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RESUMEN

El nédulo es un érgano nuevo producto de la
interaccion altamente especifica entre bacterias
denominadas colectivamenterizobias, y lasraicesy tallos
delasleguminosas. El nddul o fijanitrégeno atmosférico
por un periodo de tiempo determinado después dd cual
estaactividad decrecedando lugar alalisisy, finalmente,
a su muerte. La senescencia nodular es un conjunto de
alteracionesfisiologicas, bioquimicasy estructuralesque
soninducidas por enveecimiento natural, o bien, cuando
las plantas son sometidas a estrés. Los nodulos se
clasifican, en funcion de su desarrollo, en determinados
e indeterminados, y poseen un patron de senescencia
diferente. En nddulos de soya, afalfa, frijol comin y
chicharo se han identificado diversos compuestos
involucrados en el proceso de senescencia como
proteasas, especies de oxigeno reactivo, nitrogenasa,
leghemoglobina, hormonas, poliaminas, fitoalexinas y
vitaminas. Diversos organelos celulares, como
mitocondrias, cloroplastos, membranacedular, d aparato
de Golgi y € nucleo, sufren importantes alteraciones
durante la senescencia dd nodulo. El retardo de la
senescencia nodular puede incrementar € tiempo de
fijacion de nitrogeno, lo cual tendria implicaciones
agronomicas y ambiental es benéficas. Poco seconoceal
respecto de los mecanismos moleculares involucrados
en la senescencia nodular. La manipulacion genética
brinda herramientas que pudieran permitir reducir la
expresion de los genes involucrados en la sintesis de
compuestos que degradan la estructura interna del
ndédulo, o bien, incrementar los mecanismos de defensa
del nédulo contra metabolitos antagonistas.

Palabras clave: fijacion de nitrégeno, rizobia,
poliaminas, simbiosis, estrés.

! Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. 56230
Montecillo, Estado de México.
* Autor responsable (despinos@colpos.mx)

Recibido: junio de 2005. Aceptado: abril de 2008.
Publicado como ensayo en Terra Latinoamericana 26: 133-144.

133

SUMMARY

The nodule is a new organ which results from the
highly specific interaction between rhizobia and legume
roots and stems. The nodule fixes atmaospheric nitrogen
during a specific period of the symbiaosis lifetime. Then,
this activity decreases leading to nodulelysis and death.
Nodule senescence is a cluster of physiological,
biochemical and morphological alterations induced by
natural aging and stress conditions. Nodules areclassified
in terms of their development as determinate or
indeterminate, and they exhibit different patterns of
senescence. In soybean, alfalfa, common bean, and pea
nodules different compounds have been identified which
areinvolved inthe senescence process, such asproteases,
types of reactive oxygen, nitrogenase, leghaemoglobin,
plant growth promoters, polyamines, phytoalexins, and
vitamins. Cellular organelles such as mitochondria,
chloroplasts, cdl membrane, Golgi apparatus, and nucle
undergo important alterations during nodul e senescence.
Dday of nodule senescence could increase the nitrogen
fixing period, which might have beneficial agronomic
and environmental implications. Little is known about
the mechanisms involved in nodule senescence. Genetic
mani pulation might be used to reduce the expression of
genes which encode the synthesis of compounds that
degrade the nodule structure or to trigger the nodule
defense mechanisms against antagonistic metabolites.

Index words: nitrogen fixation, rhizobia, polyamines,
symbiosis, stress.

INTRODUCCION

Con excepcion del género Parasponia de la familia
Ulmaceae, la habilidad para fijar nitrégeno
biol 6gicamente con bacterias gram-negativas del suelo
esta restringida a especies de la familia Fabaceae
(Szczyglowski y Amyot, 2003; Young et al., 2003). Las
bacterias simbidtico mutualistas que fijan nitrégeno
atmosférico en las leguminosas son colectivamente
[lamadas rizobias (Perret et al., 2000; Brewin, 2002;
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Broughton, 2003), las cuales estan agrupadas en
13 géneros: Rhizobium, S norhizobium, Mesor hizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobiumy Allorhizobium (Zakhia
y De Lajudie, 2001; Dakora, 2003), Devosia (Rivas
et al., 2003), Blastobacter (Berkum y Eardly, 2002),
Methylobacterium (Abdoulaye et al., 2001),
Burkholderia (Vandammeet al ., 2002), Wautersia (Chen
et al., 2001), Ochraobactrum (Trujillo et al., 2005) y
Labrys (Chou et al., 2007). Estas bacterias inducen la
formacién de érganos altamente especializados
denominados nddulos (Voisinet al., 2002a, b; Broughton,
2003), en donde € nitrogeno fijado (NH,) es convertido
en ureidos o amidas (Puppo et al., 2005) v,
posteriormente, exportado al resto de la planta
(Whitehead et al., 2001). A cambio de N las rizobias
reciben de la planta energiay C en forma de acidos
dicarboxilicos (Lodwig et al., 2003; Barsch et al ., 2006).
Las cdulasinfectadas delos noédul os contienen unidades
independientes denominadas simbiosomas (Wittenberg
et al., 1996; Garg y Geetanjali, 2007) conformadas por
un bacteroide, la membrana peribacteroidal (MPB) la
cual es de origen vegetal (Day et al., 2001; Brewin,
2004), y contiene més de 51 proteinas (Catalano et al.,
2004), y por d espacio peribacteroidal que comprende
e fluido entre & bacteroidey la MPB (Hossain et al.,
2006).

Tanto las plantas como las rizobias crecen y se
reproducen independientemente, pero no fijan nitrégeno
atmosférico deformaaislada (Denison, 2000). Ademés,
la simbiosis requiere de una combinacion compatible
entrelaplantay lacepa dd rizobia (Brewin, 2002; Bala
y Giller, 2006). Sin embargo, algunas rizobias son
bastante promiscuas, Rhizobiumsp. cepa NGR234, por
ejemplo, puede infectar a mas de 100 géneros de
leguminaosas (Pueppkey Broughton, 1999). Por otrolado,
ciertas especies de Rhizobium, Snorhizobium y
Mesor hizobium colonizan y forman nédulos en € frijol
comun (Phaseolus vulgarisL.) capacesdefijar nitrgeno
atmosférico (Martinez-Romero, 2003). En general, con
base en € tipo de crecimiento, existen dos tipos de
nodulos (Gualtieri y Bissding, 2000). Los nddulos de
crecimiento determinado (NCD), presentes en especies
de algunos géneros como Glycine, Lotus 'y Phaseolus,
alcanzan en pocas semanas su crecimiento maximo y
tienen forma esférica debido al caracter no persistente
de su meristemo. Por otra parte, los nédulos de
crecimiento indeterminado (NCI), presentes en especies
dealgunos géneros como Medicago, Trifoliumy Pisum,
tienen un meristemo apical persistente que confiere a

los noédulos una forma alargada (Becana et al., 2000).
Denison (2000) y Kiers et al. (2003) demostraron que
tanto en NCD como en NCI es posibleencontrar més de
una cepa de rizobia por nédulo.

De 12 afios a la fecha se han publicado més de
30 revisiones dela simbiosisrizobia-leguminosa (Puppo
et al., 2005), de las cuales sdlo dos abordan € tépico de
senescencia nodular en las leguminosas (Swargj y
Bishnoi, 1996; Puppo et al., 2005), ambas publicadas
en inglés. Este ensayo es una aportacion actualizada, a
disposicion de lectores hispanoparlantes interesados en
conocer las principales alteraciones que se presentan
durante la senescencia hodular en leguminosas.

El objetivo de este ensayo es dar a conocer los
avances cientificos relacionados con la bioquimica,
fisiologia y morfologia de la senescencia nodular, con
base en las aportaciones mas importantes que se han
publicado en los Ultimos afios.

¢Qué esla Senescencia Nodular (SN)?

No existe una definicion clara de SN. Alesandrini
et al. (2003) la definen como una disminucion rapida de
la fijacion bioldgica de nitrogeno que afecta el
rendimiento delasemilla(Lawny Brun, 1974b), mientras
que Pfeffer et al. (1983) la definieron como & periodo
end cual sepierdelaactividad delanitrogenasaresdual.
Por otrolado, paraAndreevaet al. (1998) y Evanset al.
(1999) la senescencia es un evento biogquimico y
fisiologico que requiere de la transcripcion genética
de novo (Howard et al., 2003), presentandose en €
estadio final de la maduracion y concluyendo con la
muerte del nddulo.

La SN y su I mportancia Agrondmica y Ambiental

Van de Velde et al. (2006) formularon la hipotesis
de que a retardar @ proceso de SN, podria haber un
efecto benéfico sobre @ rendimiento y la calidad de la
semilla. Sin duda, esto tendria un impacto favorable en
la actividad agricola, debido a que se disminuiriad uso
de fertilizante nitrogenado sintetizado a partir de
N atmosférico mediante € proceso de Haber-Bosh, a
expensas de combustibles derivados del petroleo
(Nosengo, 2003). Hay mucha evidencia delos beneficios
economicos y ambientales que se alcanzarian al
reemplazar |lafertilizacion nitrogenada por lainoculacion
con cepas de rizobias para cultivos de leguminosas
(Hungriaet al., 2006; Ghosh et al., 2007; Russdleet al.,
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2007). Sin embargo, s la SN inicia muy pronto, esto
tendria como consecuencia la disminucion de lafijacion
biol6gicadenitrogenoy lamermaen el rendimientoy la
calidad de la semilla (Clement et al., 2006).

Variacion en la Senescencia Nodular

Durante e proceso de SN se presentan cambios
morfol 6gi cos, bioquimicosy fisioldgicos (Noodén et al .,
1997; Fujihara et al., 2006) que pueden variar entre los
nodulos, dependiendo de su localizacidn en € sistema
radical (Vikmany Vessey, 1993Db). Dichos cambios estan
estrechamente relacionados con la transicion de la fase
vegetativa a la fase reproductiva de la planta (Vance
et al., 1986; Swargj et al., 1995), asi como con las
condiciones ambientales (estrés) bajo las cuales se
cultivan las leguminosas. Vanceet al. (1986) reportaron
diferencias entrelosNCD y NCI en relacion con lazona
y periodos en los que sepresentala SN. EnlosNCD, la
senescencia comienza en la zona central de la corteza
(Figura 1) y se extiende hacia la periferia, hasta causar
el deterioro total dd nédulo (Puppo et al., 2005). En
contraste, lazonade senescenciaen losNCI, en particular
los deleguminosas perennes, como la alfalfa (Medicago
sativalL.), iniciaenlaregion proximal (Figura2) o base
del nédulo y presenta varios periodos de senescencia y
recuperacion durante lavidade la planta (Vance, 1983).

Los NCI poseen una pequefia zona donde los
bacteroides no estan rodeados por la MPB (Timmers
et al., 2000). Ademés, tales nddul os podrian sufrir ciclos
consecutivos de senescenciay recuperacion (Vanceet al .,
1986). En cambio, en los NCD, una vez que seinicia

Figura 1. Corte transversal de un nodulo de soya (Glicine
max L.). Laflechaindica el &rea donde comienza la senescencia
nodular.

el proceso de senescencia éste es irreversible y los
bacteroides mueren. Cuando los NCI inician & proceso
desenescencia, adiferenciadelos NCD, |os bacteroides
contintian vivos (Manen et al., 1991), salen del nodulo,
vuelven a poblar e sudo, sereproducen (Muller et al.,
2001b), eincluso tienen mayor posibilidad de sobrevivir
que las rizobias nativas (Provorov, 1998).

Ocurrenciay Causas de la Senescencia Nodular

La senescencia del nédulo podria ser una reaccion
retardada dela plantahospedera contrad establecimiento
delasrizobias(Manenet al., 1991; Staehdinet al., 1992;
Puppo et al., 2005). La SN coincide con la senescencia
delaraiz (Fisher et al., 2002) o con la senescenciadela
planta completa (Timmers et al., 2000; Palma et al.,
2006); sdlo en algunas especiesy bajo ciertas condiciones
ambientales (Vikman y Vessey, 1992) ocurre de forma
natural al inicio delafloracion (Andreeva et al., 1998),
por la sintesis de sefiales generadas en la parte aérea
(Puppo et al., 2005) o bien duranted llenado delavaina
(Vikman y Vessey, 1993a; Andreeva et al., 1998). Los
nodulos de las raices de las leguminosas se caracterizan
por una senescencia temprana, comparada con la
senescencia dd resto de los 6rganos dela planta (Evans
et al., 1999). La SN se ha inducido y estudiado bajo
diferentes condiciones ambientales adversas como la
defoliacion (Matamoros et al., 1999a; Muller et al.,
2001a), oscuridad (Swaraj et al ., 1994; Gogorcenaet al .,
1997), exceso de nitratos (Walsh, 1995; Voisin et al.,
20024, b), altas concentracionesdeNaCl (Combaet al .,
1998; Trinchant et al., 2004; Garciaet al., 2007), exceso

Figura 2. Nodulos de alfalfa (Medicago sativa L.). La flecha
indica € &rea donde inicia la senescencia nodular (Cortesia
del Dr. C. Vance).
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de contaminantes como & cadmio (Balestrasse et al.,
2004), altas concentraciones de CO, (Ericeet al., 2007),
salinidad (Nandwal et al., 2007) y déficit de agua e
inundacién (Gogorcena et al., 1995).

Senescencia y Cambios M orfoldgicos en e Nodulo

El primer sintomavisiblede SN ese cambio de color
y la pérdida de turgencia en los primeros nddul os
formados (Swaraj et al., 1995). El color rosado (debido
alapresenciadelaleghemoglobina) pasaacolor oscuro
(Vikmany Vessey, 1993c) overde(Muller et al., 2001a),
debido a la alteracion que sufre esta proteina (Swaraj y
Bishnoi, 1996).

Durante la senescencia, los lipidos de la membrana
son degradados por peroxidacién (Thompson et al.,
1987), y las proteinas y &cidos nucleicos (Balestrasse
et al., 2004), lo cual conllevaaladegradaciondelaMPB
por radicales libres producidos por los bacteroides
(Vincent y Brewin, 2000). Sin embargo, Hernandez-
Jiménez et al. (2002) observaron en nddul os de Lupinus
sp. que la MPB no presentd dafio hasta que € proceso
de senescencia ya estaba muy avanzado. Por su parte,
Muller et al. (2001a) encontraron trealosa acumulada
enlosbacteroides, lacual podriaproteger su membrana,
o bien, ser utilizadacomo reservadeenergia. Latrealosa
es una molécula bioprotectora debido a su capacidad
paraestabilizar bioestructuras, como proteinasy lipidos
de membranas (Pereira et al., 2004).

Cermola et al. (2000) y Puppo et al. (2005)
observaron, en nodulos de frijol con diferente grado de
senescencia, que la densidad de bacteroides en cdulas
no senescentes es mucho mayor respecto a las cdulas
senescentes. Sin embargo, Muller et al. (2001a) no
encontraron diferencia en la cantidad de bacteroides al
comparar nddul os senescentes con nddul os jovenes. Por
otraparte, Trinchant et al. (2004) observaron, en nddulos
dealfalfa, quela densidad promedio de simbiosomas es
menor en nodulos senescentes; ademés, detectaron que
las mitocondrias de las cdulas presentes en los nddulos
senescentes se agrupan y su estructura interna es
destruida. De Lorenzo et al. (1994) observaron, en
nodul os senescentes de LupinusalbusL ., cv. Multolupa,
alteraciones ultraestructurales que consistieron en la
pérdidadelacapaexternade peroxisoma, mientras que
en nédulos senescentes de lupinus blanco (Lupinus
albusL., cv. Stara) y lupinusamarillo (Lupinusluteus L.,
cv. Faked) se observd un decremento en € nimero de
ribosomasy contenido de cromatinadel niicleo, asi como

cambios en el reticulo endoplasmico rugoso, los
dictiosomas de aparato de Golgi, la mitocondria 'y €
citoplasma (Andreeva et al., 1998). Las vacuolas, més
gue cualquier otro organelo, sintetizan y liberan
endoproteasas, |as cuales son las principales responsables
de la degradacion de proteinas del citoplasmay de los
organdos durante la senescencia (Huffaker, 1990). En
el proceso de SN los pléastidos son los dltimos organel os
gue se destruyen (Lucas et al., 1998).

Cambios Bioquimicos y Fisioldgicos

La senescencia nodular se caracteriza por
alteraciones queinvolucran reguladores de crecimiento,
especies de oxigeno reactivas, leghemoglobina,
metabolismo dd nitrogeno, nitrogenasa, fitoalexinas,
poliaminas y ferritina.

Reguladores de crecimiento y senescencia nodular.
Existen evidencias de que € proceso de senescencia
podria ser inducido por una sefial sistémica, como la
reduccion en d aporte de carbohidratos alaraiz (Lawn
y Brun, 1974a), o bien, através de un regulador hormonal
producido en la parte aérea de la planta y transportado
hacia la raiz (Noodén, 1984). Swaraj et al. (2001)
sugieren que la disminucion de la actividad de la
nitrogenasa puede estar relacionada con un incremento
en e balance de acido indolaceético, citoquininas, &cido
absisico, o bien, con la presencia de glutamina en €
floema (Hweey Layzdl, 1997). Por su parte, Ferguson
y Mathesius (2003) sugieren que la SN podria ser
favorecida por altas concentraciones en e nédulo de
auxinas, citoquininas, etileno, acido giberdico, &cido
absisicoy &cido ascérbico (Matamoros et al., 2006). El
estudio de la SN arroja datos contradictorios debidos,
probablemente, aquelainvestigacion delas alteraciones
bioguimicas se complica por la presencia de los
bacteroides que contintian con su crecimiento como
saprdfitosduranted proceso de senescencia (Vanceet al.,
1986).

Especies de oxigeno reactivas (EOR). Las principales
EOR incluyen radicales superoxidos (O,», Becana y
Klucas, 1992), radicaleshidroxilo (*OH), oxigenoslibres
(G,), H,O,, radicales alcohoxil (ROe), radical peroxil
(ROO»), acidos grasos polinsaturados y radicaleslibres
desimiquinonas (Groten et al., 2005; 2006); algunas de
estas especies de oxigeno, en particular O,¢, son
fuertemente oxidativos (Mathieu et al., 1998; Becana
et al., 2000). Dalton et al. (1991) reportaron que la
formacion de EOR ocurre como resultado de las fuertes
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condiciones de reduccion requeridas para la fijacion de
nitrégeno y la accion de varias proteinas como la
ferredoxina, uricasa e hidrogenasa. Sin embargo, de
acuerdo con Rubio et al. (2007), para protegerse de
condiciones ambientales extremas 0 de patdgenos, las
plantas poseen sistemas de defensa enziméticos
(superdxido dismutasa, peroxidasasy € ciclo ascorbato-
glutation) y no enzimaticos (ascorbato, alfa tocoferol,
beta-caroteno y flavonoides) (Subramanian et al ., 2007)
distribuidos en organelos cdulares como cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas (Klapheck, 1988, Dalton
et al., 1998; Matamoros et al., 1999b). El estrés
oxidativo dafia al ADN y ARN (Corpas et al., 1997,
Moran et al., 1997). En los nédulos, las EOR son de
gran importancia para el establecimiento y
mantenimiento de la relacion simbidtica rizobia-
leguminosa (Shaw y Long, 2003). En plantas
senescentes, las EOR son abundantes (Thompson et al .,
1987) y son producidas principalmente en mitocondrias
(Moller, 2001), cloroplastos (Aped y Hirt, 2004) y
nodulos (Becana et al., 2000). El dafio que causan las
EOR se debe a un incremento en la sintesis de tales
compuestos, méas que a una disminucion en la defensa
de los antioxidantes (Evans et al., 1999). Sin embargo,
para Swargj et al. (2001) |la senescencia se presenta por
un incremento de las EOR acompafiado de una
disminucion de los mecanismos de defensa contra las
EOR, las cuales son los mediadores primarios del dafio
oxidativo en plantas senescentes (Swargj et al., 1993).
Por otra parte, € proceso de SN ha sido correlacionado
con un aumento en la concentracion del oxigeno reactivo
(Porcd et al., 2003). Esto esimportante porqued dafio
oxidativo aloslipidos de membranas, proteinasy acidos
nucleicos ha sido propuesto como uno delos principales
mecanismos deactivacion dela SN en nodul os sometidos
aestrés (Balestrasse et al., 2004; Barloy-Hubler et al.,
2004).

Oxidacion delaleghemoglobinay senescencianodular.
La principal fuente de oxigeno reactivo en los nddulos
eslaleghemoglobina (Puppo y Halliwell, 1988), la cual
seencuentraen concentracionesdel a5 mM end citosol
de las céulas infectadas (Dalton et al., 1991) y se
autooxida (Gunther et al., 2007), debido a que ésta
facilita el transporte de O, alos bacteroides aflujo bajo
(10 nM) pero constante (Long, 2001) para prevenir la
inactivacion de la nitrogenasa (Layzdl y Hunt, 1990).
Lee et al. (1995) encontraron que en los nédulos
senescentes predomina la leghemoglobina oxidada,
mientras que los nddulos jovenes y sanos contienen

leghemoglobina reducida y flavinas (Ji et al., 1991).
Aungue durante la SN se sintetizan inhibidores de
proteasas (Manen et al., 1991), altos niveles de enzimas
proteoliticas podrian promover la degradacion decéulas
infectadas y la disminucion de la concentracién de la
leghemoglobina (Espinosa-Victoria et al., 2000;
Fedorova y Brown, 2007). Herndndez-Jiménez et al.
(2002) observaron en nddul osde soya, chicharoy lupinus
disminucion de la concentracion de leghemoglobina
cuando los nddulos comenzaron a senescer; Pladys y
Rigaud (1985) encontraron datos similares en nddulos
defrijol coman. Un complejo de leghemogl obina-Oxido
nitrico (Lg-ON) ocurre en los nédulos de la raiz como
resultado de la reduccién de nitrato exdgeno, debido a
las fuertes condiciones de reduccion necesarias parala
fijacion de nitrogeno (Kanayama y Yamamoto, 1990).
Mathieu et al. (1998) observaron que a medida que los
nodulos senescen, la concentracion de Lg-ON decrece
considerablemente. En nodulos de plantas sometidas a
estrés se observo la disminucion dela actividad fijadora
de nitrégeno seguida de un decremento en la
concentracion deleghemoglobina (Gonzalez et al., 2001;
Palma et al., 2002) y de un cambio de pH de 6.4 en
nédulos jovenes y funcionales a 5.5 en nodulos
senescentes (Pladys et al., 1988).

M etabolismo del nitrégeno y senescencia nodular.
Matamoros et al. (1999a) encontraron, luego de tratar
plantas de frijol comdn con 10 mM de nitrato durante
cuatro dias, quela SN seinduce progresivamente, debido
aqued nitrato disminuye la concentracién de sacarosa
(Minchinet al., 1986) y delaactividad dela nitrogenasa,
ya que se restringe € acceso de oxigeno hacia los
bacteroides (Vessey et al., 1988b). El tratamiento con
nitrato esta caracterizado por unaimportantedisminucion
en las defensas antioxidantes y por una acumulacion
moderada de proteinas oxidadas (Escuredo et al ., 1996).
Pladysy Rigaud (1985) reportaron quela alteracion que
sufren los nddul os senescentes no permitelatrand ocacion
de aminoéacidos por 1o que son liberados en larizosfera
mejorando lafertilidad del suelo.

Modificacion de la actividad nitrogenasa. La
nitrogenasa es la enzima que cataliza la fijacion de
nitrogeno atmosférico (Christiansen et al., 2001), cuya
sintesis y actividad pueden ser afectadas
irreversiblemente si se modifica la concentracion de O,
dentro ddl nédulo (Millar et al., 1995; Dalton et al.,
1998). En frijol comun, € llenado de la vaina coincide
con €l incremento de la actividad proteolitica y la
disminucién detanto la actividad delanitrogenasa como
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delaconcentracién deleghemoglobina (Vikman y Vessey,
19934, b), lo cual concuerda con datos presentados por
Muller et al. (2001a). Sin embargo, en experimentos
similares Rennie y Kemp (1984) y Vikman y Vessey
(1992) no observaron reduccion significativa de la
nitrogenasa. Por otra parte, en plantas de soyala SN se
presentd aun antes del inicio del llenado de la vaina
(Schweitzer y Harper, 1985). Wolyn et al. (1989) y
McDermott y Graham (1989) observaron en plantas de
frijol comin y soya que la actividad de la nitrogenasa
estardacionadacon lapaosicion delos ndédulosenrelacion
con la distancia con la raiz principal. Minchin et al.
(1989) reportaron que en plantas de frijol comin se
presento la disminucion en 85% de la actividad de la
nitrogenasa luego de tratarlas durante cuatro dias con
10 mM de nitrato. Sin embargo, con los mismos
tratamientos, Vessey et al. (1988a) observaron la
disminucion de solo e 65% de la actividad de la
nitrogenasa en nddulos de soya, mientras que Minchin
et al. (1986) reportaron una pérdida de solo 60% en
nodul os de trébol blanco.

Fitoalexinas, poliaminasy otros compuestos. Espinosa-
Victoriaet al. (2000) reportaron que el retardo dela SN
en dos cultivares de soya, Hardin y Hodgson 78, estuvo
asociado con bajos niveles delafitoalexina gliceolinal,
y de las poliaminas putrescina y espermidina. Por su
parte, Boydston et al. (1983) reportaron quealtosnivees
de gliceolina afectan la mitocondria y la membrana
celular del hospedero. Por otro lado, Parniske et al.
(1991) y Osawa y Tsuji (1992) reportaron que la
gliceolinal y las poliaminas tienen efecto antibidtico
sobre B. japonicum en medio de cultivo, por lotanto, es
probable que estos compuestos af ecten lafuncion nodular
y laactividad delanitrogenasa. Krylovaet al. (20073, b)
reportaron que durante todo € proceso de desarrollo de
Vicia faba L., en particular durante la senescencia
nodular, se modifica € transporte de malato, sucinato y
glutamato a través dela MPB.

En n6dul os maduros de soya se han encontrado i soformas
dequitinasasusceptiblesala actividad delaslisoenzimas
(Staehdinet al., 1992; Xieet al., 1999). Latilo-proteasa
eslaenzima proteolitica més importante capaz deinducir
la senescenciaen céulas vegetales (Palmaet al., 2002).
Esta enzima se ha identificado en nodulos senescentes
desoya(Malik et al., 1981), frijol comun (Pladyset al.,
1991) y afalfa (Pladys y Vance, 1993).

Ferritina. La ferritina es una proteina antioxidante con
la capacidad de secuestrar y almacenar hasta
4500 atomos de Fe por molécula en una forma

cataliticamente inactiva (Herndndez-Jiménez et al.,
2002). El principal tréfico dehierro entre e hospederoy
los microsimbiontes es la formaferrosa (Moreau et al .,
1998), por |o que podrian existir compuestos capaces de
quelatar la forma ferrosa en @ espacio peribacteroidal
(Evans et al., 1999). Lucas et al. (1998) observaron
que los pléstidos acumulan ferritina en funcion del
desarrollo de los nodulos senescentes. Strozycki et al.
(2007) observaron que al inicio dela SN esta molécula
se transloca hacia nédulos de menor edad. En nédulos
jovenes la ferritina es abundante; sin embargo, su
concentracién declina posteriormente conforme aumenta
lanitrogenasay la leghemoglobina, sugiriendo esto que
la ferritina sede Fe a tales proteinas (Regland y Thelil,
1993; Kimata y Theil, 1994). Por otro lado, Ko et al.
(1987) encontraron que la concentracion de ferritina en
los nddulos de soya esta correlacionada positivamente
con la efectividad de los nodulos. Contrariamente,
Matamoros et al. (1999a) identificaron acumulacién de
ferritina en noddulos senescentes de plantas de frijol
tratadas connitrato. Balestrasseet al. (2004) observaron,
en plantas de soya tratadas con cadmio, que un alto
contenido de hierro precede a una disminucién de
leghemoglobinay unincremento deferritinaend nddulo.

M ecanismos M olecular es de la Senescencia Nodular

Fedorova et al. (2002) identificaron 340 genes que
son exclusivamente expresados en @ nodulo y algunos
de los cuales podrian estar directamente involucrados
end proceso de SN. Paraidentificar |os genes seextrajo
ARN total de nédulos jovenes, nddulos senescentes,
raices, hojas, floresy vainas. EI ARN total fue separado
por eectroforesis e hibridizado con sondas de *P. Las
sondas se hicieron con insertos de CADN de diversos
clones. El andlisis de bases de datos, secuenciacion y
andlisis de secuencias serealizo através delos programas
BLAST, INTER-PRO y PSORT. Estudios adicionales
para secuencias consecutivas se realizaron en un 3100
GeneticAnalyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE. UU.) en d Centro deAndlisis de GenéticaAvanzada
de la Universidad de Minnesota.

Las plantas en general, mediante mecanismos
comunes de regulacion genética, reprimen los genes
activados por estrés viaun promotor negativo (T hirkettle-
Wattset al., 2003). Alesandrini et al. (2003) observaron
que en nodulos de soya con 10 semanas de edad, los
cuales se encontraban en senescencia, expresaban un gen
de proteasas dependientes de cisteina en todo € tejido
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central infectado por Bradyrhizobium. La presencia del
gen estuvo asociada con una gran cantidad de peroxido
de hidrogeno y la existencia de una zona necrética. Por
otra parte, se ha detectado la expresién de genes de
proteasas dependientes de cisteina en nddul os senescentes
de chicharo (Kardailsky y Brewin, 1996), vicia china
(Naito et al., 2000) y soya (Alesandrini et al., 2003),
asi como laexpresion delos genes dela chalcona sintasa
en nodulos senescentes de chicharo (Yang et al., 1991).
Por su parte, Espinosa-Victoriaet al. (2000) observaron,
en nodulos senescentes de soya, que € retardo de la
senescencia nodular esté asociado con la reduccion de
laexpresion delos genes delafenilalanina amonio-liasa
(PAL) y la chalcona sintasa (CHS).

El reconocimiento y la modificacion de algunos
factores genéticos, los cuales predisponen alos nédulos
a una senescencia temprana y a una pérdida de
leghemoglobina podrian favorecer un considerable
aumento en la eficiencia de la fijacién biologica de
nitrégeno (Appleby, 1984). Van de Velde et al. (2006)
reportaron que los transcriptomas de la senescencia
nodular y delasenescenciadela hojatieneun alto grado
de superposicion, lo que hace suponer que ambos
mecanismos de senescencia inician a través de vias
similares. No obstante, alln es necesario identificar las
seflales que activan la formacion de zonas senescentes
en d nodulo para que sea posible controlar lalongevidad
de este érgano. Por ahora se ha demostrado, através de
técnicas moleculares, que genes que controlan el
desarrollo de la planta, la resistencia a enfermedades y
la respuesta a estrés (APS/ARF) participan en la
activacion dela SN (Van de Velde et al., 2006).

CONCLUSIONES

- Los estudios de senescencia nodular (SN) en
leguminosas tienen por objeto entender & fendmeno y
posiblemente permitan prolongar d tiempo delafijacion
biol 6gica de nitrégeno. El retardo en @ proceso de SN
tendria implicaciones favorables tanto ambientales,
reduciendo riesgos por eutrificacion causada por € uso
inadecuado de fertilizante nitrogenado, como
agronomicas, evitando quela limitacidn de nitrégeno en
e momento del Ilenado de la vaina afecte la formacion
dela semillay, en consecuencia, € rendimiento.

- Bésicamente todos los resultados presentados hasta
ahora se basan en observar qué metabolitos o cambios
morfoldgicos coinciden con la SN. Sin embargo, alin no

se conoce ni @ pape fundamental que cada metabolito
tieneen & proceso de SN, ni la interaccion entre dlos.
- Quiza d silenciamiento de genes permita reducir la
sintesis de proteasas y de especies de oxigeno reactivas
(EOR), o bien, através de la manipulacion genética se
puedaincrementar la sintesis deinhibidores de proteasas
y de EOR, algunos de los cuales ya se han identificado.
La identificacion y el aislamiento de promotores
involucrados en uno o mas estadios de la SN seria de
gran utilidad para entender este importante proceso en
las leguminosas.

- La senescencia de hojas, flores y frutos ha sido bien
documentada a nivel bioquimicoy genético; no obstante,
a pesar de que un buen nimero de experimentos han
sido disefiados paraestudiar € proceso de SN, serequiere
desarrollar mas investigacion a nivel biogquimico,
molecular y cdular.
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