativo de las imágenes de actividad antioxidante de nódulos formados por 
plantas de M. truncatula EV y oxVTC2 en condiciones de plena disponibilidad hídrica.  Los valores 
representan el promedio ± EE (n=3). La existencia de diferencias significativas se denota con un 
asterisco (ANOVA, p ≤ 0,05) entre las diferentes líneas. 
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en estudio. En situaciones de estrés, sufre las menores pérdidas de 

actividad nitrogenasa, con valores del 67% en condiciones de sequía 

moderada y del 85% cuando la sequía se hace severa. 

 

 

4.5. Contenido de AsA y DHA 

El contenido nodular de AsA y DHA de todas las líneas de plantas 

durante el experimento de sequía se muestran en la figura 2.7. 

Observamos como las plantas de las líneas sobreexpresantes 

muestran valores más elevados de AsA en condiciones de plena 

disposición de agua, difiriendo significativamente de las líneas no 

sobreexpresantes.  
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Figura 2.6. Efecto de la sequía sobre la FBN en plantas de M. truncatula de 
las líneas EV (EV#4 y EV#6) y oxVTC2 (oxVTC2#2-1 y oxVTC2#4) inoculadas 
con E. meliloti 2011, en condición de plena disponibilidad de agua (C), sequía 
moderada (SM) y sequía severa (SS). Los valores representan el promedio ± 
EE (n=5). Las distintas letras representan diferencias estadísticamente 
significativas (p ≤ 0,05) entre los tratamientos. 
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Entre los grupos de plantas EV la sequía afecta de forma distinta. 

En la línea EV#4, los dos tratamientos de sequía hacen que la cantidad de 

AsA disminuya sobre un 30% en sequía moderada y hasta el 80% en el 

caso de la sequía severa, con diferencias significativas. Mientras que en la 

línea EV#6 esta disminución solo se hace patente cuando el estrés se 

torna a severo, presentando una disminución en la cantidad de AsA del 

8% en SM y del 75% en SS, respecto a los valores medios control. En 

ningún caso se denotan diferentes comportamientos en situación de 

sequía respecto a las plantas oxVTC2. 

Las dos líneas de plantas oxVTC2 presentan un comportamiento 

similar en los distintos tratamientos. Bajo condiciones de sequía 

moderada, se ven más afectadas las plantas de la línea oxVTC2#2-1, con 

una disminución del 44% de su contenido control, frente al 38% de la otra 

línea. El avance de la sequía hace que la cantidad de AsA siga 

disminuyendo, pero en este caso, la afección es mayor en la línea #4, 

donde la pérdida de compuesto asciende al 86% respecto a la condición 

control, frente al 74% de las plantas de la línea #2-1. En ninguno de los 

casos se dan diferencias significativas entre estos grupos de plantas. 
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Figura 2.7. Efecto de la sequía en el contenido de ácido ascórbico (A) y deshidroascorbato (B) en 
plantas de M. truncatula de las líneas EV (EV#4 y EV#6) y oxVTC2 (oxVTC2#2-1 y oxVTC2#4) 
inoculadas con E. meliloti 2011, en condición de plena disponibilidad de agua (C), sequía moderada 
(SM) y sequía severa (SS). Los valores representan el promedio ± EE (n=5). Las distintas letras 
representan diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0,05) entre los tratamientos. 
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Respecto a la cantidad de DHA, la línea sobreexpresante #2-1 

presenta los valores medios más elevados en condiciones control, siendo 

diferentes estadísticamente del resto de plantas. Exceptuando las plantas 

de la línea EV#6, donde no se encuentran comportamientos distintos 

entre la situación control y los diferentes estados de sequía, el estrés 

provoca la drástica disminución de la concentración de DHA, no 

existiendo diferencias entre la severidad de este en ningún grupo de 

plantas.  

 

4.6. Determinación del estado hídrico de la planta 

4.6.1. Evapotranspiración 

La medida de evapotranspiración relaciona dos procesos 

combinados. Por un lado, la pérdida de agua desde el sistema suelo, que 

no suele superar el 10%, y por otro, la proporción de agua que se pierde 

por las hojas debido a la transpiración de la planta. En la figura 2.8 A está 

representado el peso del sistema maceta-planta de los diferentes 

tratamientos (C, SM y SS) donde, la diferencia de pesada representa la 

cantidad de agua evapotranspirada por la planta.  

En todos los casos existen diferencias significativas entre los 

tratamientos C y los casos donde la disponibilidad de agua era menor (SM 

y SS). La pérdida de agua fue más evidente entre los tratamientos C y SM, 

observándose disminuciones del 50% en el caso de las plantas EV y algo 

menor (en torno al 45%) en pantas de la línea oxVTC2. En el caso de la SS, 

en las líneas EV la pérdida de agua se estima entorno al 60% respecto a los 

tratamientos control, y no existen diferencias significativas entre los dos 

niveles de sequía. Respecto a las plantas oxVTC2 se observa una mayor 
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pérdida de agua de manera significativa conforme la sequía se acentúa, 

sin que existan diferencias con las plantas de la línea EV.  

 

4.6.2. Conductancia estomática 

El estrés hídrico provoca en las plantas el cierre estomático con el 

fin de minimizar las pérdidas de agua por la superficie foliar. La supresión 

del riego provocó en todas las plantas el descenso de la conductancia 

estomática (Figura 2.8, B). En los tratamientos C, las plantas de la línea 

oxVTC2#2-1 muestran valores significativamente más negativos que el 

resto de líneas, lo que se traduce en un mayor cierre estomático. En todos 

los casos, los diferentes tratamientos de sequía indujeron un cierre casi 

total de los estomas, con un descenso cercano al 95% respecto a los 

valores control, y no habiendo diferencias significativas entre dichos 

tratamientos ni líneas vegetales. 

 

 

Figura 2.8. Efecto de la sequía en el peso (g) del sistema maceta-planta (A) y la conductancia estomática 
(B) de plantas de M. truncatula de las líneas EV (EV#4 y EV#6) y oxVTC2 (oxVTC2#2-1 y oxVTC2#4) 
inoculadas con E. meliloti 2011, en condición de plena disponibilidad de agua (C), sequía moderada (SM) 
y sequía severa (SS). Los valores representan el promedio ± EE (n=5). Las distintas letras representan la 
existencia de diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0,05) entre los tratamientos. 
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4.6.3. Potencial hídrico foliar 

La figura 2.9 A se muestra el potencial hídrico foliar observándose 

que, en situación de plena disponibilidad de agua (C), las plantas de la 

línea oxVTC#2-1 muestran valores medios menos negativos que el resto 

de líneas de manera significativa.  

El tratamiento de SM hace que las plantas EV vean disminuido su 

potencial hídrico foliar hasta valores medios de -1.58 MPa, mientras que 

en las líneas oxVTC2 estos valores promedios son de -1.38 MPa, 

existiendo diferencias significativas entre ambos grupos de plantas.  

La sequía severa provoca que este parámetro siga disminuyendo, 

alcanzándose valores diferentes significativamente de entre -1.90 y -2.20 

MPa en las líneas EV#4 y EV#6 respectivamente, y de -2.00 MPa en plantas 

de las líneas VTC2, no existiendo diferencias significativas entre las 

distintas líneas de plantas sobreexpresantes o no. 

4.6.4. Potencial hídrico nodular 

La figura 2.9 B muestra los valores medios del potencial hídrico 

nodular, donde observamos como a medida que el agua deja de estar 

disponible los valores son más negativos.   

Figura 2.9. Medidas del potencial hídrico foliar (A) y nodular (B) de plantas de M. truncatula de las líneas EV (EV#4 
y EV#6) y oxVTC2 (oxVTC2#2-1 y oxVTC2#4) inoculadas con E. meliloti 2011, en condición de plena disponibilidad 
de agua (C), sequía moderada (SM) y sequía severa (SS). Los valores representan el promedio ± EE (n=5). Las 
distintas letras representan diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0,05) entre los tratamientos. 
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Los diferentes tratamientos de sequía hacen que los valores de 

potencial hídrico de los nódulos se vean reducidos en todas las líneas de 

plantas respecto a la situación control, no observándose diferencias 

significativas en ningún caso entre las plantas EV y oxVTC2. 

Se observan diferencias significativas en los valores medios en 

situación C en las distintas plantas de la línea EV. Dentro de este grupo de 

plantas, en la línea EV#4 tanto la SM como la SS conllevan una 

disminución con diferencias significativas respecto a su control, situación 

que sólo se observa en la línea EV#6 cuando la sequía es severa. 

Respecto a las plantas oxVTC2, en la línea oxVTC2#2-1 existen 

diferencias significativas con respecto a la situación C en los dos niveles de 

sequía, y entre ambos tratamientos de deprivación de agua. En la línea 

VTC2#4 se observan diferencias entre la situación control y la sequía, no 

observándose diferencias entre los dos niveles de déficit hídrico. 
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5. DISCUSIÓN 

El AsA juega un papel fundamental en plantas como antioxidante, 

ya que protege a las células de las ROS generadas como consecuencia del 

metabolismo aeróbico, jugando un papel clave en su captación en 

nódulos (Matamoros et al., 2006; Becana et al., 2010). Por otra parte, 

también está involucrado en la tolerancia de las plantas a diferentes 

estreses abióticos, como el déficit hídrico, que generan, en el vegetal, 

sobreproducción de ROS, pudiendo actuar directamente sobre ellas, o 

indirectamente, vía enzimática, a través de la AsA peroxidasa.  

Actualmente, a causa de la domesticación de los cultivos, los 

niveles de AsA se han ido diluyendo en pro de un mayor crecimiento y 

producción de las plantas cultivadas, lo que podría tener consecuencias 

importantes para el rendimiento de los cultivos, sobre todo en términos 

de tolerancia y plasticidad frente a cambios ambientales (Gest et al., 2013; 

Macknight et al., 2017). Por ello, la manipulación biotecnológica de genes 

de la ruta de síntesis del AsA, puede ser una vía para originar cultivos más 

resistentes a los ambientes estresantes (Lisko et al., 2014). Se ha 

comprobado que, de forma generalizada, la sobreexpresión del gen VTC2 

en diferentes vegetales hace aumentar la cantidad de AsA en la planta 

(Bulley et al., 2012; Zhou et al., 2012), lo que parece mejorar la respuesta 

a estreses (Zhang et al., 2015). 

En nuestro estudio caracterizamos las respuestas fisiológicas de 

plantas de M. truncatula que sobreexpresan el gen MtVTC2 bajo 

condiciones óptimas de irrigación y sometiéndolas a varios niveles de 

sequía en simbiosis con E. meliloti.  
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Efectos de la sobreexpresión del gen VTC2 en la simbiosis M. 

truncatula- E. meliloti en estado de óptima irrigación 

El AsA está presente en todos los tejidos de la planta a excepción 

de las semillas secas. Es sintetizado principalmente en órganos 

fotosintéticos, siendo transportado fácilmente entre los diferentes tejidos 

y órganos de la planta (Smirnoff, 2005; Zechmann, 2011). Mediante las 

medidas de AsA realizadas en nódulos (figura 2.6), podemos observar 

como en condiciones de plena disponibilidad de agua, este compuesto se 

acumula de manera significativa en los nódulos formados por las plantas 

sobreexpresantes. Esta mayor cantidad de AsA nodular en nuestro 

trabajo no ofrece una ventaja frente a la eliminación de ROS, como se 

denota en las imágenes de detección in situ de ROS (Figuras 2.4 y 2.5 y 

tabla 2.3). Pese al efecto positivo en el incremento de AsA nodular en las 

líneas de plantas sobreexpresantes, la biomasa de nódulos tampoco se ve 

beneficiada respecto a las líneas control (Tabla 2.1).  

A nivel de nodulación, el estudio mediante micrografías (Figuras 

2.2 y 2.3), confirma que la capacidad de colonización de los rizobios es 

similar, no existiendo distinción entre los nódulos de las diferentes líneas 

de plantas (Tabla 2.2).  

El AsA está presenta en nódulos en concentraciones elevadas, de 

1-2 mM. Su concentración, así como la actividad de enzimas implicadas 

con este compuesto (como la AsA peroxidasa) están directamente 

relacionadas con el proceso de FBN (Matamoros, et al., 2018). Dado que 

en nuestro trabajo existen diferencias de concentración de AsA en 

situación de plena disponibilidad de agua entre los nódulos formados por 

las distintas líneas de plantas, esperábamos encontrar una mayor tasa de 

FBN de los nódulos de plantas sobreexpresantes. N obstante, bajo 
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nuestras condiciones, se observa un incremento de la FBN en los nódulos 

formados por la línea oxVTC2#4, aunque sin diferencias entre otra de las 

líneas que no sobreexpresan el gen. Asumimos que el mayor contenido 

de AsA nodular no ofrece una ventaja para la FBN, de manera que no 

podemos afirmar que la sobreexpresión del gen MtVTC2 en plantas de M. 

truncatula mejore la eficiencia de la simbiosis con E. meliloti en 

condiciones óptimas de crecimiento. En este trabajo se usó el promotor 

constitutivo CaMV35S, utilizado ampliamente en el análisis funcional de 

nódulos de leguminosas. Los datos obtenidos por Auriac y Timmers (2007) 

sugieren que este promotor era inactivo en el meristemo y en las células 

infectadas de los nódulos de raíz de M. truncatula. Asumimos que, 

aunque el promotor no se esté expresando de forma homogénea en el 

nódulo, sí que ocasionó un aumento en la expresión del gen MtVTC2 y 

como resultado, un aumento en los niveles de AsA en el tejido.  

Efectos de la sobreexpresión del gen VTC2 en la simbiosis M. 

truncatula- E. meliloti en situación de déficit hídrico 

Las diferentes líneas de M. truncatula fueron sometidas a una 

privación progresiva del riego para testar el posible efecto beneficioso de 

la sobreproducción de AsA que presentaban. Uno de los primeros 

mecanismos de defensa de la planta frente al estrés hídrico es el cierre 

estomático, evitando así un exceso en la pérdida de agua por 

transpiración. Las dos funciones clave de los estomas son controlar la 

transpiración y la entrada de CO2, lo cual se transforma en la principal 

limitación de la fotosíntesis, generando un coste en términos de 

crecimiento vegetal en condiciones de sequía. Al disminuir la apertura 

estomática se limita la disminución excesiva del potencial hídrico foliar, 

garantizando que la demanda de agua de las hojas no exceda al suministro 
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de agua del sistema (Flexas y Medrano, 2002). La privación del riego 

ocasionó una rápida reducción de la conductancia estomática, 

independientemente de la sobreexpresión (Figura 2.8, B), que se vio 

reflejado en una disminución progresiva de los potenciales hídricos de 

hoja y nódulos (Figura 2.9).   

 

Contenido de AsA y FBN 

La sobreexpresión del gen MtVTC2 ha sido estudiada en otras 

especies no leguminosas, demostrándose un aumento significativo de la 

producción de AsA en las plantas sobreexpresantes en condiciones 

control y en condiciones desfavorables (Bulley et al., 2012; Zhang et al., 

2015; Ali et al., 2019), lo cual constituye una mejora para la productividad 

y supervivencia de los cultivos.  

En nuestros experimentos, observamos como las líneas oxVTC2 al 

igual que las EV ven disminuida la concentración de AsA (Figura 2.7 A) a 

medida que las condiciones de déficit hídrico se acentúan. Esta 

disminución no se traduce en un aumento de la concentración de DHA 

(Figura 2.7 B), por lo que podemos pensar que, en condiciones de sequía, 

el transporte de AsA desde los órganos fotosintéticos al nódulo se vea 

disminuido, o exista una desviación de la vía de síntesis hacia otras rutas 

metabólicas. La disminución de la concentración de AsA en leguminosas 

en condiciones de déficit hídrico ha sido reportada por otros 

investigadores tanto en parte aérea como en nódulos (Zabalza et al., 

2008; Seminario et al., 2017).  

En condiciones de estrés hídrico el proceso de FBN se ve 

progresivamente afectado a lo largo del experimento, lo que puede 
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producir la senescencia de nódulos y su inactividad de forma irreversible 

(Arrese-Igor, et al., 2011). En todas las líneas de plantas testadas la FBN 

se vio progresivamente inhibida (Figura 2.6) en los diferentes grados de 

déficit hídrico. Ante la aparición de ROS en los nódulos en condiciones de 

déficit hídrico, el AsA juega un papel importante, ya que regenera el α-

tocoferol oxidado por las ROS en las membranas celulares y actúa como 

sustrato de la AsA peroxidasa (Matamoros et al., 2018). Tras los 

resultados obtenidos, la sobreexpresión del gen MtVTC2 no proporciona 

una mejoría de la actividad fijadora cuando las plantas eran sometidas a 

estrés hídrico.
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6. CONCLUSIONES 

- La sobreexpresión del gen MtVTC2 produce un aumento en la 

síntesis de AsA de plantas de M. truncatula. 

- La sobreexpresión de MtVTC2 en plantas de M. truncatula no 

afecta a la colonización bacteriana de los nódulos formados en 

simbiosis con E. meliloti. 

- A pesar de tener incrementada la capacidad antioxidante, 

tanto el crecimiento como las respuestas fisiológicas 

observadas en las líneas de plantas oxVTC2 no se traducen en 

una mayor tolerancia a los niveles de estrés hídrico.  

- La actividad fijadora de nódulos en la simbiosis M. truncatula- 

E. meliloti, bajo condiciones control y en condición de déficit 

hídrico, no se ve mejorada con la sobreexpresión del gen 

MtVTC2.  

 

 



 

 

 

 

 

  



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

Efecto de la perfusión foliar con Asn en la regulación 

de la fijación biológica de nitrógeno en plantas de 

Glycine max. 



 

 

 

 

 

 

  



Introducción 

 139  

 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Regulación de la FBN por nitrógeno 

Cuando hay N suficiente en el suelo las leguminosas regulan 

negativamente el número, tamaño y actividad fijadora de sus nódulos 

radiculares con el fin de optimizar la energía y los recursos, debido al alto 

coste de C que conlleva para la planta el proceso de fijación de nitrógeno 

atmosférico (Streeter y Wong, 1988). Se ha estimado que por cada gramo de 

nitrógeno fijado son necesarios entre 5 y 12 gramos de carbono (Minchin y 

Witty, 2005), por lo que la planta hospedadora debe regular estrictamente el 

proceso para evitar que suponga una carga metabólica excesiva. Parece 

probable que en este control de la actividad fijadora estén implicadas las 

principales formas de intercambio orgánico entre el macro y el 

microsimbionte (Prell y Poole, 2006). Ya que la tasa de crecimiento de la 

planta está determinado por la capacidad de sintetizar carbohidratos y 

compuestos nitrogenados aportados por la fijación de los nódulos (relación 

C:N), hay autores que suponen que el control de la actividad fijadora se rige 

a través del estado nitrogenado del macrosimbionte (Sulieman y Schulze, 

2010).  

Touraine (2004) define el concepto de demanda de N como el 

equilibrio entre la cantidad real de N en los tejidos vegetales y el 

requerimiento de dicho nutriente. Por lo tanto, si la demanda de compuestos 

nitrogenados es menor que la tasa de N fijado, una hipótesis de trabajo es 

que se envíen señales al nódulo, vía floema, que reducirán la FBN (Sulieman 

y Tran, 2013). Parece que el estado nitrogenado de la planta se detecta con 

mayor intensidad en la parte aérea, enviándose las señales a las raíces y 

nódulos, acerca de la carga en N de la planta entera (Marino et al., 2007).  
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Existen hipótesis que respaldan la idea de que estas señales son 

compuestos nitrogenados generados por la planta, cuya acumulación 

reduciría la tasa de FBN con el fin de mantener el equilibrio C:N del vegetal 

(Schubert, 2007; Sulieman, 2011). La adquisición de un adecuado equilibrio 

entre el N requerido por la planta y la disponibilidad de C viene determinada 

por un lado por el control del número y desarrollo de los nódulos [proceso de 

autorregulación de la nodulación (Ferguson et al., 2010, 2019)] y por la 

regulación por N de la FBN en los tejidos simbióticos (Jeudy et al., 2010), 

procesos que son controlados por diferentes mecanismos. 

 

1.2. Implicación de los aminoácidos en la regulación de la FBN 

Debido a las diferencias tanto en la estructura como en la anatomía 

de los nódulos de las diferentes leguminosas, muchos han sido los 

compuestos nitrogenados sugeridos como candidatos responsables de la 

inhibición por nitrógeno de la FBN. Algunos autores apuntan a los ureidos, 

cuya acumulación se observa en hojas de soja (De Silva et al., 1996; Purcell 

et al., 1998) y nódulos (Ladrera et al., 2007) sometidos a sequía. También 

aminoácidos como la Asn o el Asp, propuestos como “moléculas señal” que 

desencadenan la inhibición de la FBN en soja (Serraj et al, 1999; Vadez et al., 

2000), posiblemente a través del ciclo de aminoácidos entre el citosol de la 

planta y los bacteroides propuesto por Sulieman y Tran (2013). Whitehead et 

al. (2001) comprueban que el aumento de PAs en los nódulos de soja tienen 

la capacidad de reducir el suministro de N fijado a la planta, observándose 

una correlación del contenido de PAs y la tasa de FBN (Lahiri et al., 2004).   

Dado que los aminoácidos se presentan en grandes cantidades en el 

floema de las plantas, parecen ser claros candidatos para desempeñar el 
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papel de señalización a larga distancia del estado nitrogenado de la planta, 

desde las hojas a los nódulos (Sulieman et al., 2014). Compuestos como Asn, 

Asp, Gln, Glu y GABA pueden tener un papel clave en este proceso, debido a 

que son exportados en grandes cantidades desde la parte aérea del 

macrosimbionte, se producen rápidamente en el proceso de asimilación de N 

y tienen un fuerte impacto sobre la actividad fijadora de los nódulos 

(Sulieman et al., 2010). 

 

1.2.1. La asparagina 

La Asn es un importante aminoácido con peso molecular de 132.12 g 

mol-1 soluble en agua (en soluciones tanto ácidas como básicas) y con gran 

estabilidad. Se trata de una sustancia que, en leguminosas, está involucrada 

en la germinación, la asimilación de nitrógeno y la FBN. Presenta una alta 

relación C:N (2:4), lo que la convierte en una molécula favorable para el 

transporte y almacenamiento de N en las plantas (Lea et al., 2007).  

Aunque las leguminosas son clasificadas como ureídicas o amídicas, 

dependiendo del compuesto exportado a la parte aérea como producto final 

de la FBN (Sprent, 2009), se ha visto que especies como la soja emplean 

también Asn como compuesto nitrogenado exportado a la planta (Tajima et 

al., 2000; Lima y Sodek, 2003). 

La Asn se sintetiza principalmente en las células infectadas, a partir 

del aspartato en una reacción dependiente de ATP. En esta reacción la Asn 

sintetasa cataliza la transferencia de un grupo amida desde la Gln, con la 

formación de Asn y Glu. Gaufichon et al. (2010) también comprobaron que 

la Asn sintetasa podía usar directamente el NH3 como sustrato cuando su 

concentración es elevada. 
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Ya que el metabolismo del C/N está estrechamente relacionado en 

prácticamente todas las rutas metabólicas dentro de la planta, la síntesis de 

este aminoácido es fundamental para el mantenimiento del equilibrio entre 

los metabolitos carbonados y nitrogenados (Sulieman y Tran, 2013). En 

plantas no leguminosas como tabaco o maíz sujetas a condiciones de bajo C, 

se ve incrementada la síntesis de Asn, mientras que el resto de aminoácidos 

ve disminuida su concentración (Stitt et al., 2002; Brouquisse et al., 2007).  

 

1.2.2. Efectos de la Asn en la inhibición de la FBN 

El impacto negativo de la aplicación exógena de ASN sobre la FBN 

han sido abordados mediante diferentes procedimientos. En comparación 

con el uso de diferentes fuentes de nitrógeno combinado, la aplicación de 

Asn tiene la ventaja de no alterar las reservas internas de carbono, vinculadas 

estrechamente con la entrada de fotoasimilados al nódulo (Oti-Boateng y 

Silsbury, 1993). 

Estudios previos en leguminosas exportadoras de ureidos muestran 

como la aplicación exógena de Asn provoca la inhibición de la FBN. Serraj et 

al. (1999b) aplican una solución 10mM de Asn a plantas de soja noduladas 

cultivadas hidropónicamente, observando un descenso de la FBN a partir de 

las 48 h de tratamiento. Este efecto también era notable cuando se aplicaba 

una solución de menor concentración (3-9 mM) bajo las mismas condiciones 

(Vadez et al., 2000).  

En leguminosas exportadoras de amidas, la aplicación vía raíces 

cortadas o por inyección directa al tallo de Asn marcada 10 mM, reduce la 

FBN en un 50-70%, observándose como a las 48 h de tratamiento la medida 

de Asn marcado era 7 veces superior en hojas que en raíces (Oti-Boateng y 
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Silsbury, 1993). Sulieman et al. (2010) sometieron a plantas de M. truncatula 

noduladas a alimentación por peciolo con una solución de Asn marcada, lo 

que provocó una acumulación de esta amida en los nódulos junto a una 

fuerte inhibición de la FBN. En este experimento observan que del total de 

15N el 10% se localizaba en los nódulos. 
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2. OBJETIVO 

Estudios previos sugieren que la FBN está regulada desde la parte 

aérea de la planta por compuestos nitrogenados transportados vía floema 

según las necesidades de nitrógeno de la planta hospedadora. En este 

contexto, debido a su rápida producción y alto transporte, así como por el 

impacto que ejercen sobre la actividad fijadora de nódulos, los aminoácidos 

parecen ser posibles candidatos en esta señalización a larga distancia.  

Por ello, el objetivo principal de este capítulo fue analizar si un 

incremento en la concentración foliar de Asn tendría efectos negativos sobre 

la FBN de plantas de soja en simbiosis con B. diazoefficiens, estudiando los 

posibles cambios producidos en el metabolismo del sistema debidos al 

incremento de compuestos nitrogenados en la parte aérea.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Material biológico 

Para este estudio se utilizaron plantas de soja [Glycine max (L.) Merr] 

de la variedad Sumatra, caracterizada por su productividad, gran tamaño de 

grano y alta cantidad de proteína, comercializadas por la empresa Caussade 

semences S.L.  

Como inoculante se empleó el microsimbionte específico de soja 

Bradyrhizobium diazoefficiens cepa UPM 752. 

3.2. Cultivo de plantas 

3.2.1. Germinación de las semillas e inoculación 

Las semillas fueron esterilizadas según el método descrito por 

Labhilili et al. (1995) para semillas de trigo. Durante 40 min se sumergieron 

las semillas en una solución de SDS al 0.01% (p/v) e hipoclorito sódico al 1% 

(v/v). Transcurrido este tiempo y después de ser lavadas con agua 

desionizada, fueron introducidas en durante 10 minutos en una solución con 

HCl 0.01N, siendo lavadas nuevamente con agua desionizada al finalizar la 

desinfección.  

La germinación se llevó a cabo en bandejas con perlita y vermiculita 

estériles (1:1), hidratadas con agua destilada, en cámara de germinación a 

26°C y oscuridad durante 4 días. Tras este tiempo se seleccionan las semillas 

que presentan una radícula con el tamaño adecuado para su trasplante a 

macetas de 0.6 L de capacidad, usándose como sustrato una mezcla de 

perlita y vermiculita (2:1), previamente humedecida y autoclavada. En el 

momento del trasplante, las plántulas fueron inoculadas con 1 mL de un 

cultivo líquido de B. diazoefficiens, obtenido según se detalla en el siguiente 

apartado, repitiéndose el proceso tres días tras la siembra. 
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El régimen de riego establecido fue de dos días por semana a 

capacidad de campo, alternando entre solución nutritiva carente de 

nitrógeno a pH 6.8 según Rigaud y Puppo (1975) y agua destilada.  

 

 

3.2.2. Preparación del inóculo 

El inóculo se cultivó durante 96 h a 28°C en medio sólido YEMA (Yeast 

Extract Manitol Agar). Posteriormente, para obtener el inóculo se dejó crecer 

en matraz con medio YEM líquido y en agitación (150 rpm) durante 3 días a 

28°C, hasta obtener una densidad de 109 células viables por mililitro de 

medio YEM según la escala de McFarland (McFarland, 1907).  

El medio de cultivo YEM fue esterilizado en autoclave a 120°C 

durante 30 minutos, y presentaba la siguiente composición: 

 

Solución Nutritiva (modificado de Rigaud-Puppo, 1975) 

Macronutrientes   Micronutrientes  

K2SO4 0.174 g  Na2MoO4 0.11 mg 

KH2PO4 0.200 g  H3BO3 2.85 mg 

CaCl2 0.134 g  CuSO4 0.20 mg 

K2HPO4 0.044 g  ZnSO4 0.55 mg 

MgSO4 0.123 g  MnSO4 3.07 mg 

Secuestrene (Fe) 0.025 g  CoCl2 0.12 mg 

Ajustado a 1000 mL con agua destilada.  
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− Manitol 10 g 

− Extracto de levadura 0.4 g 

− NaCl 0.1 g 

− K2HPO4 0.5 g 

− MgSO4 heptahidratado 0.2 g 

− Agar (si medio sólido) 15 g 

− Completado con agua destilada hasta 1000 mL 

 

3.2.3. Condiciones de la cámara de cultivo 

Las macetas se distribuyeron aleatoriamente en la cámara de cultivo, 

cambiando su ubicación de manera regular. Fueron crecidas bajo las 

siguientes condiciones controladas: fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad, a 

una temperatura de 24°C día/ 18°C noche y una humedad relativa del 60% 

durante el día y 70% durante la noche.   

 

3.3. Planificación del experimento 

3.3.1. Diseño experimental 

Para la realización del experimento, fueron sembradas un total de 8 

plantas por cada tratamiento. Tras 4 semanas de cultivo, las plantas fueron 

divididas en 3 grupos, correspondientes al tiempo 0 (T0), plantas control y 

plantas tratadas con Asn. A todas ellas se les realizó perfusión a través del 

peciolo de la primera hoja que desarrolló, con una solución inicial a base de 

agua destilada para todos los grupos de plantas. 

3.3.2. Recolección de plantas 

El experimento tuvo una duración de 35 días en las condiciones 

anteriormente mencionadas. Previo a la toma de muestra vegetal, a un total 
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de 8 plantas por cada tratamiento se les midió la ANA. Transcurridas las 

primeras 24 h del corte del peciolo, se recolectaron las plantas 

correspondientes al grupo “tiempo 0”, con el fin de minimizar los efectos de 

la perturbación en el metabolismo vegetal. En ese momento también se 

cambió la solución acuosa de las plantas del grupo “plantas Asn” por una 

solución con asparagina 15N a concentración 2 mM. Las siguientes cosechas 

fueron realizadas 3, 4 y 5 días tras la perfusión de las plantas, 

correspondientes a los tratamientos 48, 72 y 96 h respectivamente. De cada 

cosecha se obtuvo material vegetal (raíz, arte aérea y nódulos) en cantidades 

suficientes para las posteriores determinaciones conservándose las muestras 

a -80°C. 

3.4. Metodología empleada 

Los datos referentes a biomasa seca, FBN, concentración de 

carbohidratos solubles, polioles, ácidos orgánicos y aminoácidos, así como el 

análisis estadístico se llevaron a cabo según se detalla en el Capítulo 1. Por 

otra parte, la determinación del contenido relativo total de clorofilas se 

obtuvo tal cual se explica en el Capítulo 2.  

3.4.1. Perfusión de las plantas 

El sistema de alimentación por peciolo se llevó a cabo según Lin et al. 

(2011), con pequeñas modificaciones en el grosor de los tubos y volumen de 

las jeringas utilizados. Para la solución de asparagina se empleó Asn marcada 

15N (Sigma-Aldrich). 

3.4.2. Cálculo de la carga nitrogenada 

La determinación del estado nitrogenado tanto de la parte aérea 

como de los nódulos se calculó como indican Parsons y Sunley (2001), 

considerando la proporción de glutamina, glutamato y α-cetoglutarato. 
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3.4.3. Determinación de ureidos 

Para la determinación de ureidos en los diferentes órganos se 

utilizaron los extractos obtenidos para la determinación de ácidos orgánicos 

(ver Capítulo 1, apartado 3.4.9).  

La concentración de ureidos (ácido alantoico y alantoína) de los 

diferentes tejidos se determinó mediante electroforesis capilar de alta 

resolución en un equipo Beckman PACE MDQ (Beckman Instruments, 

Fulerton, CA, EEUU) según el método descrito por Sato et al. (1998). 

3.4.4. Enriquecimiento en y porcentaje 15N 

La determinación de la δ15N se realizó a partir de material vegetal 

seco de parte aérea, raíces y nódulos. Las muestras de material vegetal, 

previamente pesadas (4-5 mg) y encapsuladas en cápsulas de estaño (97,5%) 

se combustionaron en un analizador elemental (Carlo Erba NC 2500) hasta 

generar los gases N2 y CO2 (condiciones de combustión: Tª columna de 

oxidación 1020°C, Tª columna de reducción: 650°C). Los gases generados se 

analizaron en el espectrómetro de masas (EA-Conflo II-IRMS. ThermoQuest, 

Delta Plus). El análisis de la composición isotópica del nitrógeno (δ 15N/14N) 

se hizo considerando las señales registradas para las masas 29 (15N14N) y 28 

(14N14N) y se expresa como: 

δ 15/14N (0/00) = ((Rp/Rs) - 1) x 1000 

Siendo, 

Rp: relación 15N14N en la muestra 

Rs: relación en el estándar internacional 

A partir del δ 15N/14N, y teniendo en cuenta también el contenido total 

de nitrógeno (%) y la biomasa (g), se calculó la cantidad de 15N de cada tejido 

y del total de la planta, a partir del cual se calculó el% de 15N en cada tejido.
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4. RESULTADOS 

4.1. Crecimiento vegetal y contenido en clorofila 

En la tabla 3.1 se representa el crecimiento de las diferentes 

partes de la planta y los niveles relativos de clorofila encontrados en 

hojas, determinados como unidades SPAD. Observamos como el 

tratamiento de perfusión de 4 días con una solución que contenía 2 mM 

de Asn sólo presenta variaciones en peso seco de la parte aérea, que es 

significativo respecto a su control al cuarto día de tratamiento, donde la 

parte aérea de las plantas que fueron perfusionadas con Asn se ve 

incrementada. La perfusión no origina cambios en el peso seco del resto 

de órganos estudiados.  

De igual manera, el índice SPAD de plantas a las que se les trató 

con Asn no difiere significativamente de los valores de plantas control.  

 

Tabla 3.1: Efecto de la perfusión con 2 mM de Asn 15N en el peso seco de las diferentes 
partes de la planta: parte aérea (PSPA), raíz (PSR) y nódulos (PSN) y del contenido relativo 
total de clorofilas en plantas de G. max inoculadas con B. diazoefficiens. Cada punto 
representa la media de 5 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas 
con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 

  PSPA PSR PSN SPAD 

C
o

n
tr

o
l 

T0 0.77 ± 0.15 0.42 ± 0.04 0.065 ± 0.003 20.1 ± 1.7 

48 h 0.69 ± 0.11 0.52 ± 0.08 0.071 ± 0.005 23.0 ± 1.7 

72 h 0.64 ± 0.04 0.45 ± 0.03 0.077 ± 0.004 25.8 ± 1.0 

96 h 0.46 ± 0.01 0.34 ± 0.02 0.058 ± 0.002 24.3 ± 0.8 

A
sn

 2
 m

M
 T0 0.77 ± 0.15 0.42 ± 0.04 0.065 ± 0.003 20.1 ± 1.7 

48 h 0.68 ± 0.09 0.46 ± 0.05 0.063 ± 0.004 22.1 ± 1.4 

72 h 0.54 ± 0.04 0.43 ± 0.03 0.067 ± 0.003 24.3 ± 1.4 

96 h 0.52 ± 0.03* 0.34 ± 0.03 0.057 ± 0.003 26.1 ± 0.6 
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4.2. Actividad aparente de la nitrogenasa 

La medida de FBN, cuantificada como actividad nitrogenasa 

aparente, fue realizada tanto en las plantas sometidas a perfusión con una 

solución de Asn 15N a concentración 2 mM como en las plantas control 

(figura 3.1). Los resultados denotan una bajada de la FBN a día 2 del 

tratamiento, que difiere significativamente de su respectivo control. En 

los posteriores días de cultivo, la actividad FBN de los nódulos de ambos 

grupos de plantas no muestra diferencias significativas. 

4.3. Cantidad total de 15N en parte aérea y nódulo 

En la figura 3.2 se muestra la cantidad total de 15N encontrada en 

parte aérea y nódulos, así como la cantidad de solución de Asn 2 mM que 

penetró en las plantas del tratamiento de perfusión.  
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Figura 3.1: Variación de la FBN de plantas de G. max inoculadas con B. 
diazoefficiens sometidas a perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días. 
Cada punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia 
de diferencias significativas con respecto al control se denota con un 
asterisco (p ≤ 0.05). 
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En los diferentes días muestreados tanto la absorción de plantas 

control como la de plantas suplementadas con Asn tiende a disminuir, sin 

existir diferencias ni en el tiempo ni debidas al tratamiento.  

Para monitorizar la cantidad total de nitrógeno marcado, se 

analizaron los δ15/14 N tanto de la parte aérea como de los nódulos. 

Conforme avanzan los días de tratamiento, de forma más acusada en la 

parte aérea, observamos que el marcaje en 15N disminuye, pero sin 

presentar diferencias en la cantidad de 15N total entre los días analizados. 

En nódulos, a las 48 h de tratamiento, encontramos un 9% del total de 

15N, proporción que disminuye a las 72 h en un 3% y con un valor del 8.2% 

del total de 15N al fin del tratamiento, no siendo estos datos diferentes 

significativamente entre sí.  

4.4. Niveles de carbohidratos solubles en parte aérea y nódulo 

De los carbohidratos analizados en la parte aérea (Figura 3.3), la 

sacarosa se presenta como el mayoritario, observándose una variación 

dependiendo del tiempo experimental, de manera que al segundo día de 
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Figura 3.2: Variación de la cantidad total de 15N encontrado en parte aérea (verde) 
y nódulo (naranja) y cantidad de solución absorbida (línea roja) en plantas de soja 
sometidas a perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días. Cada punto representa 
la media de 5 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas en 
el tiempo se denotan con un asterisco (p ≤ 0,05). 
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tratamiento y a día 4 aumenta significativamente su concentración 

respecto a las plantas control. La fructosa y la glucosa son los 

carbohidratos que encontramos en segundo lugar según su 

concentración. Éstos presentan una tendencia similar a lo largo del 

tratamiento. A día 3 del experimento, la perfusión con Asn origina un 

A B 

C D 

E F 

G H 

I J 

Figura 3.3: Efecto de la perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días sobre el contenido en distintos 
carbohidratos en parte aérea (izquierda) y nódulos (derecha) de plantas de G. max inoculadas con 
B. diazoefficiens. Cada punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de 
diferencias significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0,05). 
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incremento significativo de su concentración alrededor del 50% al tercer 

día de perfusión, cantidad que recupera los valores control a las 96 h de 

tratamiento. La rafinosa es el carbohidrato que se presenta de forma 

minoritaria. Durante el tiempo que duró el experimento sólo hubo 

variación a día 4, cuando la concentración de este metabolito superó un 

45% la concentración control. Curiosamente detectamos trazas de 

trehalosa en plantas perfusionadas con Asn, indetectable en las plantas 

control.  

En el nódulo observamos como, a excepción de la fructosa, el 

resto de los carbohidratos analizados presentan la misma tendencia a lo 

largo de nuestro experimento. A las 48 h encontramos un aumento en la 

concentración de azúcares que se incrementan desde un 35% en el caso 

de la glucosa, al 130% de la trehalosa. Durante consecutivos días de 

tratamiento, los valores de carbohidratos son reestablecidos, a excepción 

de la trehalosa, que fluctúa considerablemente a lo largo del tiempo, de 

manera significativa respecto a su control.  

4.5. Niveles de polioles en parte aérea y nódulo 

En el mismo extracto obtenido para el análisis de carbohidratos 

analizamos los polioles tanto en hojas como en nódulos. En la parte aérea 

el inositol se presenta como el mayoritario, seguido de mioinositol y 

sorbitol en menor medida. La perfusión con Asn origina a las 48 h un 

incremento del 93, 36 y 31% de mioinositol, pinitol y sorbitol, 

respectivamente, diferenciándose de los valores control. A las 72 h de 

tratamiento, pinitol y sorbitol sufren una disminución cercana al 30% en 

sus concentraciones, mientras que la cantidad de mioinositol permanece 

en los valores control. Al finalizar el experimento, todos los compuestos 

presentan concentraciones similares a las de las plantas control.  
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En cuanto al análisis de polioles en los nódulos, a diferencia de la 

parte aérea, observamos que el pinitol se presenta como mayoritario, 

seguido de mioinositol y sorbitol. En este caso, la concentración de pinitol 

no varía a lo largo del tiempo. Tanto mioinositol como sorbitol ven 

incrementada su concentración a las 48 h tras la perfusión, con valores 

medios de 62 μg g-1 PSPA frente a los 38 μg g-1 PSPA en situación control 

del mioinositol y 4 μg g-1 PSPA, frente a los 2.31 μg g-1 PSPA de las plantas 

perfusionadas con la solución control en el caso del sorbitol.  

 

 

Figura 3.4: Efecto de la perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días sobre el contenido de 
polioles en pare aérea (A, C y E) y nódulos (B, D y F) de plantas de G. max inoculadas con B. 
diazoefficiens. Cada punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de 
diferencias significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0,05). 

A B 

C D 

E F 
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4.6. Análisis de ácidos orgánicos 

4.6.1. Contenido de ácidos orgánicos en nódulo 

En la tabla 3.2 se recogen las concentraciones de los ácidos 

orgánicos que se vieron afectados durante el tratamiento de perfusión 

realizado. Malato y malonato fueron los compuestos mayoritarios, con 

una media de 12.48 y 11.90 μg g-1 PSN en situación control y 13.82 y 12.96 

μg g-1 PSN en el tratamiento de perfusión, respectivamente. La perfusión 

con Asn hace que los valores medios del malato se vean incrementados, 

con diferencias significativas respecto a su control al tercer día de 

tratamiento, mientras que el malonato incrementa su concentración a las 

48 h de ser perfusionadas las plantas. Entre el resto de ácidos orgánicos 

estudiados que se ven afectados por el tratamiento con Asn están el 

oxalato y el lactato, con concentraciones minoritarias y un promedio de 

0.85 y 0.45 μg g-1 PSN, respectivamente, a lo largo del experimento. El 

oxalato muestra una tendencia similar al malonato, incrementando su 

concentración un 36% a día 2 de tratamiento, mientras que el lactato 

Tabla 3.2. Contenido en ácidos orgánicos μg g-1 PSN en nódulos de plantas de G. max 
inoculadas con B. diazoefficiens y perfusionadas con una solución 2 mM de Asn durante 4 
días. Cada punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias 
significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 

 
  Malato Malonato Oxalato Lactato 

C
o

n
tr

o
l 

T0 14.17 ± 0.44 11.54 ± 0.34 0.77 ± 0.02 0.47 ± 0.04 

48 h 13.15 ± 1.23 12.00 ± 1.21 0.82 ± 0.09 0.37 ± 0.06 

72 h 12.15 ± 1.11 13.08 ± 1.07 0.84 ± 0.07 0.59 ± 0.05 

96 h 10.43 ± 0.59 10.97 ± 0.62 0.79 ± 0.05 0.39 ± 0.03 

A
sn

 2
 m

M
 T0 14.17 ± 0.44 11.54 ± 0.34 0.77 ± 0.02 0.47 ± 0.04 

48 h 13.89 ± 1.11 14.72 ± 0.49* 1.11 ± 0.04* 0.39 ± 0.07 

72 h 12.88 ± 0.49 12.57 ± 0.31 0.73 ± 0.02 0.44 ± 0.07* 

96 h 14.35 ± 1.87* 13.00 ± 0.96 0.93 ± 0.11 0.50 ± 0.02* 
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disminuye al tercer día y supera en un 30% los valores control al finalizar 

el tratamiento.  

4.6.2. Contenido de ácidos orgánicos en parte aérea 

En la tabla 3.3 se recogen los datos de las concentraciones de 

ácidos orgánicos que sufrieron modificaciones con el tratamiento de 

perfusión foliar en la parte aérea. En este órgano, el ácido orgánico 

mayoritario fue el malonato con concentraciones en torno a 10 μg g-1 

PSPA. La perfusión con Asn hace que sus valores medios varíen a lo largo 

del tiempo, disminuyendo su concentración a los 3 días de tratamiento y 

superando al control en un 30% al finalizar el estudio. El malato aparece 

como el segundo compuesto mayoritario de este grupo, sufriendo un 

incremento desde el primer día de tratamiento con Asn y triplicando los 

valores control al cuarto día de ser perfusionadas las plantas. 

 

 

 

Tabla 3.3. Efecto de la perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días sobre el contenido en ácidos 
orgánicos (mg g PSPA-1) en parte aérea de plantas de G. max inoculadas con B. diazoefficiens. Cada 
punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas 
con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 

 
  

Malonato Malato Citrato Succinato 
α-ceto 

glutarato 

C
o

n
tr

o
l 

T0 15.87 ±0.79  1.70 ± 0.19 1.05 ± 0.12 0.15 ± 0.02 0.15 ± 0.02 

48 h 8.88 ± 0.94 2.48 ± 0.21 0.91 ± 0.04 0.22 ± 0.01 0.17 ± 0.01 

72 h 10.39 ± 0.56 1.58 ± 0.17 1.84 ± 0.37 0.12 ± 0.01 0.12 ± 0.01 

96 h 6.39 ± 0.62 1.98 ± 0.13 1.17 ± 0.10 0.14 ± 0.02 0.26 ± 0.03 

A
sn

 2
 m

M
 T0 15.87 ±0.79  1.70 ± 0.19 1.05 ± 0.12 0.15 ± 0.02 0.15 ± 0.02 

48 h 7.73 ± 0.33 2.81 ± 0.15 2.48 ± 0.13* 0.13 ± 0.01* 0.41 ± 0.02* 

72 h 7.86 ± 0.51* 2.50 ± 0.17* 1.35 ± 0.12 0.13 ± 0.01 0.20 ± 0.01 

96 h 8.40 ± 0.37* 5.68 ± 1.15* 2.32 ± 0.18* 0.25 ± 0.01* 0.19 ± 0.02 
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4.7. Contenido de ureidos en parte aérea y nódulo 

El análisis del contenido en ureidos totales (ácido alantoico y 

alantoína) en parte aérea y nódulos se refleja en la figura 3.5. En nódulos 

de plantas tratadas con Asn observamos un descenso de la concentración 

con valores de 0.35 ± 0.04 μg g-1 PSN frente a los 0.60 ± 0.04 μg g-1 PSN de 

su respectivo control.  

En la parte aérea, el tratamiento de perfusión hizo que la 

concentración de ureidos fluctuase a lo largo de nuestro experimento, 

disminuyendo en relación a las plantas control a día 2 y 4 de tratamiento 

con descensos del 53 y 65% respectivamente.  

 

4.8. Carga nitrogenada de parte aérea y nódulo 

El análisis de la carga nitrogenada muestra como la aplicación de 

una solución 2 mM de Asn vía alimentación por peciolo mejora la carga 

nitrogenada de parte aérea en un 90% a las 48 h de tratamiento, valor 

que disminuye a las 72 h cuando la diferencia es del 30% respecto a su 

Figura 3.5: Contenido total de ureidos (ácido alantoico y alantoína) en hojas (A) y nódulos (B) de plantas de G. 
max inoculadas con B. diazoefficiens perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días. Cada punto representa la 
media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con respecto al control se denota 
con un asterisco (p ≤ 0,05).  

A B 
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control (Figura 3.5, A). Sin embargo, en el análisis de carga nitrogenada 

de la fracción nodular no existen diferencias significativas (Figura 3.3, B). 

  

4.9. Contenido de aminoácidos 

4.9.1. Aminoácidos detectados en nódulo 

La tabla 3.4 recoge los valores medios del perfil de aminoácidos 

que presentaron variaciones a lo largo del cultivo en los nódulos. De los 11 

compuestos, todos sufrieron un incremento en la concentración causado 

por el proceso de perfusión, exceptuando el contenido de Asn, que fue 

menor que los valores control a las 48 h de inicio del tratamiento, e His 

cuya cantidad se vio afectada negativamente pasadas 96 h del inicio de la 

perfusión. Aminoácidos como Asp, Tyr, Phe, Ile y Leu vieron 

incrementadas sus concentraciones de forma significativa respecto al 

control en todos los días analizados. 
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Figura 3.6: Carga de nitrógeno en parte aérea (A) y nódulo (B) de plantas de G. max inoculadas con B. 
diazoefficiens sometidas a perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días. Cada punto representa la media 
de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con respecto al control se denota 
con un asterisco (p ≤ 0.05). 
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Tabla 3.4. Contenido en aminoácidos (mg g PSN-1) de nódulos de plantas de G. max inoculadas con B. 
diazoefficiens sometidas a perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días. Cada punto representa la 
media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con respecto al control se 
denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 

  ASN ASP HIS THR TYR TRP 

C
o

n
tr

o
l 

T0 37.54 ± 2.96 10.31 ±0.48 2.43 ± 0.12 1.98 ± 0.08 1.66 ± 0.10 1.47 ± 0.11 

48 h 64.01 ± 4.87 8.31 ± 0.32 2.87 ± 0.32 2.39 ± 0.16 2.50 ± 0.13 1.95 ± 0.11 

72 h 64.12 ± 4.68 5.61 ± 0.53 2.64 ± 0.38 1.84 ± 0.17 2.10 ± 0.26 1.74 ± 0.25 

96 h 96.11 ± 9.90 4.65 ± 0.63 3.83 ± 0.75 2.78 ± 0.24 2.59 ± 0.21 1.58 ± 0.04 

A
sn

 2
 m

M
 

T0 37.54 ± 2.96 10.31 ±0.48 2.43 ± 0.12 1.98 ± 0.08 1.66 ± 0.10 1.47 ± 0.11 

48 h 24.86 ± 1.75* 11.67 ± 0.33* 2.05 ± 0.11 1.75 ± 0.03 4.46 ± 0.12* 4.02 ± 0.17* 

72 h 59.78 ± 5.52 6.81 ± 0.53* 2.32 ± 0.13 2.17 ± 0.19 3.00 ± 0.13* 2.09 ± 0.20 

96 h 98.15 ± 11.80 7.20 ± 0.67* 4.30 ± 0.18* 3.17 ± 0.25* 4.36 ± 1.07* 2.20 ± 0.19 

 PHE ARG VAL ILE LEU Total 

C
o

n
tr

o
l 

T0 1.04 ± 0.05 2.09 ± 0.16 1.39 ± 0.06 0.86 ± 0.04 0.64 ± 0.05 113.24 ± 4.63 

48 h 1.56 ± 0.09 1.40 ± 0.09 1.26 ± 0.05 0.75 ± 0.03 0.62 ± 0.04 140.28 ± 7.11 

72 h 1.72 ± 0.11 1.23 ± 0.06 1.24 ± 0.07 0.68 ± 0.07 0.57 ± 0.06 128.22 ± 7.57 

96 h 2.22 ± 0.20 1.04 ± 0.06 1.41 ± 0.09 0.81 ± 0.07 0.61 ± 0.06 165.86 ± 12.28 

A
sn

 2
 m

M
 

T0 1.04 ± 0.05 2.09 ± 0.16 1.39 ± 0.06 0.86 ± 0.04 0.64 ± 0.05 113.24 ± 4.63 

48 h 4.03 ± 0.21* 1.51 ± 0.03* 1.80 ± 0.06* 1.27 ± 0.03* 1.05 ± 0.07* 112.42 ± 1.18* 

72 h 2.58 ± 0.10* 1.18 ± 0.02 1.39 ± 0.04 0.88 ± 0.03* 0.69 ± 0.01* 133.27 ± 5.27 

96 h 3.72 ± 0.66* 1.22 ± 0.01* 1.61 ± 0.15 0.91 ± 0.09* 0.82 ± 0.07* 179.59 ± 19.35 
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4.9.2. Aminoácidos detectados en parte aérea 

El análisis de los aminoácidos de la parte aérea que sufrieron 

alteraciones en su concentración tras la perfusión con Asn 2 mM se 

recoge en la tabla 3.5. La práctica totalidad de los aminoácidos estudiados 

sufrieron un aumento de sus concentraciones al inicio del tratamiento, a 

excepción de la Asn, que disminuye a las 48 h sin diferencias significativas 

respecto a su control. La Pro también sufre una disminución a las 72 h de 

la perfusión sin variaciones en los días restantes. Observamos como las 

concentraciones de Glu, Phe, Asp, Val, GABA y Thr son mayores que los 

valores control en todos los días muestreados. Leu, His, Tyr y Asn 

incrementan su concentración sólo en los muestreos a 72 y 96 h. 

  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabla 3.5. Efecto de la perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días sobre el contenido en aminoácidos (mg g PSPA-1) en parte aérea de 
plantas de G. max inoculadas con B. diazoefficiens. Cada punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias 
significativas con respecto al control se denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 

 

  GLU GABA ALA ASN PHE GLN TRP THR 

C
o

n
tr

o
l 

T0 1.90 ± 0.30 0.55 ± 0.07 0.77 ± 0.08 0.86 ± 0.03 0.43 ± 0.08 0.30 ± 0.02 0.56 ± 0.03 0.24 ± 0.04 

48 h 1.78 ± 0.16 1.58 ± 0.23 1.11 ± 0.15 0.94 ± 0.10 0.55 ± 0.03 0.54 ± 0.05 0.29 ± 0.01 0.38 ± 0.02 

72 h 2.34 ± 0.31 0.58 ± 0.10 0.90 ± 0.13 0.41 ± 0.05 0.91 ± 0.09 0.49 ± 0.04 0.44 ± 0.07 0.40 ± 0.02 

96 h 1.28 ± 0.05 1.77 ± 0.09 1.14 ± 0.03 1.36 ± 0.25 0.75 ± 0.05 0.34 ± 0.03 0.27 ± 0.05 0.50 ± 0.03 

A
sn

 2
 m

M
 T0 1.90 ± 0.30 0.55 ± 0.07 0.77 ± 0.08 0.86 ± 0.03 0.43 ± 0.08 0.30 ± 0.02 0.56 ± 0.03 0.24 ± 0.04 

48 h 3.27 ± 0.15* 2.05 ± 0.09* 2.37 ± 0.11* 0.72 ± 0.03 0.07 ± 0.00* 2.69 ± 0.12* 0.20 ± 0.01 0.63 ± 0.03* 

72 h 3.00 ± 0.20* 0.73 ± 0.04 0.82 ± 0.05 3.16 ± 0.43* 1.18 ± 0.15* 0.58 ± 0.06 0.30 ± 0.03* 0.58 ± 0.03* 

96 h 1.54 ± 0.06 2.22 ± 0.27* 1.11 ± 0.10 3.60 ± 0.14* 1.10 ± 0.11* 0.94 ± 0.04* 0.30 ± 0.09 0.52 ± 0.04 



 

 
 

 

 

 

 

Tabla 3.5 (continuación). Efecto de la perfusión con 2 mM de Asn 15N durante 4 días sobre el contenido en aminoácidos (mg g PSPA-1) en parte aérea de plantas de G. 
max inoculadas con B. diazoefficiens. Cada punto representa la media de 8 réplicas biológicas + EE. La existencia de diferencias significativas con respecto al control se 
denota con un asterisco (p ≤ 0.05). 
 

  ASP PRO VAL TYR ILE LEU HIS Total 

C
o

n
tr

o
l 

T0 0.26 ± 0.04 0.15 ± 0.01 0.06 ± 0.00 0.05 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.02 ± 0.00 5.73 ± 0.57 

48 h 0.38 ± 0.06 0.13 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.08 ± 0.00 0.07 ± 0.00 0.05 ± 0.00 7.81 ± 0.60 

72 h 0.26 ± 0.06 0.16 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.16 ± 0.03 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.00 0.05 ± 0.01 7.97 ± 0.31 

96 h 0.12 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.10 ± 0.00 0.08 ± 0.01 7.63 ± 0.23 

A
sn

 2
 m

M
 T0 0.26 ± 0.04 0.15 ± 0.01 0.06 ± 0.00 0.05 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.02 ± 0.00 5.73 ± 0.57 

48 h 1.82 ± 0.08* 0.20 ± 0.03* 0.20 ± 0.01* 0.06 ± 0.00 0.13 ± 0.01 0.06 ± 0.00 0.05 ± 0.00 14.45 ± 0.65* 

72 h 0.78 ± 0.04* 0.11 ± 0.43 0.16 ± 0.03* 0.36 ± 0.05* 0.14 ± 0.03 0.17 ± 0.03* 0.09 ± 0.01* 10.21 ± 0.74* 

96 h 0.48 ± 0.09* 0.12 ± 0.14 0.27 ± 0.01* 0.44 ± 0.03* 0.21 ± 0.06* 0.24 ± 0.04* 0.23 ± 0.02* 10.92 ± 0.77* 
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5. DISCUSIÓN 

Efecto de la alimentación por peciolo sobre la FBN 

Estudios anteriores han informado que suplementando la solución 

nutritiva de plantas de soja con concentraciones menores de 2 mM de Asn 

se promovía la biomasa de nódulos, así como su actividad fijadora, 

seguramente por el mejorado estado nitrogenado de la planta hospedadora. 

Por otro lado, cuando las plantas eran suplementadas con concentraciones 

superiores del mismo aminoácido (3-10 mM) el efecto provocado era el 

contrario, mostrándose una reducción en la biomasa nodular y la inhibición 

parcial o completa de la FBN (Serraj et al., 1999b; Vadez et al., 2000).  

En nuestro estudio, buscamos una concentración que inhibiese 

temporalmente la FBN, permitiendo la recuperación de la actividad fijadora, 

con el fin de dilucidar qué compuestos variaban en ese periodo de tiempo. 

La aplicación de una concentración de Asn marcada 2 mM vía alimentación 

por peciolo en plantas de soja noduladas hizo que la FBN disminuyera un 30% 

respecto a la tasa de fijación de las plantas control (figura 3.1) a las 48 h de 

tratamiento, dato acorde con los estudios previos. Dado que la FBN se 

recuperó progresivamente en días posteriores, nos centramos en analizar los 

cambios metabólicos que ocasionaba nuestro tratamiento a las 48 h de su 

imposición.  

Observamos como la perfusión con Asn 2 mM hizo que el estado 

nitrogenado de la planta mejorase sin repercusiones en la carga de N de 

nódulos (Figura 3.5, B). Como era de esperar, debido en gran parte a la corta 

duración de nuestro experimento, la mejora en la carga nitrogenada no 

supuso un aumento en la biomasa vegetal (Tabla 3.1) tal como encuentran 
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Sulieman et al. (Sulieman et al., 2014) en plantas de M. truncatula 

suplementadas con nitrato. 

El análisis isotópico del N reveló que, a las 48 h de tratamiento, el 

91% del N suplementado se distribuía en la parte aérea, translocándose a los 

nódulos un 9%. Este aporte de N a la biomasa nodular fue disminuyendo en 

los días posteriores (5% y 7% a 72 y 96 horas, respectivamente). Plantas de 

soja suplementadas con diferentes fuentes de N marcadas, muestran una 

distribución de 15N mayoritaria en parte aérea, y solo un 1.5 – 3.0% de 15N en 

nódulos (Yamashita et al., 2019).  

Efecto de la alimentación por peciolo sobre la concentración de 

compuestos nitrogenados en parte aérea y nódulos 

Serraj et al. (1999b) comprueban que la perfusión de tallos de soja 

con ureidos y su adición en la solución nutritiva de las plantas ocasionaba una 

disminución en la FBN, no observando un incremento de estos compuestos 

en los nódulos, pero sí en la parte aérea. Diferente era el caso de las mismas 

plantas sometidas a sequía donde la acumulación de ureidos en el nódulo 

está correlacionado con la reducción de la actividad fijadora del nódulo 

(Serraj et al., 1999b; Ladrera et al., 2007). En nuestro experimento el aporte 

extra de Asn a la parte aérea origina una acumulación no significativa de 

ureidos (figura 3.5) en los nódulos radiculares tras 2 días de tratamiento que 

coincide con un menor transporte de éstos a la planta. Por ello asumimos 

que la reducción de la FBN observada a las 48 h de exposición a la solución 

con Asn no parece deberse a una acumulación de estos compuestos a nivel 

de parte aérea o nódulos en condiciones de plena disponibilidad hídrica. 

Experimentos previos de suplementación con Asn en la solución 

nutritiva de plantas de soja mostraban una menor tasa fijadora de los 
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nódulos, acompañada de un incremento de la concentración foliar y nodular 

de Asn (Vadez et al., 2000). En nuestro análisis del perfil aminoacídico de 

hojas (tabla 3.5) de plantas perfusionadas con Asn, este compuesto 

curiosamente no mostró un aumento en su concentración a día 2 de 

tratamiento. En cambio, glutamato, glutamina y aspartato aumentan 

bruscamente (1.8, 5 y 4.7 veces los valores control, respectivamente). Es 

lógico pensar que, tal como observaron Atkins et al. (1983) en altramuz, la 

asparagina suministrada vía foliar se esté descomponiendo por acción de la 

enzima asparaginasa en aspartato y NH4
+, y este último rápidamente 

incorporado a glutamato/glutamina en el proceso de asimilación de N en 

hojas. En plantas de soja suplementadas con nitrato se observa un 

incremento en la concentración de Asp en el floema, junto a una disminución 

en Asn (Lima y Sodek, 2003). En nuestro experimento la concentración de 

Asp nodular se ve aumentada un 40% sobre los valores control a 48 h de 

tratamiento de perfusión y coincidiendo con un descenso en la FBN. En el 

ciclo de aminoácidos del bacteroide propuesto por Lodwig et al. (2003), la 

planta suministra Glu a los bacteroides que será metabolizado a Asp o Ala a 

partir de OAA, siendo reciclados al citosol vegetal. Al no existir variaciones en 

la concentración de Glu nodular cabría pensar que este aumento de Asp se 

deba a un aporte de la planta cuando las concentraciones son elevadas. 

Similar respuesta obtienen Yamashita et al. (2019) al suplementar plantas de 

soja noduladas con diferentes fuentes de nitrógeno, denotando una 

alteración al alza del Asp nodular. 

La limitación de los bacteroides para asimilar el NH4
+ fijado mediante 

el proceso de FBN los hace dependientes de la planta para la obtención de 

otras formas nitrogenadas. La pérdida de la facultad para producir 

aminoácidos ramificados por parte del bacteroide fue denominada 

auxotrofía simbiótica y ocasiona una total dependencia de la planta para la 
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obtención de aminoácidos como leucina, isoleucina y valina (Prell et al., 

2009).  En nuestro experimento la aplicación vía peciolo de Asn hace que se 

incremente la concentración de estos aminoácidos un 44% en parte aérea a 

las 48 h de tratamiento ocasionando un mayor aporte de los mismos al 

nódulo donde observamos un aumento de la concentración total de estos 

aminoácidos un 56% superior a la detectada en nódulos de plantas control 

(Tabla 3.4) y que disminuye en días posteriores (10 y 15% a las 72 y 96 h 

respectivamente). Este incremento de aminoácidos a las 48 h coincide con el 

descenso de la actividad fijadora de los nódulos. En este punto el pool de 

aminoácidos aromáticos nodulares también se ve fuertemente 

incrementado con valores que superan los control un 78, 106 y 158% para 

tirosina, triptófano y fenilalanina, respectivamente. 

Mientras que el tratamiento de perfusión con Asn origina un 

desequilibrio en el pool total de aminoácidos de la parte aérea, más acusado 

a las 48 h de tratamiento, cuando el pool en nódulos se ve disminuido. El 

descenso de la actividad fijadora nodular podría ser un mecanismo 

regulatorio del N global del sistema cuando los requerimientos en N de la 

planta están cubiertos. El aporte extra de aminoácidos ramificados al nódulo 

y el incremento en la síntesis de aminoácidos aromáticos, podrían ser el 

detonante que provoca la inhibición de la FBN. 

 

Efecto de la alimentación por peciolo sobre la concentración de 

carbohidratos 

El incremento en N de la planta hace que se aumenten las 

concentraciones de fotoasimilados en las hojas (Figura 3.3), sin un aumento 

significativo en la cantidad de clorofilas de las hojas (Tabla 3.1). Estos 
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metabolitos carbonados son transportados al nódulo, donde observamos 

una acumulación de sacarosa 2.3 veces mayor que la control que coincide 

con la bajada de la actividad fijadora de nódulos. González et al. (2001) 

demuestran que la alteración de la actividad o expresión de enzimas claves 

como la SS o la PEPC son fundamentales para la FBN, por lo que puede que 

la degradación de sacarosa se haya visto interrumpida por nuestro 

tratamiento. No obstante, esto se reflejaría en la reducción de la 

concentración de malato (Tabla 3.2), principal ácido dicarboxílico utilizado 

por los bacteroides para su respiración, cosa que no ocurre en nuestro 

experimento, donde la cantidad de malato nodular parece invariable en los 

primeros días de tratamiento. 

Encontramos una alta concentración de trehalosa en nódulos de 

plantas perfusionadas con Asn y trazas de este carbohidrato bacteroidal en 

los análisis de hojas. Este compuesto es sintetizado por los bacteroides a 

partir de la glucosa y su acumulación se ha comprobado en nódulos de 

plantas sometidas a diferentes estreses abióticos (López et al., 2006; Asaf et 

al., 2017). La llegada de una mayor cantidad de fotosintatos desde la planta 

al bacteroide podría causar el incremento de este metabolito a nivel nodular.  

A las 48 h de tratamiento con Asn se provoca una acumulación de 

rafinosa a nivel nodular. Este compuesto se mantiene estable en la parte 

aérea y está relacionado con situaciones estresantes (Larrainzar et al., 2009; 

Echeverria et al., 2021). Sengupta et al. (2015) consideran a la rafinosa como 

una molécula de almacenamiento y transporte de C y la relacionan con la 

transducción de señales en la planta. La acumulación de esta sustancia a nivel 

nodular también es coincidente con el descenso de la FBN encontrado. 
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6. CONCLUSIONES 

- Nuestros datos validan la hipótesis de una inhibición de 

la FBN por feedback mediada por compuestos 

nitrogenados en nódulos de plantas de soja. 

- La aplicación de 2 mM vía alimentación por peciolo en 

plantas de soja se traduce en un aumento de los 

aminoácidos libres totales en parte aérea y a una mejora 

en el estado nitrogenado de la planta.  

- En nódulos de plantas de soja la suplementación con Asn 

de la parte aérea conlleva a las 48 h a una acumulación 

de aminoácidos aromáticos y ramificados, coincidente 

con un descenso en la actividad fijadora de N.   

- El tratamiento de perfusión foliar incrementa el 

transporte de fotoasimilados de la planta al nódulo a las 

48 h.  
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- La acumulación de prolina en estados de sequía moderada y 

severa, así como su disminución cuando las condiciones de 

riego son óptimas, sugiere una implicación de este compuesto 

como regulador de la homeostasis celular de nódulos en 

condiciones de estrés.  

- Tras los resultados obtenidos en este trabajo, no podemos 

afirmar que la acumulación de trehalosa ofrezca una mayor 

tolerancia al estrés, aunque sí está relacionada con los efectos 

de la sequía, ya que la recuperación de las plantas genera una 

disminución de este metabolito a nivel de nódulo. 

- La mayor producción de PAs en la cepa CFNX713 de R. etli, con 

respecto a su cepa parental parece estar implicada en una 

mejor tolerancia al estrés. 

- En condiciones de estrés hídrico predomina la oxidación de PAs 

frente a la conjugación en los nódulos. Esto sugiere que el H2O2 

derivado del catabolismo de PAs puede desempeñar un papel 

señalizador clave en el mantenimiento de la homeostasis de 

ROS. 

- La sobreexpresión del gen MtVTC2 produce un aumento en la 

síntesis de AsA de plantas de M. truncatula. 

- A pesar de tener incrementada la capacidad antioxidante, 

tanto el crecimiento como las respuestas fisiológicas 

observadas en las líneas de plantas oxVTC2 no se traducen en 

una mayor tolerancia a los niveles de estrés hídrico.  
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- La sobreexpresión de MtVTC2 en plantas de M. truncatula no 

afecta a la colonización bacteriana de los nódulos formados en 

simbiosis con E. meliloti. 

- La actividad fijadora de nódulos en la simbiosis M. truncatula- 

E. meliloti, bajo condiciones control y en condición de déficit 

hídrico, no se ve mejorada con la sobreexpresión del gen 

MtVTC2.  

- Nuestros datos validan la hipótesis de una inhibición de la FBN 

por feedback mediada por compuestos nitrogenados en 

nódulos de plantas de soja. 

- El tratamiento de perfusión foliar incrementa el transporte de 

fotoasimilados de la planta al nódulo a las 48 h.  

- La aplicación de 2 mM vía alimentación por peciolo en plantas 

de soja se traduce en un aumento de los aminoácidos libres 

totales en parte aérea y a una mejora en el estado nitrogenado 

de la planta.  

- En nódulos de plantas de soja la suplementación con Asn de la 

parte aérea conlleva a las 48 h a una acumulación de 

aminoácidos aromáticos y ramificados, coincidente con un 

descenso en la actividad fijadora de N.  
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