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INFLUENCIA DE LA SEQUIA SOBRE EL METABOLISMO
DEL NITROGENO FIJADO DURANTE LA SIMBIOSIS

Bradyrhizobium-SOYA

J. A. Freixas®, Inés M. Reynaldo y Maria C. Napoles

ABSTRACT. Soybean (Glycine max L. Merr.) establishes
symbiosiswith N -fixing bacteriaof the Rhizobiagroup, such
as Bradyrhizobium sp. Specific molecules secreted by
Bradyrhizobium, named nodulation factors, play apivotal role
in the development of root nodule. Inside nodules, rhizobia
are differentiated into bacteroids, which reduce atmospheric
nitrogen into ammonia. Themgjor part of anmoniaisassimilated
into glutamine, which participatesindirectly in nodule ureide
synthesis. Among the leguminous family, soybean is one of
the most sensitive to drought stress, which leads to a
significant decreasein the biological nitrogen fixation (BNF).
Drought-sensitive soybean genotypes accumulate ureides
during drought stress; however, drought-tolerant genotypes
have lower shoot ureide concentrations, which seem to
alleviate drought stress on BNF. Researches based on new
tools to increase BNF have been a priority during the last
decade. Manganese fertilization under moderate drought
conditionsincreasesthe catabolism of ureidesand N fixation
in soybean. The enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
(ACC) deaminasein RhizobiumcleavesACC, theimmediate
precursor of ethylenein plants, decreasing theinhibitory effect
of ethylene on nodulation. Induction of nodulation genesin
Bradyr hizobium has positive effects on soybean growth under
moderate drought stress. The aim of thisreview isfocused to
enclose new molecular targets that allow improving BFN in
soybean under drought stress conditions.

Key words:  soybeans, Bradyrhizobium, drought stress,
nodulation, enzymes, nitrogenase, ureides
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RESUMEN. Lasoya(GlycinemaxL. Merr.) establecesmbiosis
con bacterias fijadoras del nitrégeno de la familia de los
rizobios; especificamente con bacterias del género
Bradyr hizobium. L os rizobi os secretan mol écul as especificas
denominadas factores Nod, que juegan un papel importante
enel desarrollo del nédulo radicular. En €l nddulo, losrizobios
son diferenciados en bacteroides, donde ocurre la fijacion
biolégicadel nitrégeno (BNF) y se produce amonio. Lamayor
parte del amonio es asimilado en glutamina, que participa
indirectamente en lasintesis de ureidos. La soyase considera
una de las plantas leguminosas més sensibles a estrés por
sequia, con una disminucion significativa en la BNF. Los
ureidos se acumulan en plantas de soya sensibles ala sequia
durante el déficit hidrico, mientras que las plantas tolerantes
presentan bajas concentraciones de ureidos que pueden
reducir € estrés sobrelaBNF. Sehanrealizado investigaciones
dirigidas aincrementar la BNF en condiciones de estrés por
sequia. Lafertilizaci n con manganeso en condicionesmoderadas
dedéficit hidrico incrementaladegradacién delosureidosy la
BNF. Laenzima ACC desaminasa en |os rizobios degrada el
ACC, precursor inmediato dd etileno enlasplantas, y disminuye
los efectosinhibitoriosde etileno enlanodulacion. Lainduccion
de los genes de la nodulacién en Bradyrhizobium sp. ha
mostrado efectos positivos en el crecimiento de la soya en
condiciones moderadas de sequia. El objetivo de estarevision
bibliografica esta dirigido a relacionar nuevos blancos
moleculares que permitan incrementar |a BNF en condiciones
de estrés por sequia.

Palabras clave: soya, Bradyrhizobium, estrés de sequia,
nodulacion, enzimas, nitrogenasa, ureidos
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Acido abscisico (ABA; del inglés abscissic
acid), fijacion biol6gica del nitrégeno (BNF,
del inglés Biological Nitrogen Fixation),
1-Aminociclopropano-1-Acido Carboxilico
(ACC, del inglés 1-Aminocyclopropane-1-
Carboxylate), factores de la nodulacion (fac-
tores Nod), DM13 (del inglés Doesn't Make
Infection), Glutamina Sintetasa (GS),
Glutamato Sintasa (GOGAT, del inglés
Glutamine Oxoglutarate Aminotransferase),
Isoforma Citosdlica de la Enzima Glutamina
Sintetasa (GS1), Glutamato Deshidrogenasa
(GDH), Trifosfato de Adenosina (ATP, del
inglés Adenosine Triphosphate) y Difosfato
de Adenosina (ADP, del inglés Adenosine
Diphosphate).
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La interaccion simbidtica entre
las bacterias fijadoras de nitr6geno
y las plantas leguminosas se establece
a través de un intenso intercambio
de sefiales entre ambos simbiontes,
donde se destaca la liberacion de
compuestos isoflavonoides por la
raiz, que inducen la sintesis de los
factores de la nodulacion en la
bacteria (1, 2). Como resultado tiene
lugar en la raiz la formacién del
nddulo especializado, que garantiza
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la reduccion del nitrégeno atmosférico
através de la enzima nitrogenasa y
el suministro adecuado de amonio a
la planta en forma de ureidos y
amidas (1, 3). La fijacién biolégica
del nitrégeno en la soya es un proceso
metabdlico altamente sensible al
estrés por déficit hidrico (3). Por tanto,
un aumento en la fijacién bioldgica
del nitrégeno, en estas condiciones
de estrés, podria constituir un
indicativo de tolerancia a la sequia.

Hay adaptaciones en genotipos
de soya tolerantes a la sequia, que
permiten un mayor catabolismo de
los ureidos en presencia de manganeso
(3, 4). La acumulacién de estos
compuestos nitrogenados en condi-
ciones de déficit hidrico tiene lugar
en las hojas y los nddulos, y constituyen
los principales inhibidores de la fijacion
biolégica del nitrégeno (3). Se ha
demostrado que los factores de la
nodulacién pueden inducir tolerancia
al estrés en condiciones moderadas
de déficit hidrico (5, 6). Otras investi-
gaciones apuntan a la presencia de
mecanismos en los rizobios, que
disminuyen los efectos inhibitorios
del etileno en la nodulacién (7, 8).

En los ultimos afios, ha tenido
prioridad la busqueda de nuevas
herramientas moleculares, que
permitan estudiar la tolerancia al
estrés por déficit hidrico. El objetivo
de este trabajo consiste en relacionar
los posibles mecanismos de induccion
de tolerancia al estrés por sequia,
con el incremento de la fijacién
bioldgica del nitrégeno en variedades
de soya.

RELACION SIMBIOTICA
Bradyrhizobium-SOYA

La soya (Glycine max L. Merr.)
se incluye dentro de la familia de las
Fabaceae y es capaz de establecer
simbiosis con bacterias fijadoras del
nitrégeno de la familia de los rizobios
(9, 10). Durante el crecimiento de la
soya, los rizobios son capaces de
detectar isoflavonas secretadas por
la raiz de la planta, las cuales inducen
los genes de la nodulacién en la
bacteria (9, 11, 12). Los genes de la
nodulacién codifican aproximada-

mente 25 proteinas requeridas para
la sintesis y secrecién de los factores
de la nodulacién (1). La estructura
bésica de los factores Nod en dife-
rentes especies de rizobios es muy
similar. En general, consiste en un
esqueleto de &-1,4-N-acetil-D-
glucosamina con 4 6 5 residuos, en
los cuales el extremo no reductor es
sustituido en el carbono 2 por una
cadenaacilada (10, 12). Endependencia
de la especie de rizobio, la estructura
de la cadena acilada puede variar y
también las sustituciones tanto en
el extremo reductor como en el no
reductor de lamolécula (11, 13).

Los factores Nod inducen
respuestas en las plantas a con-
centraciones picomolares (14). Portanto,
se considera que estas moléculas
sean reconocidas por receptores de
alta afinidad (12, 14, 15). La primera
respuesta que se ejecuta, cuando se
unen los factores Nod a sus receptores,
se basa en la apertura de canales
de calcio, que permiten la entrada del
calcio al medio interno celular,
provocando la despolarizacion de la
membrana citoplasmatica (16). El
papel preciso de estas oscilaciones
iGnicas no ha sido demostrado, pero
ha sido til para dilucidar la funcién
fisiologica de los factores Nod en
leguminosas como la soya (14, 17).
Estudios bioquimicos demuestran
que luego de la percepcion de los
factores Nod, se inducen vias de
sefalizacion mediadas por proteinas G
y sefiales de naturaleza lipidica, cuya
respuesta se ejecuta en el nlcleo y
se traduce en la formacion del nédulo
radicular (10, 16).

Las bacterias del género
Bradyrhizobium inducen la
morfogénesis del nédulo en la soya (9).
Paraello, las células bacterianas se
diferencian cuando alcanzan la célula
vegetal hospedera y forman el
bacteroide, que en su conjunto con
la membrana de la célula vegetal dan
lugar al simbiosoma del nédulo (10, 17).
Existen dos clasificaciones para los
nddulos de las leguminosas segln
su crecimiento: determinados e
indeterminados (1). Los nédulos de
la soya se incluyen dentro del grupo
de los determinados, cuya estructura
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ha sido bien caracterizada (18). La
region simbidtica del ndédulo se iden-
tifica facilmente por el color rojo de
una proteina especifica denominada
leghemoglobina (Lb) (19). Su funcién
principal se basa en la unién al oxigeno
para formar un complejo, que dismi-
nuye la presion parcial de este gas
alrededor de la enzima nitrogenasa
(18). Esta enzima es la responsable
de lafijacion biolégica del nitrégeno
y se desnaturaliza irreversiblemente
por el oxigeno. Por tanto, la proteina
Lb garantiza el 6ptimo funcionamiento
de la enzima nitrogenasa (20).

La interaccion simbidtica
Bradyrhizobium-soya es un proceso
altamente regulado por un mecanismo
inhibitorio, donde el etileno juega un
papel importante. La proteina DMI3,
aunque esta involucrada en la
transduccion de sefales de los fac-
tores Nod, también participa en un
mecanismo de regulacién negativa
en su propia ruta de sefializacion (21).
El etileno presenta efectos negativos
en laformacion del nédulo, reduciendo
totalmente las oscilaciones de calcio
intracelulares (10, 22).

Elgen que codifica parala enzima
l-aminociclopropano-1-4acido
carboxilico oxidasa, la cual cataliza la
conversion del 1-aminociclopropano
-1-acido carboxilico (ACC) en etileno,
se expresa en las células del
periciclo, lo cual sugiere que el etileno
se produce en este tipo de célula (7).
Los mutantes de leguminosas insen-
sibles al etileno presentan un mayor
ndmero de primordios nodulares que
las plantas salvajes (22). Por tanto,
el etileno constituye un inhibidor en
la progresion de la infeccién, deter-
minando el sitio especifico de la raiz
donde se formaria el primordio
nodular (7). La mayoria de estos
efectos se justifican por la capacidad
del etileno de inhibir en la planta la
percepcion de los factores Nod, asi
como la transduccién de sefiales (1).

[]En diversas cepas de rizobios,
se ha demostrado la presencia de
mecanismos que disminuyen los
niveles del etileno liberado por la planta.
El rizobio utiliza el ACC exudado por
la raiz y lo degrada en amonio y
o-cetobutirato por la accién



J. A. Freixas, Inés M. Reynaldo y Maria C. Napoles

enzimética de la ACC desaminasa
(7, 8). La planta contintia exudando
ACC, con el objetivo de equilibrar los
niveles externos e internos de este
metabolito. Esto conlleva al origen de
un gradiente dirigido hacia la degra-
dacién del ACC en el rizobio, que
inhibe la biosintesis del etileno. De
esta forma, disminuyen las concen-
traciones del etileno en la planta,
facilitando la disminucién de sus
efectos inhibitorios sobre la
nodulacion (7, 8).

METABOLISMO
DEL NITROGENO EN LA SOYA

La asimilacion del nitrégeno
inorganico en la soya constituye un
proceso complejo que involucra
rutas metabdlicas bien acopladas y
catalizadas enziméaticamente (20). El
amonio constituye el producto inicial
de laruta, que se obtiene a partir de
la reduccion del nitrégeno atmosférico
catalizada porlaenzimanitrogenasa (23).
También elamonio puede serincorporado
a partir de la reduccién enzimatica
de compuestos nitrogenados
inorganicos absorbidos por la planta (24).

La incorporacién del amonio a
los esqueletos carbonados para dar
lugar a los aminoacidos puede
proceder por dos vias fundamentales
(18): la primera transcurre mediante
las enzimas glutamina sintetasa (GS)
y glutamato sintasa (GOGAT), donde
finalmente se producen dos moléculas
de glutamato y se consume una
molécula de ATP (20, 25), mientras
gue la otra via consiste en la
aminacion reversible del o-cetoglutarato
por la enzima glutamato
deshidrogenasa (GDH), produciéndose
glutamato (24). Aunque la via GS/
GOGAT presenta mayor costo ener-
gético que la via catalizada por la
enzima GDH, la enzima GS presenta
un valor de Kminferior al de la enzima
GDH. Esto sugiere que la via GS/
GOGAT sea preferencial, por permitir
la asimilacion del amonio a concen-
traciones inferiores que los niveles
toxicos para la planta (18, 24).

En la soya, el destino final del
amonio resultante de la simbiosis tiene
lugar en la formacion de ureidos, que

se sintetizan en los nddulos y se
transportan hacia las hojas a través
del xilema (3, 25). En contraste, el
transporte de amonio asimilado a
partir de la absorcidon de nitratos
transcurre en forma de amino&cidos,
fundamentalmente la asparagina.
Este aminoacido se obtiene en las
raices a partir de la accion de las
transaminasas y se transporta hacia
las hojas a través del xilema (23, 25).
La razoén por la cual los nédulos de
la soya sintetizan ureidos mientras
que las raices sintetizan asparagina
no ha sido completamente estudiada.
Aunque pudiera sugerirse la presencia
de un mecanismo de economia
celular, si se compara la estructura
de los ureidos con la asparagina. Los
ureidos presentan cuatro &tomos de
carbonoy cuatro de nitrégeno, lo cual
es mas eficiente para el transporte
de nitrégeno que la asparagina, que
solo presenta dos atomos de nitré-
geno. La gran demanda de fuentes
de carbono, que requieren los
nddulos ante una activa fijacién
biolégica del nitrdgeno, concuerda
con la eficiencia de los ureidos en
transportar un nimero de atomos de
nitrégeno equivalente al nimero de
carbonos de su estructura.
Bioquimica de la fijacién biolégica del
nitrégeno. La enzima nitrogenasa ha
sido aislada y caracterizada a partir
de diferentes bacterias diazotréficas
que incluye al género de los rizobios (1).
Esta enzima es una proteina
dimérica que contiene una subunidad
menor denominada proteina-hierro
(Fe) o dinitrogenasa reductasa. La
proteina-Fe estd compuesta por dos
subunidades idénticas (o,) unidas por
un cluster de [4Fe-4S]y presenta un
sitio de unién a magnesio y ATP en
cada subunidad (26).

Su actividad principal se basa
en la liberacion de electrones a la
subunidad mayor de la nitrogenasa
que es dependiente de molibdeno
(Mo) y se denomina proteina-MoFe
o dinitrogenasa. Esta subunidad
polipeptidica esta formada fundamen-
talmente por un cluster metalico, que
constituye el sitio activo de la
holoenzima (27). De esta forma, la
proteina-MoFe contiene 2 polipéptidos

68

(af) y en su conjunto forman un
dimero (a,8,). Cada subunidad « se
une a un cofactor MoFe y en la
interfase de unidén de la subunidad o
ala 3 se enlaza otro clister metalico
denominado P-cluster [8Fe-7S], que
actia como intermediario en la trans-
ferencia de electrones (26). Investi-
gaciones realizadas en las diferentes
isoenzimas de la nitrogenasa han
permitido dilucidar los componentes
del cluster metalico que conforman
su sitio activo. La composicién del
cluster se basa en [7Fe-9S-1Mo-X-
homocitrato], donde la densidad del
elemento X ha sido correspondida con
la del oxigeno, nitrégeno o carbono.
Aunque el elemento X no ha sido
identificado, se supone que corres-
ponda al nitrégeno, porque constituye
el atomo mas energéticamente favorable
para su fijacién bioldgica (28).

El mecanismo de accién de la
nitrogenasa ha sido bien dilucidado
y el primer paso se basa en la acti-
vacién de la subunidad menor o
proteina-Fe. Esta etapa transcurre
mediante la unién de dos moléculas
de magnesio y ATP a sus sitios
especificos y el cluster [4Fe-4S] en
su estado reducido (2). Posteriormente,
ocurre la unién de la proteina-Fe a
una subunidad aa de la proteina-
MoFe, garantizando la hidrdlisis de
las dos moléculas de ATP. Esta
hidrélisis garantiza la transferencia de
un electrén de la proteina-Fe al
P-cluster de la proteina-MoFe.
Consecutivamente, el electrén es
transferido al cofactor MoFe, el cual
se une al sustrato (N,) para que
finalmente sea reducido a amonio
(NH,") (26).

Posterior a cada evento de trans-
ferencia electrénica, la proteina-Fe se
disocia, intercambia ADP por ATP y
el cluster [4Fe-4S] se disocia por una
pequefiaproteinaque transfiere electrones
(ferredoxina o flavodoxina) a partir de
coenzimas reducidas provenientes
de larespiracion del bacteroide (29, 30).
Este ciclo debe ser cumplido al menos
ocho veces por cada molécula de
dinitrégeno reducida y de dihidrégeno
gue se produce (26).

La estructura cristalogréafica de
la enzima nitrogenasa, aislada a partir
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de diferentes especies de
Rhizobium, ha permitido esclarecer
el mecanismo de reduccion del
nitrégeno atmosférico (20). Asimismo,
se han realizado observaciones rele-
vantes que han permitido definir la
disposicion de las subunidades
proteicas, asi como la localizaciény
el modelo de clusters metalicos que
conforman el sitio activo de esta enzima.
Asimilacion del amonio resultante de
la simbiosis. La mayor parte del
amonio resultante de la fijacion bio-
I6gica del nitrégeno, se incorpora al
citosol de las células vegetales
infectadas con el simbionte mediante
un transportador especifico. Inmedia-
tamente, la isoforma citosélica de la
enzima glutamina sintetasa (GS1)
cataliza la incorporacion del amonio
al glutamato, originandose la
glutamina (31). En plantas leguminosas
se han caracterizado dos isoformas
de la enzima glutamina sintetasa,
pero solo la GS1 esta involucrada en
la asimilaciéon del amonio que se
obtiene a partir de la simbiosis (23,
25, 32). Una pequefia porcién de la
glutamina resultante puede incorpo-
rarse al interior de los plastidios y
por accion de la enzima GOGAT se
transforma en glutamato (2). El
glutamato puede ser reutilizado por
una isoforma de la glutamina
sintetasa identificada en cloroplastos
(GS2) o metabolizarse en varios
aminoacidos por accién de las
transaminasas (32). La mayor parte
de la glutamina sintetizada por la
isoforma GS1, se inserta en la ruta
de sintesis de las bases purinicas
gue conforman la estructura de los
acidos nucleicos (23, 25, 33). Una
pequefia porcion del amonio resultante
de la fijacién biolégica, se inserta a
la ruta GDH o puede utilizarse por la
alanina deshidrogenasa (ADH) (31).

Algunos muestran evidencias
donde la alanina constituye la forma
de transporte del amonio desde el
bacteroide hacia el citosol (34). Sin
embargo, otros sefialan que aunque
el bacteroide puede sintetizar alanina
mediante la enzima ADH (20), el
amonio constituye el mayor compuesto
de exportacion hacia el citosol de las
células vegetales infectadas por el
rizobio.

Los ureidos, fundamentalmente
la alantoina, constituyen la principal
forma de transporte del amonio
resultante de la simbiosis hacia las
hojas de las plantas de soya (25, 35).
La ruta metabdlica que da origen a
los ureidos transcurre a partir de la
degradacion de las bases purinicas
en las células vegetales adyacentes
al simbiosoma (2). Como resultado
de esta via catabolica se obtiene el
acido urico, el cual se transforma en
alantoina por la enzima urato oxidasa
(2, 33, 35).

La alantoina se transporta a través
del xilema hacia las hojas de la soya,
ddnde se almacena en los
peroxisomas y se traslada hacia el
reticulo endoplasmético para su
degradacién (4). El primer paso del
catabolismo de los ureidos comienza
mediante la degradaci6n de la
alantoina en alantoato por la enzima
alantoinasa (36). A continuacion, el
alantoato se degrada por dos vias
principales cuyos productos son
utilizados enla sintesis de proteinas (30).
En una de ellas actua la enzima
alantoato amidinohidrolasa, produ-
ciéndose urea, diéxido de carbono y
amonio. La otra via transcurre
mediante la catdlisis de la alantoato
amidohidrolasa, que utiliza manganeso
como cofactor y se obtiene
ureidoglicolato (30, 36). Evidencias
experimentales sugieren que ambas
rutas de degradacion de los ureidos
estan presentes en el germoplasma
de estaleguminosa (4).

DEFICIT HIDRICO EN SOYA

El déficit hidrico puede provocar
una considerable reduccién del
cultivo de la soya durante los periodos
de crecimiento y desarrollo. Algunas
investigaciones demuestran que la
soya es mas sensible al estrés por
sequia que otras plantas leguminosas
(35). Los principales mecanismos
que utiliza esta planta para contra-
rrestar el estrés por sequia se basan
en cambios en los niveles de prolina
y hormonales (37). Estos dltimos
permiten redirigir el transporte del
acido abscisico (ABA) desde lasraices
hacia las hojas (38), donde inducen
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el cierre estomatico para contrarrestar
el déficit hidrico (37, 39).
Adicionalmente, se conoce que el
estrés por déficit hidrico estimula la
produccion del etileno enlas plantas (40).
Por tanto, la enzima ACC
desaminasa que inhibe la sintesis del
etileno en las raices (7), puede ser
efectiva para disminuir los efectos
inhibitorios de esta hormona sobre
la nodulacién de las plantas de soya
en condiciones de sequia (41).

El cierre estomatico constituye
un mecanismo de adaptacion
morfoldgica, que reduce la transpiracion
y disminuye el flujo de agua desde
las raices hasta las hojas de las plantas
leguminosas sometidas a estrés por
sequia (39). Al disminuir el flujo de
agua por el xilema, disminuye el
suministro de nutrientes hacia las
hojas, que limita la sintesis de
aminoécidosy proteinas (1). Asimismo,
el cierre de los estomas impide la
entrada de diéxido de carbono a las
hojas, lo cual imposibilita el desarrollo
de la fotosintesis (42). Todos estos
cambios morfofisiolégicos que tienen
lugar en la soya, durante el estrés
por sequia, se traducen en un retardo del
crecimientoy desarrollo de la planta (43).

Durante el déficit hidrico, la
enzima sacarosa sintasa constituye
la primera actividad enzimatica que
declina en los nédulos de la soya (30).
La sacarosa constituye la principal
fuente de carbono que transfieren las
hojas hacia los nédulos y se hidroliza
por laaccion enzimética de la sacarosa
sintasa o invertasa alcalina, produ-
ciéndose glucosay fructosa (44). Se
ha demostrado en mutantes de
chicharo (Pisum sativum) deficientes
de la enzima sacarosa sintasa, que
su actividad es esencial para el
funcionamiento del nédulo (30). En
variedades de soya, sensibles y
tolerantes al déficit hidrico, la dismi-
nucién de la actividad sacarosa
sintasa es modulada por modificaciones
postranscripcionales (45). Debido a
esta disminucion de su actividad
catalitica, se acumula sacarosa en
el interior del nédulo, lo que implica
una disminucién en el suministro de
esqueletos carbonados para la
respiracion del bacteroide (30).



J. A. Freixas, Inés M. Reynaldo y Maria C. Napoles

Como resultado de un
enlentecimiento en la respiracion del
bacteroide, el oxigeno no se utilizay
se acumula alrededor de la corteza
nodular. Esto conlleva a una dismi-
nucién de la presién parcial de ese
gas en el interior del bacteroide, porque
se induce unaresistencia al oxigeno
en la barrera que permite su difusion
hacia el interior de las células infec-
tadas (30). Esta disminucién de la
presién parcial de oxigeno podria
proteger a la enzima nitrogenasa,
pero resulta irrelevante porque esta
enzima pierde actividad con el
enlentecimiento de la respiracion del
bacteroide (45). La barrera que limita
la difusién de oxigeno constituye una
estructura altamente organizada por
oclusiones intercelulares y respuestas
osmocontrctiles, localizadas en la
mitad y el interior de la corteza
nodular, respectivamente (18). La
morfologia de esta barrera se modifica
en condiciones de sequia por la
disminucién de la respiracion del
bacteroide, impidiendo la difusién del
oxigeno e inhibiendo indirectamente
la enzima nitrogenasa (44).
Incidencia de la sequia en el
metabolismo del nitrégeno fijado
durante la simbiosis. La sequiay su
relacién con la inhibicién de la fijacion
del nitrégeno limitan el cultivo de la
soya en diversas regiones aridas y
semiaridas del mundo (30). Las
implicaciones relacionadas con los
efectos de la sequia en la fijacion del
nitrégeno se basan en la limitacién
de oxigeno y sustancias carbonadas
al bacteroide y la regulacién negativa
a través del metabolismo del nitrégeno
fijado durante la simbiosis (32, 46).
La inhibicion de la enzima
nitrogenasa, durante el estrés por
sequia, ha sido intensamente estu-
diada. En condiciones normales, la
leghemoglobina garantiza un sumi-
nistro adecuado del oxigeno a los
componentes enzimaticos de la
respiracion del bacteroide, mante-
niendo una baja presion del gas
alrededor de la nitrogenasa (18, 45).
Ante un exceso de oxigeno en el
interior del bacteroide, la nitrogenasa
se desnaturaliza irreversiblemente
(18, 32); sin embargo, una limitacion

en la difusién de ese gas al interior
del nédulo también podria inhibir la
nitrogenasa (30).

En la soya, al disminuir el sumi-
nistro de azucares al bacteroide du-
rante el estrés por sequia, se reduce
la produccion de coenzimas reducidas
y de ATP, que son necesarios para
el correcto funcionamiento de la
nitrogenasa (30, 45). Adicionalmente,
la disminucién de la respiracion del
bacteroide conlleva a una transiente
acumulacién de oxigeno alrededor de
las células infectadas, que podria
constituir una proteccién para la
enzimanitrogenasa (44). Sin embargo,
la actividad de esta enzima disminuye
por la ausencia de cofactores
enzimaticos, que serian suministrados
por la respiracion del bacteroide en
condiciones normales (47).

El'metabolismo del nitrégeno tiene
un papel preponderante en laregulacién
de lafijacion biolégica del nitrégeno
en condiciones de déficit hidrico.
Esta regulacién sucede mediante un
mecanismo de retroalimentacién
negativa, que se basa en lainhibicion
de la actividad nitrogenasa a partir
de compuestos nitrogenados que se
acumulan en el néduloy las hojas (3).
Paralelamente, se ha demostrado
que la fijacion del nitrbgeno es mas
sensible a la sequia en leguminosas
que lo transportan en forma de
ureidos que en aquellas que lo hacen
en forma de amidas (48).

Atendiendo a la soya y en
respuesta al déficit hidrico, la fijacion
biol6gica del nitrégeno disminuye en
genotipos sensibles a la sequia,
mientras que los niveles de ureidos
en las hojas aumentan (3). Asimismo,
investigaciones realizadas en varie-
dades de soya sensibles a la sequia
y sometidas a este estrés (49), muestran
una disminucion en la actividad
nitrogenasa y degradacién de
ureidos, asi como un incremento de
estos compuestos en las hojas. En
contraste, estos efectos no se
observan en variedades de soya
tolerantes a la sequia y con déficit
hidrico impuesto (3). Por tanto, bajas
concentraciones de ureidos en hojas
durante un déficit hidrico podria
prolongar la fijacién biol4gica del
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nitrégeno y constituir un indicativo de
tolerancia a la sequia. Sin embargo,
cuandoenelnédulode lasoyaaumentan
las concentraciones de ureidos o
aspartato en condiciones de sequia,
se inhibe la enzima nitrogenasay no
se evidencia una manifestacion de
tolerancia, tanto en variedades
sensibles como en tolerantes al
déficit hidrico (3, 36).

La acumulacién de ureidos en
el nédulo inhibe directamente la
fijacion biolégica del nitrégeno durante
el estrés por sequia (36); por ende,
si se garantiza el transporte adecuado
de ureidos desde el ndédulo hacia las
hojas, la fijacién bioldgica del nitro-
geno seria mas eficiente. El gradiente
para el correcto transporte de los
ureidos depende de su catabolismo
en las hojas y la velocidad de sintesis
en el nédulo (30). Un incremento en
la degradacién de ureidos en las hojas
implicaria una mayor demanda de
estos compuestos, para suplir los
procesos de sintesis de aminoacidos
y proteinas. De esta forma, se lograria
un mayor transporte de ureidos hacia
las hojas, evitandose su acumulacion
en los nédulos y la inhibicién de la
enzima nitrogenasa.

La alantoina constituye el ureido
de mayor acumulacién en las hojas
de la soya durante estrés por sequia
(50), sin afectar la actividad de la
enzima alantoato amidohidrolasa ni
la actividad alantoinasa. Por tanto,
su acumulacion durante estrés
hidrico podria ser el resultado de una
retencién en los peroxisomas, debido
a que no disminuyen las actividades
enzimaticas de su flujo catabdlico
(36). Estudios fisiolégicos en la soya
demuestran que un incremento en la
fertilizacion con manganeso durante
déficit hidrico, aumenta el
catabolismo de ureidos en las hojas
y prolonga la fijacién biolégica del
nitrégeno (4).

En relacién con la soya, existen
informes que sefialan una mayor
absorciéon de manganeso en plantas
tolerantes que en plantas sensibles
al déficit hidrico (3). La enzima
alantoato amidohidrolasa, que requiere
manganeso como cofactor, presenta
mayor actividad en genotipos de soya
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tolerantes a la sequia que en los
sensibles (4, 35). De este modo,
existe una asociacion entre los niveles
de manganesoy la concentracion de
ureidos en las hojas. Teniendo en
cuentaesta conclusion, se ha postulado
la existencia de un mecanismo de
regulacion sobre la actividad de la
enzima alantoato amidohidrolasa
durante condiciones de sequia (35).

Existen antecedentes que
demuestran una estructura
multimérica para la enzima alantoato
amidohidrolasa, pero el papel del
manganeso en su ensamblaje adn
gueda por definir. Recientemente,
teniendo en cuenta algunos experi-
mentos (36), se ha propuesto que el
ensamblaje de esta enzima proba-
blemente es regulado por la disponi-
bilidad de manganeso. En este caso,
las variedades tolerantes a la sequia
pueden ser mas eficientes que las
sensibles, en cuanto a la absorcion
del manganeso y un incremento en
la actividad de la enzima alantoato
amidohidrolasa, que garantizaria un
mayor catabolismo del alantoato (36).
La gran demanda de alantoato
sugiere la existencia de un gradiente,
a partir de la alantoina almacenada
en los peroxisomas hacia el reticulo
endoplasmético para su degradacion.
De esta forma, los niveles de
alantoina disminuyen en las hojas y
las variedades de soya tolerantes al
déficit hidrico mostrarian una menor
concentracién de ureidos que las
sensibles. Resulta interesante que un
incremento en la fertilizacion con
manganeso en genotipos de soya
sensibles a la sequia, ha mostrado
induccién de tolerancia a este estrés
y una disminucion en los niveles de
alantoina en las hojas (36).

En la literatura existen pocos
analisis de biologia molecular en la
soya, que permitan identificar la ex-
presion diferencial de genes durante
condiciones de sequia (51, 52, 53).
Una profunda caracterizacion de la
regulaciéon génica permitiria una
mejor comprension de los procesos
adaptativos que tienen lugar en el
nédulo en respuesta al estrés por

sequia. Se ha observado una acumu-
lacion de ABA en nodulos de soya
durante el déficit hidrico, que permite
la expresion del gen que codifica para
la proteina ferritina (47). Los elevados
niveles de ferritina probablemente
eviten el estrés oxidativo ante
condiciones de sequia. Ese estrés
oxidativo se origina por un incremento
en el citoplasma del hierro resultante
del catabolismode laleghemoglobina (53).

Existen estudios previos en rai-
ces de soya, donde el estrés oxidativo
no afecta la expresién de la isoforma
GS1 aniveles transcripcionales (20).
Recientemente, en plantas de soya
tolerantes al déficit hidrico, se ha
comprobado un incremento en los
niveles de la enzima GS1 durante
condiciones de sequia (53). La
isoforma GS1 constituye la enzima
que utiliza la mayor parte del amonio
proveniente de la simbiosis (31),
originando la glutamina que patrticipa
indirectamente en la ruta de sintesis
de los ureidos (23). En condiciones
de sequia, la degradacién de ureidos
en las hojas de la soya aumenta
cuando se fertilizan las plantas con
manganeso (36), lo cual sugiere un
incremento en el movimiento de los
ureidos desde el nddulo hacia las
hojas. Esta hipétesis podria favorecer
la reaccion catalizada por la enzima
GS1 hacia la formacién de glutamina,
ya que este aminoacido se utilizaen
la sintesis de ureidos (23). Por tanto,
durante el estrés por sequia es
importante determinar la regulacion
y el papel potencial de la enzima GS1
en genotipos de soya con diferente
sensibilidad al déficit hidrico.

Se han realizado investigaciones
dirigidas a lograr un mejor comporta-
miento de la soya durante déficit
hidrico. Algunos resultados (5) muestran
que la aplicacion foliar de los factores
Nod tiene efectos positivos en el
crecimiento de la soya, cuando el
estrés hidrico por defecto es moderado.
Resultados similares ya han sido
obtenidos (6), pero con inductores de
los genes de la nodulacién que permiten
la sintesis de los factores Nod en el
rizobio. Se ha observado que losfactores
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Nod incrementan el cierre estomatico
en las hojas de la soya durante condi-
ciones de sequia (5). Estos efectos
permiten una mayor retencion de
agua en la planta, como resultado de
una disminucién en la transpiracién
(42, 43). Las aplicaciones de los
factores Nod responden a moléculas
inductoras de un posible efecto anti-
estrés, pudiendo incrementar la
nodulacién y fijacion bioldgica del
nitrégeno en condiciones adversas.

CONCLUSIONES

Resulta alentador evaluar el
efecto de los factores Nod en la tole-
rancia al estrés por sequia y el
incremento de la fijacion biologica del
nitrégeno. Un aumento de la fijacion
biologica del nitrdgeno en los ndédulos
de la soya en condiciones de sequia,
permitiria un mayor suministro de
amonio para la sintesis de ureidos (36).
Para ello, es necesario estudiar las
herramientas que permiten incrementar
la fijacion biologica del nitrdgeno, tanto
al nivel de la planta de soya como al
de Bradyrhizobium sp.

La fertilizaciébn con manganeso
ha mostrado resultados positivos en
este cultivo, concediendo tolerancia
a lasequia en variedades susceptibles
a este estrés (3). La enzima ACC
desaminasa en el rizobio permite
disminuir los efectos inhibitorios del
etileno sobre la nodulacion (7, 8),
pero el papel de esta enzima durante
el estrés por sequia no ha sido
completamente estudiado. Es probable
gue al disminuir los efectos
inhibitorios que ejerce el etileno sobre
la cascada de sefiales que se induce
por los factores Nod, se reduzca el
control negativo sobre la nodulacion
y le confiera a la planta mayor
tolerancia al déficit hidrico.

El estudio de los mecanismos
de induccion de tolerancia al déficit
hidrico en la soya, constituye una
diana atractiva para lograr una posible
potenciacion del flujo del nitrégeno
ante las condiciones desfavorables
de la sequia.
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