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INTRODUCCION OINERAL 

Los ve1etalee y muchos •icroor1anisaoa satisfacen eua 
requeri•ientoe de nutrientes y de agua obteniéndolos del suelo y 

del aire. Resulta notable sin eabar10, que el nitró1eno 
1aaeoso que abunda en la atmósfera sea pr•cticaaente 
inutilizable por estos or1anisaoe, a aenoe que éste se en
cuentre co•binado qui•ica•ente en for•a de iones nitrato o 
a•onlo, o bien, en oiertoa coapueatoa or1inicos. La capacidad de 
al1unoe •icroor1anlsaoe para convertir el nitró1eno ataosférico 
en .. onio se conoce co•o la fiJación biológica de nitrógeno. 

Desde haca tie•po 1 la fiJación de nitrógeno ha centrado 
la atención de auchoa 1rupoa de inveati1ación involucrados con la 
alcrobiolo1la agrlcola y la nutrición aineral de las plantas. La 
i•portancla de este proceso, tanto en ecosieteaae naturales come 
en a1rosiete•a• 1 es cada vez ••• relevante¡ la investigación 
sobre este fenóasno ha sido eatiaulada particularmente por las 
necesidades alimentarias de paises en desarrollo, por el in
creaento en el costo de producción de loe fertilizantes 
nltro1enadoe, J t .. blén por las deaandaa hacia un uso 
ecolólic .. ente ••• adecuado de estos recursos en la a1ricultura, 
aai ccao de los hidrocarburos utilizados en su elaboración (Hardy 
y Havelka 1975 Evane J Barber 1977 1 NAS 1981). 

La habilidad para liJar el nitrógeno ataoaférico es 
patriaonio de un aaplio espectro de •icroor1anisaoa, tales coao 
las cianobacterias, al1unaa arqueobacteriaa J actinoaicetos, J 

diveraaa eubacterias (Poa1ate 1981), Cada uno de ellos ocupa un 
luaar iaportante en el ciclo del nitrógeno de ciertos ecoais
teaaa, Sin eabar10, bajo condioiones naturales se calcula que 
loe aie altos indices de fiJación de nitrógeno ce encuentran en 
las asociaciones aiabióticaa de estos procariotes con plantas 
superiores ( Vlncent 1974, Poagate 1981). Estas asociaciones se 
llevan a cabo dentro de estructuras especializadas, que fun
cionan 1raclae al eatableciaiento de un intercambie metabólico 
que ofrece ventajas mutuas para el hospedero y les micrc~im-



biontcs. 
Loo nódulos radiculares formados por la infección de cubac

tcrino del ¡¡óncro ~hiaobium en le11uminosas son, nl momento, los 
sistemas simbiótioos mejor conocidos y los de mayor importancia 
o¡¡ricoln 1 yn que con su aotividad participan en el incremento 
de lm productividad vc11ctml y en el recmmbio de nitró¡¡eno, rea
tnurmndo parcimlmente lm fertilidad de suelos allricolao de 
temporal bmjo condiciones de asociación o rotmción de cultivos 
(NAS 1901, Grabam 1984), 

Por otro lmdo, los avances recientes en las áreas de lo 
bioquimiom, lB 11enética y lm biolo11ia moleculmr de microor11011io
mos y plmntms, han permitido ampliar con más detallo el 
conocimiento de los eventos y mecanismos moleculoroo involucradoo 
en la aoooiaoión y fijación simbióticas (Robortoon y Farnden 
1880, Yerma y Lon¡¡ 1883), suministrando un cierto número de 
posibilidades de •anipular loa faotorea biolóliooa y las oo~
dioiones ambientalea que afectan estos proooaoa (Andarsen et 
aJ.1880, Phillipa y Teuber 1985, Devine 1984). Estos conocimien
tos pueden contribuir a entender y preservar •eJor las 
biocenoais naturales (NAS 1981), y ta•bi6n a •eJorar la produo• 
tividad vegetal de las ireaa destinadas a los cultivos ~4aicoa 
(Phillips 1983), 
Bn el caso de México, los eafuerzoa de al1unos 1rupos de 

inveati1aoión se han oonoentrado en el eatudio de la aoociaoión 
Rhizobiun ph~aeoli-Phaaeolua vulgarte (frtJol oo•ún), debido a 
que eate aiatema simbiótico representa un modelo do inveati11aoión 
muy relevante. Al11unoa ar11umentos que lo Justifican oon, por un 
lado, que el cultivo de friJol ocupa una porción oonddcrablo 
de laa áreas a11ricolaa del pata, y que como ea ambido, provee 
Junto con el aaiz el mayor aporte proteico en la dicta de muchos 
mexicanos; por otro lado, el conocimiento y la manipulación de 
loa factores y •ecanismoa biológicos relevantes de la simbiosis 
diaaotrófica en este aiatema, podria incidir en lm resolución 
de problemas técnicos fundamentales pmra la a11riculturm, como con 
la disponibilidad da fertilizantes y la productividad de otroo 
cultivoa, 
' Dentro de los diatintoa niveles de estudio en este respecto, 
se ha intensificado la proposición y realizmción de proyeotoa de 



-•<.:.;..::.-,__ ..•• ·.·-

investigación enfocados sobre el metabolismo 
plantas y sobre 
Rhizobium-friJol ( 

la biología molecular 
Lara et al.198+, Campos 

nitrogenado en 
de la simbiosis 

et al,1987). El 
presente trabajo en particular, está integrado en ambas perspec
tivas, ya que abarca la descripción del fenómeno de inducción de 
una enzima.del vegetal (glutamina sintetasa), la cual participa 
en la asimilación ds amonio en los nódulos radiculares y 

asiaiemo ha resultado ser un "marcador" molecular eepecifico 
del desarrollo de esta eiabioeie. 



II, ANTICIDBNTIS DB ISTB TllABAJO 

La fiJaoi6n r la a•lallaoi6n biol61io•• en el alelo d•l 
nitr61eno. 

Dentro del alelo blo1eoqulaico de ••te eleaento, la fiJaoi6n 
r la ••i•ilaoión tienen un lu1ar destacado, ra que repr••entan 
la "entrada" de nitr61eno a la posa or1•n1ca que circula por la 
bió•fera (Pos1ate 1111). Con base en ••tudios 1 c•lculos 
teóricoa, •• ha di•cutido si el equilibrio del balance 1lobal 
del nitr61eno en la natural••• eat• resulado b•aioaaente por 
••toa prooe•oa, no ob•tante, •• ha po•tulado que la• alteracion•• 
en la reoircul•oi6n de eata poma •n loa a1roaiateaaa Ceosecha, 
deanitrilioación, incendio•, etc.I han 1enerado condioionea 
liaitantea para auaentar la productividad vé1etal CParne r Grant 
1111), El conociaiento de la aa1nitud r re1ulaci6n de esto• 
proceso• •• iaportante para deterainar la capacidad productiva de 
eato• eiateaae, r definir criterio• Otiles para la conaervación 
r utilización d• loa recursos natural••· 

IA incorporaoi6n r aaiailaoi6n de nltr61eno en ve1etal••· 

La productividad de lo• ecoai•teaaa depande en Oltiaa ln•tan
oia de la capacidad de loa or1ani••o• lotosint6ticoe para in
corporar lo• coapueetos inor1•nicoa de carbono, nitr61eno r otro• 
eleaento• en bioaaaa. Las planta• terrestre• di•ponen de lo• 
ione• solubles de aaonio r nitrato del •uelo, loa cualas •on 
producto de la liJación por aioroor1ania•o• de vida libre, de la 
liJ•ci6n abiótica r de la aineralización de la aaterla or16nica 
•n de•coaposición. E•tos ion•• •on incorporados por las raioea 
a trav6• de un proceso activo CHuflaker r Rain• 1978), El 
nitrato CN01·) se reduce a aaonio CNH.•) dentro de al11ln coa
partiaento ChoJas o raioes), por aedio del sisteaa enzia•tioo 
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nitrato/nitrito reductasas (Jackson y Volk 19811. El amonio 
resultsnte, o el que es incorporado directam~nte, es asimilado 
en esqueletos carbonsdos t~nto en las ralees (Osks y llirel 
1985) coao en las hojas. Se ha demostrado en los ve~etales que 
la via enzimática principal para la asimilación del amonio, es 
la que ocurre a través de la 11lutamina sintetasa (OS) )' la 
11lutaaato sintasa (GOGAT). La reacción que es catalizada por la 
11lutamato deshldro11enasa (GDHI no parece ocurrir en niveles alll
nificath•oa en relación a la ma11nitud de la aaiallar.lón 
prlaaria (Mlflln 1980, Robertaon y Farnden 1980), La 11lutamlna y 

el 11lutaaato sintetizados participan coao donadores de nltró11eno 
hacia una aran cantidad de coapuestoa orllániooa por aedio de 
reacciones da aaidación reductlva )' transaalnaclón (Mlflin 1980), 

Alllunoa de eetoa ooapuestoa (amidas, aaino•oidoe, uraldos) par
ticipan taabi6n ooao transportadores de nitró11eno or11•nioo 
hacia el resto de la planta (Pate 1980), En los nódulos de 
le11uainosas, la as de la fracción ve11etal del nódulo ea respon
sable directa de la ssiailaclón dal aaonio producido )' secretado 
por el aicrosiabionte (Meeks et al.1978, Hiflin et al.1985), 

La fiJaci6n aiabi6tica en el frlJol r la• le11ualnoaaa. 

El frijol ccaún pertenece a la faallia Lelluainoaae, que 
cuenta con una cantidad de especies descritas (ca, 15 000) 

solamente superada por las plantas ooapuestas r laa orquideas 
(NAS 1981). El orl11en de esta faailia aún se discute, pero se 
han establecido relaciones con el tronco de las roa•ceas 
(Heywood 1971) .• Se ha postulado aeimiaao que parte de su aaplia 
diversificación y distribución, pudieron ser favorecidas por las 
asociaciones simbióticas diazotróficas que establecen estas 
plantas con Rhizobium, lo cual confirió ventajas eool611icas con
s lderables a este 11rupo ve1etal. Es su1erente el hecho de que 
dentro de las tres subfaailias de lellu•inosaa, se ha encontrado 
una proporción creciente de especies con capacidad de ""r 
uoduhdai;, pr\rtiendo del 'rupo más anti¡1uo: en ls ~ubfaallia de 
l.•s caesalplnoidens y subsecuentcaente en las aim:isoideas se han 



podido describir •ólo algunas especies con capacidad ciabiótica; 
en las papillonoideas (al que pertenece el frijol y gran parte 
de las leguminosas de interés a11ricola), prácticamente la 
mayoría de los ejoaplares e":iminados presentan nódulos 
(Allen y Allen 1981, Posgate 1981), F.ste análisis parece in
dicar una coe\'olución de la asociación simbiótica que paraitió, 
probableaente, la colonización de los aabientes teaplados, en 
donde varios tipos•recientes de leguainosas se hallan aáe repre
sentados. 

Dentro del g'nero Phaseolue existen ,·ariss espacias c:on 
usoa a1ricolaa, pero las \'Briedades más conocidas de frijoles 
doaeaticadoa, criollos y meJnradoe, pPrleneoen a la especie 
p, vyl1arlt L., de orilen )' amplia distribución aeaoaaericana 
(Allen 1 Allan 1981), En este trabajo hemos utilizado principal
aente el cultivar "'egro Jsmapa, liberado por INJ.\; este friJol 
tiene ciclo corto (60 dias), hábito de crecimiento tipo J 
(aateado) y presenta crecimiento óptimo en regiones teapladag 
y subtropicalea, l.a planta se estudió durante el creciaiento 
ve1etativo (0-38 días), en condiciones de invernadero )" oiaarati 
de cultivo, utilizando un r'llimen hidropónico, 

11 prooeeo de nodulaclón, la hietololla 1 la flaiolo1la .. l 
nódulo. 

Los nódulos radiculares en le1uainosas se foraan una vea que 
las bacterias han penetrado a ti'&\''ª de las capas exteriores da 
la rai1, y se han alojado intracelularmente en la zona cortical. 
Beta proceso está asoci:ido al Inicio de una serie de caablos 
aorfogen,ticoe en el tejido ••e11etal, que ocasionan un 
creoiaiento relati \•amente or11an lzado di! tuaoracioncs va.a-

cularizadas distribuidas en Ja zon:i superior de la raiz (Vincent 
1914, Ne11comb 1981 l, El aspecto que 11áa interesa de la 
aorfologia general del nódulo, ea la foraación de una eona 
central en donde r.c obsenan células lnfectadac y otrac que 
no han eido in\'adidac: po1· las bacteri "", En lar. prlaeras, 
\'arias vesicular: con membranar. de orhicn \'u¡telal circunscrlbP.n a 



las bacterias; estas últimas exhiben un estado de 
diferenciación caraoteristico de la condición simbiótica 
(ba~teroide) (Werner et al,1980, Morrison-Baird y Webster 1982). 
Las membranas peribaoteroidales limitan auiaisao a una pelicula 
de oitosol 1 en la cual ee observan escasos or11anelos y están 
contenidas taabién una serie de enzimas que participan en el 
aetabolisao b'sioo del nódulo (fracción soluble) lRobertson y 
Farnden 1980, Rernolds et aJ.19821 • Las células no infectadas 
poseen una vacuola central y cantidades variables de aailoplastos 
y peroxisoaas; se ha demostrado una participación especial de 
estos últiaos en el metabolismo de compuestos nitro11enados de 
exportación, en nódulos de al11unas le11uainosas IN1u1en et 
aJ,1915), Existen en el nódulo, además, otros tipos celulares 
coao aon el teJldo aerieteaático, el vascular y el parénquima 
cortical, que van ocupando un espacio deteralnado durante el 
desarrollo de eate ór11ano siablótico, 

Dentro del tejido nodular se realizan una serle de reac
ciones aetabólioas encaainadaa b'slcaaente, al suminlatro de 
derivados del fotosintato para la actividad del bactsroide 
(Dilworth y Andrew 1984); al control del flujo de 1aaes, 
eepeclalaente de oxi1eno 1 el cual debe peraaneoer en niveles 
tales que peraltan la respiración del microsiablonte aln dañar 
al coapleJo aultienzia,tloo de la nitro1enaea bacteriana lGallon 
1981), y a la asiailaolón del amonio J el aetaboliamo de loa 
compuestos nltro1enadoa para eu.posterior exportación a la parte 
aérea de la planta (Mlflin 1980). 
Ea interesante conocer la distribución intercelular y le 
localizaoión intracelular de ciertoe procesos bioquiaicos para 
poder esclarecer lae vias aetabólicas que ocurren durante la 
simbiosis, asi ooao la función )" loe 11ecanie11oe de re11ulación 
que controlan la expresión y actividad de las proteinas que par
ticipan en tales proceeos. Aunque se ha descrito en al11unas 
le11uainosas que la GS de nódulos es una enzima citosólica 
(Awnnaike et al.1984), resultados preliminares indican que una 
porción de la OS de frijol puede estar asociada a fracciones 
particul11.das (Ort.e11a JL y M Lara, datos no publicados) 1 abriendo 
Ja posibilidad de que ésta actúe en un comparti11ento subcelular 
er.pecial, o blnn, en la interfase bar.teroidP.-planta. 



·! 

Genética de la nodulación 7 fijación siabiótica en Rbizobiua. 

Las eubacterias del r:enero Rhizobiu11 poseen la capacidad de 
infectar a J :rn l er:uminosas (y a algunos ejemplos en otraa 
faailias), 
relevante 

por medio de mecanismo~ rf•lativa111"?nte 

el hecho de que en el estado final de 
coaun••· Es 
la infección, 

se observa una or11anhación estructural y funcional lliailar, es 
decir, la fiJadón de nitró11eno ocurre dentro de .estructura• 
localizadas (Vincent 197+1. Han sido descritas, sin eabarao, 
caracteristicas distintivas en sl11unos 11rupoc (e.11. nódulos con 
aeraiteaos aplical o radial, infección intraticial), 7 
aodalidsdes particulares en al11unas 
(nódulos caulinares) ( Allen y Allen 198 l l , 

parejas siabl6ticas 
Estos hechos ponen de 

aanifieatc cierta diversidad de los mecanismos para efectuar la 
infección 1 alcanzar el estado simbiótico (Newcomb 1981), 
La or11anización y estructura de las re11iones del 11enoaa bac
teriano que confieren la capacidad para nodular 1 fijar 
nitr61eno, ha sido extensamente estudiada en este lénerc, 
eapecialaente en el 11rupc denominado de "crecimiento r6piclo". al 
que 8 1 pbal'leoll pertenece (llombr.,cher et al.1981) J\unque 
Rbi1obiua se ha clasificado de acuerdo al concepto de 
eapecificidad por planta hüspedera (Grupos de Inooulación 
Cruzada), los avances recientes en la caracteri1ación 

aicrobiolólica con base en enfo~ues bioquimlcos 7 11enéticoa, 
ha dado orillen a nuevos criterios para la taxonoaia de 
Bbi1obi119, utilizando un sisteaa de tipo fenético; baJo estas 
condiciones la especie R. phaseoli se denoaina ahora U... 

le4ualno1arua h\', P.haseoli (EU:an 198~), 
En R. phaseoli la infor11&ción 11enética in,•olucrada con la 

capacidad para nodular (llenes l\!!Jl) y para fiJar nitr61eno (lenes 
n!..t y f.il!. ) se halla localizada en mP"splismidos que pueden ••r 

~ransferidos a, y muta~enizsdoc en otrno er.per.ies bacteriana• 
(et.Quinto et .. 1.19Y5, Mart!nc·z et al.1987), El estudio 1fo estas 
funciones por mét.,.1oc 11cnet leos )' por téc,nlcse dn biolo11ia 
aolecular ha propiciadn l:.i Aenernri6n de cep:." bacterianas con 

alteraciones en el r:enotipo relacionado a la •i~biosls (Noel et 
al.1984, E. MnrHt1, dst.os no pub! icadoe. l, F.>ól!:t.P.n también cepas 
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de rhizobia que han sido aisladas de nódulos de le uminosas, al-
1unas de las cuales están alejadas filo1enét ca•ente del 
frijol. Estas cepas tienen capacidad de infectar y nodular a la 
planta de frijol, pero produciendo nóduloe efectivos, es 
decir, incapaces de reducir nltró1eno atmosférico (Hartinez et 

al,1985), Todos estos avances han permitido util zar alaur.aa de 
estas cepas para evaluar el efecto de distintos 1 notipos bac
terianos en el dessrrollo de la simbiosis, haci ndo énfasis en 
el análisis de la expresión de GS ¡• de proteínas epecifica& en 
los nódulos (Conde 1986, Ca•pos et al.19871. 

liolo1ia 110lecular de la •i•bioai• lhi1obiU11-l•1u• noaa. 

Deade un punto de vista ontoaenético, ae ha trat do de oarac
teri1ar la •i•biosis entre Hb.1Il!l!.l!!!! y las leau• nosas con base 
en la expresión diferencial y secuencial de u a serle de 
transcrito& y productos polipeptidicoa que aparecen 
eapecifica•ente en el tejido nodular (Blesellnl et al.198t, Ver•a 
et al.1118.11). Se ha propueato que •ucboa de el!ltos co•ponentea 
(nodullnaa), partloipan de •anera relevante en a estructura y 

funclona•iento de este óraeno. En este •o•ento, las 
le1he•o1lobinas, la uricasa II y al parecer, isoz aas de xantina 
deshldroaenasa (XDH) y colina clnasa (CoK), son las dnicas 
ncdullnas cuya función ha sido ldentlflcada, ade a de la GS 

especifica de nódulos de frijol. No obstante, existe adn una 
serie de proteinas y productos de traducción 1n v1tro, a loa 

cuales no ha sido posible establecer su función y localización 
particulares. Loe 1enee que los codifican parece inducirse por 
sellales •orfoaénicas derivadas. de la infección bac sriana, ¡· loa 
productos sintetizados deben participar en la fo •ación y las 
funciones del nódulo en distintoe comparti entoa (Ver111a y 

Lon1 1983). Es posible que al1unas de estas no ulinas posean 
capacidades oataliticss y aecanis•os de reaulac ón distintos a 
loe de eus isoziaas correspondientes en otros ejidos de la 

planta (Verma et al.1986). l.R necesidad de un •od lo aeneral del 
desarrollo y de las funciones del nódulo, ha p opioiado el 



estudio de 
subcelulares), 

al¡¡unos "marcadores" 111orfol61&icos (e>1tructura11 
bioquimicos (actividades en::imaticas) y ueni!ttlcoa 

(transcritos), que estén Involucrados con los procesos más impor
tantes de este órllano. Tal es el caso de al"unas enzimas del ae
tabollsao nitro¡¡enado, y '"' especial, de la ¡¡lutamina alntetasa 
(Lara et al.1983, Oebhardt et al.1988, Sen11upta-Oopalan y Pitas 
1918 1 Tin1e1 et aJ,1987), 

latruotura y funoi6n de laa OS en ve1etalea. 

La 1lutaaina sintetasa es la única enziaa que incorpora el 
aaonio en un 1rupo amida. En loa or1anismos fotoaint6ticoa par
ticipa en la aaiallaci6n primaria de aaonio )' adea•a en la 
reaaiailaci6n que ocurre aaooiada a la fotorrespiraoi6n (~iflin 
et aJ. 1915). 

10 

Se han descrito varios tipos nativos (isoformas 1 iaoziaas) 
de 09 en loa diBtintas ór11a11oe que coapcnen a lea ve11etalca 
auperiaras; existe un urupc de poliréptidos que canatituyon la 
OS cloroplástica (OS-2), exclualv:i de tejido fotcaintétlco,. y 
otro 1rupo de isofcraas (OS-1) ccapu~atas par diatintca 
polip6ptidoa que tienen una localización citos6lica (Hiral et 
aJ, 1914). En frijol, se ha dPscrito t.a11bii!tn una isoforma de 09 
citoa6lica que ae induce solamente en nódulos (09n-1) (Cullimore 
et al.1913), Esta ieofcraa presenta pccaB diferencias con 
reapecto a la iscforaa común de los nódulos y las raices (GBn• 
2) 1 y está lntiaaaante relacionada al dasarrollo de una 
fiJaoi6n efectiva (Lara et al.19831. Al maaento de coaenaar eate 
trabajo, no se conocia la coaposición polipeptidica de las en-
ziaas presentes en ralees y 
que la inducción de la 
coincidla oon la aparic16n 

nóduloo, aunque se habla establecido 
isoforaa de OS especifica de nóduloa 

de leahemoalobina y la actividad de 
nitro11enasa. Durante el tranocurso de est" proyecto ae daaoatr6 
que la iBoforma GSn-1 est• r.aapi:es"a anyoritariuento par un 
polip6ptido n6dulo-especifico (GS-aamaal, que po•ee un peso 
molecular)' un punto J3oelértrfro liller:tmente aayarea al di' loa 
pollpéptidor; d<> GS quo ae t>ncuentran también ••n otros tL•jldos 



del frijol (Lara et aJ.1984), Posteriormante se deecribió la 
existencia de una familia multigtnica de OS en frijol, que 

presuntaaente codifica para cada uno de los 
t.ados (Oebhardt et aJ.1986). 

aonóaeros repor-

se 
Dentro 

han 

111, OBJITIVOI DE BITE TRABAJO 

del contexto de la biologia aolecular de la eiabioais 
abordado distintos 

inaunoló1ico• coao 1en6ticos 
enfoques 
para la 

tanto bioquiaicos, 
identificación de las 

nodulina• f para el oonociaiento de eus funciones. El interé• por 
conocer la expre•ión gen6tica f la ra1ulación metabólica de loa 
nódulos de la planta, asi coao lo• factores dal aioroai•bionte 
que condioionan e•tos procesos, tiene por objeto deterainar la 
participación del genoaa vegetal en la foraación f funcion .. iento 
de loe nódulos, f asiaisao, conocer algunos de los faotorea 
relacionados con la fijación efectiva en nódulos de frijol. la
tas ideas previas noe iapulsaron a utilizar a la 1lut .. ina •in
tetasa especifica del nódulo de frijól, coao un aodelc 1lobal 
para el estudio de la regulación de la expresión de nodulinas, 
Ja que fué posible deterainar algunos pariaetros de la enzima 
(niveles de actividad, concentración de antileno, proporción de 
aonóaero• de OS sintetil:ado11 1n t•1••o e 1n ••1tro), a partir de 
nódulos de distintas edades f foraados por diferentes tipos de 
cepas.Por tanto, loa objetivos da aste proyecto se rasuaen en: 

-Describir al1unae caracteristicaa distintivas del polipép
tido de OS especifico da nódulo•• 

-Daterainar el patrón de axprasaión de la os-1 .. a durante al 
de11arrollo de nóodulos efect•\'os. 

•Caracterizar las condicionas indispensables de la inducción 
de os-1a .. durante la siabiosis. 
En este tesis se inclu)'en resultados enviado• a publicación, 
snbre la cinética temporal de la inducción de OS f nitrogenasa 
durante el deaarrollo de nódulos efectl\'os e inet'ecti veo de 
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friJol. Se di•wuten además, 
sobre la estructura ~· función 

alaunon renultados coaplementarioa 
de las GS en nódulos de frijol. 
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IV. MATERIAL Y NITODOS. 

En esta sección solo har6 aención de las modificaciones sus• 
tanciales a los procediaientos citados 
aunos de loa cuales no están descritos 
haré comentarioe sobre alaunoa detalles 
de loe aateriales f aétodoa utilizados.· 

en la publicación, al
cen aaplitud¡ asiaismo 
f ventajas particulares 

a.) Mttodoa de or•clalento de planta• e inoculación. El 
aaterial biolóaico (raicea r nódulos), fué obtenido a partir 
de plantas crecidas en invernadero bajo ré=i•en de 
hidroponia, El soporte utilizado en las aacetaa, consistió de 
veraiculita da arana fino. En estas condiciones, la huaedad se 
aantlene de aanera adecuada f es poaible recuperar raicee in
tactas con facilidad. El inóculo bacteriano tué aplicado sobra 
seaillaa praaaralnadas J prevlaaente aeabradaa en la asceta, lo 
que ase•ura una uniforaidad en el taaafto de las plantas r en la 
distribución de loa nóduloa, 

b.) Colecta da .. tarlal bioló•lco. 
coaechadoa en •eneral por la tarde, para 
rápida del tejido. La fijación de nitróaeno 

Los nódulos fueron 
evitar la deaacaci6n 

ae deterainó en 
raicea noduladaa a partir del aediodia, Ja que ae han observado 
valorea aaa alto• de reducción de acetileno (ver adelante) en 
plantas aoaetidaa a intensidades luainosas elevadas (Rainbird 
et al,1983), Loa nódulo• colectados para la extracción de 
proteina f RNA fueron oon•elados en hielo seco despu6a da la 
ooaeoha, 1 poaterioraente a 70• e has.ta el aoaento de utilizar
los, 

c.) llttodoa da ••tracción 1 fracolonaalento. Loa extractos de 
proteina soluble de nódulo fueron obtenidos en presencia de an
tioxidante, inhibidor de proteaeaa0 r en al•unaa ocaaionea, de 
poliaeroc or•ánicoe que adsorben coapueetos tenólicoa )' taninos, 
En ealas condiciones, la actividad de OS en los extractos es 
estable por lo menos 36 hrs, En alaunas circunstancias, fué 
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necesario ultraf"cntrifua:a:· lo:.; e~tra.ctos C'on el fin de mejorar 

eu fluidez en col u11nas, )' la di:i lis is ee utilizó para evitar la 
interferenci11 de inne& y met:ibolltos acumulados en el nódulo con 
los procedimientos subci~uientes, 

d,) Deterainacionea de actividad enzi .. tica, La actividad de 
nitro11enasa fue determinada por el encayo de reducción de 
acetileno. La incubación de loe nódulos en presencia de este 11as 
(4" v/vl ee efectuó, como máximo, durante 90 ain, que corresponde 
aún al intervalo lineal de la cinética de producción de etileno. 
Para la curva de calibración se utilizó un est•ndar d~ .etileno 
•inteti&ado en el laboratorio Ccon la gentil ayuda del Dr. 
Martin-Polo); los valores tiplcos de acth•idiui de nitro11ena11a, 
expresados coao naoles de etileno por hora por planta, est•n en 
el aieao orden de ••11nltud quo los descritos para friJol r otras 
le1uainosa• CRobertson r Farnden 1980), cin esbar110, en eate caso 
la aenaibilidad fué aaa alta, considerando los datos publioadoa, 

•·1 lleotroforeais d• prot•lnas 
an•li•ia de los polipéptidoa 

e inaunodeteoclón de QI, Para el 
de GS en nódulos ae utilizó la 

electroforesis bidiaenslon•l, que peraitió discriminar con 
precisión la presPncla de cada uno de los aonóaeros de as de 
friJol en los diatintoa estados de desarrollo. Posteriormente, 
con la ayuda del antlsuero anti-GS, fné posible utilhar la 
técnica de inaunodetección tipo "W<>etP.rn" en i:clec monodiaen
aionales, r revelar el antl11eno por un ensayo inaunoenzia•tico. 
lato perai tió la e\•aluación de la cantidad relativa de GS total 
én nódulos, a partir del análisis densitoaétrico de la• bandas 
detectadas. Para cuantificar este paráaetro ce probaron con an
terioridad, tanto la ineunodeteccion en punto coao la in
aunoelectroforesie cuantitativa, no obet11nte, la reproduoibilidad 
y la sensibilidad de estos métodos no fueron satiefaotortaa. La 

cantldad ••xi•• relativa del antilleno de OS presente en 
obtenida por el primer procedi•iento (ID), 
aproxlaadaeente con lar. dato>: de pu~ifioaotón de 
CPF); UD:2,94'L va. PF:2,t7"l. 

nódulos, 
concuerda 
la enzlea 



f,) In•unoprecipitación de OS. 
proporción de monómeros de as 
productos de traducción in 

inmunoprecipitación indirecta, 

El análisis de la presencia y 
en extractos de proteina y en los 
vitro se llevó a cabo por 

En los extractos solubles de 
proteina, el segundo anticuerpo que se utilizó consistió en anti
IgQ de conejo obtenido de cabra (Goat-Anti-Rabbit, OARl 1 •ientras 
que en loa productos de traducción in 1•i tro, 
efeotuó con base en una incubación con 

el segundo paso se 
celulas fijadas de 

Stapbrlococcus aureya, las cuales poseen en su •••brana la 
deno•inada proteina "A", que une IgO'a por el fragaento constante 
(Fo), En ••boa ca•os, loa coaplejos antigeno-anticuerpos fueron 
preolpitados, lavados 1 so•etldos a electroforesis bidl•eneionel. 

La eatrateala alobal para la deacripción de la gluta•lna 
aintetasa eapecifica de nóduloa, en cuanto a su secuencia te•
poral de inducción, y en ouanto a alguna• oondioionea in
volucrada• con au expreaión, se reau.e en el siauiente dlaaraaa: 
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V. RBSULTADOS Y DISCUSION 
( Parte I ) 

l. Purificación de OS de n6dulo• y caracteriaación preliainar 
del polip6ptido especifico de nódulos. 

Durante la fase inicial del trabajo de in\'esti11ación se 
llevó a cabo la purificación y caracterizacion de la enziaa 
OJutaaina sintetasa de nódulos (GSn) de frijol, la cual tué 
anterioraente publicada (Lara H, Porta H, Padilla J, Fclch J, 
Sánchez F. 1984. Plant Phrsiol. 71:1019-1023), A partir del 
protocolo 
purificada 

reportado se obtuvieron fracciones de enziaa 
a hoao11eneidad¡ los cálculos finales indicaron que la 

OS representa alrededor del 21 de la proteína soluble de nódulos, 
Cabe. aencionar que en este proceso se purificó la tracción com
pleta oon actividad de transferasa, sin hacer el fraccionaalento 
de laa iaoforaas de OS reportsdaa en nódulos de frijol 
(Culliaore, et al.1983), Con base en el análisis del patrón en 
eleotrotoreaia bidiaensicnal de las enzimas purificadas de 
nódulos r raioee no infectadas, concluimos que la os citosólica 
de frijol ae coapone de tres polipéptidoa de peeo aolecular 
aeaeJante (aprox. 43 Kd), pero con distintos puntos 
isoeléctricos: La OS-alfa (pI:5,2) está presente en embriones 
y raicea (Orte11a et al.1988), pero no ae detectó en la GS 
purificada de nódulos aaduros; la OS-beta (pl:5,8) es común al 
tejido de raicea y nódulos, y la os-11a .. a (pI:6.6) se encontró 
únicaaente en nódulos, La presencia ór11ano-epecifica de este 
6ltiao polipéptido ha sido contiraada por otros aétodoa (e,4, 

inaunodeteoción, traducción in t•i tro ) , )' aeiaiamo, por otros 
autores (Culliaore, et al.1984. Oebhardt, et al.1986,), 
Con el usn de un antisuero anti-OSn ee llevó a cabo un 

análisis por iaunodifuaión doble (Ouchterlony), el cual re\•eló 
que existe una diferencia anti11énica entre las enziaas 
purltioadas de raioee y nódulos. El espolón correspondiente a la 
banda de inaunopreoipitación de la GSn puede atribuirse 
se11uraaente a loe deterainantes antillénicoo específicos del 
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monómero GS-gama. Por medio de inmunoelectroforesis no cuan

titativa fué posible observar también, una mi11raoión diferen
cial entre lo" .. nti11enos de GS de raices y nódulos, tanto en 
for•• purific,.da, como en extractos. Estos resultados indican 
que las variacione6 en la co•posición polipeptidicn se ve 
reflejada en algunos para•etros fisicoqui•icos de las holoen
zi•as. 

19 

La relación entre las isoformas nativas de GS de nódulo (GSn-
1 y GSn-2) y los polipéptidos encontrados por isoelectroenfoqua, 
parece aar •as compleja que la del •odelo concebido inicial
•ente (ver Parte 11), Esta aseveración se ve apoyada por diversos 
resultados obtenidos en nuestro departa•ento, r por otros im•as
tl•adores. Por eJe•plo, los ca•bios en la •ovilidad 
eleotrotorética de la banda de actividad de OSn-1 de nódulo• de. 
P. vyl¡ari1 (Robert y Wonll 1986) y la variación en las propor
clonee relativas de OS-beta r GS-•a•a durante el desarrollo 
descrita en este trabajo, su11ieren la existencia de una aerie 
continua de isoformas 'duren te el desarrollo. 

2. Inducción da •lutaaina eintet••a e•paclfica de nódulo• dur•nt• 
al desarrollo de n6oduloa. 

El conjunto de resultados obtenidos subai•uienteaente, 
fueron eo•etidos a publicación en Plant Molecular B1ola•r· Heaoa 
recibido ra la aprobación del editor; el i•preso anexo, ooa
prende la versión correllida de las pruebas que enviaaos recien
ta•ante r que eer•n publicadas en 1987 dentro del Vol. 9, No, 1, 
pp.85-74. Un jue110 extra de las figuras se incluya por razona• de 
claridad. 
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-•--•1(10.0ca•G.1<11) 
.,... o.is ..._ ._ulilllnlod wlth .-.. 
bulfwr (10 •M 'IHl-HCI pH U wlllt 10 U1 MI· 
- 1 mM Z·MI! aod 0.1 mM PMSI'). Ali 
ptOc:Odum-.canlodOICll4'C,CJllCllvily111 
-IMdbrlMu.hlwlM•,..__ 
u dlocrlbld 11111: unill ............ la 11 _. ..,.... ... _,..llJd_ lonnod ..... 
ntln·1• Soluble ptOCcln - -unod br 1ht 1.wry 
1191 and B...SIOld IMI prOCOll-. 

An ,.,,... '°'""" oqvlvaknl 10 1.0-Z.O ._fw. 

(20) 



IH unlts wu lmmunoprecipltated accordlna 10 
procedura dnc:rlbed el-hert (J2(, u1ln1 an anli· 
OS anlllerum nlNd aplmt purified nodule OS 
(l&J and aoat anti·rabblt (OAR) antlbodla. lm· 
mwiopncipilala .,. MPlfllad and lllb)ectld to 
tWIHllmcnlklaal pi clectrophorail (20.l'A(]E), 
ro11ow1na die O'Farnll .,.._¡un u dnc:rilled (16, 
26), 111111 lllined wt1b c:-aulH!ue ll-250. 

'11111 ltlluMa pnlleill fllClioll of llOduln (IS 111 ... 
llM)-~toll"pol~
....... (Slll-MOE) (14) ............. 
_ .. .,._._ (JI) - canlld Olll wldl 
llOdlflld tnullr ..... ffer 111111111 (o.I IC) ud Nll• 

n1me -.llllau (Sii, ISOlllA, 4°C). lm· 
muladlllCllall of OS .... w perfClnlld by a 
......ua.d .. i...__ic .-loe (ti,. 
llllolll. llMldou _._ wllb l:IODOdllut· 
11111111-0S ....._ ud wllb 1: IODOd111*111011 
llllll-11111111 faOl_,...tollonHIM,...W.. 
(CJAa.r.,.....,, llalll 18 plla1pll111 .,.... .. 
11111 llllullon (PIS) COlllllnlaa ..,., w/v 9SA. OS 
antteea-vi-tlaad 1111 tlw lllotl after lncllllltloa 
18 PIS CClllllÚlllll O.OS'i w/v DAa 
(J'J~....., 
la tlw .,..._ of O.OOJ'i v/v HA. lmalllllllllota 

- pliatoplpMd 1111 ICodallth - and llripa 
of .it llM - Ulld for --......._,,._ 
llMnl pnJteln COllCtlllrlllou - llU)llll "' 
SDS-l'A(]E to obllln a U-·mllOllll 191111 be
,_,, die purlllld llOdult os~ ... 

llw band·Nlatl .. ltttlnllty. os llllilm -· 
don la llOdult atnlcll wlthln thll lllllt wu •· 
pnued u ,.. os par ma nodult pn1111n. 

A,.,,., t¡f 11otltit. OS polvpq¡lda /fOlfl In 
vitro 1 .... //0ll Qf poly,,,../ tN poly(A •) ltNA 

l'Dlrrlboloma from nodulll - obtalnad and to-
111 RNA wu atracted u pnviouly dacrlbed (27). 
Folr(A +) RNA wu purlfled by oll..,..sT <CUulote 
duomatoanphy. /11 vllto tranllatlon of total poly. 
-1 (10 111) or polr(A •) (1 111) RNA wu pet· 

formed In a rabblt nticulocyte lyate 1ystem n the 
praence or (1'5J·Mtt, and couated acco 
plllC)ldum al!Mdy dllcrllled (U). Vol 
tramlatlon mlature equivalen! 
2.s-s.o 1e 10' cpm incorporalld 1a 
pnclpltable llllllrill - c:entrlfuaed and 
to 2SO ,.i wtlb PIS 11e IOlutlon C011111nl111 
PMSF, O.Ol'i v/v 1Hton X·IOO. ~ 
cullatlll wllll IS ,.a ol Mtl.(JI llllilarua for ll at 
••e rauo..i .., 10 ,.a or 10.. w1v n...i 
~-clllla(Sipla), 

18 'cxlld' _.,.. .,_. .S lncuNtlon -· 
dnld lar JO ... wltll ...... llitatioL 
pnlllla.,\ .... ' dJlt• -
....... ICnUI' INfflr • ~ 
........... .. O'l'lnlll .,._ INfflr IMI· 
~ ~ ... calrlfulmdaa 
- loadld 18 flnl.._.. ..... 2·D 
~M'Dlll-· ....... """' fllml -10•c . 

NotltillGSMli1M11m1111""'1IOll · 

'11111 relatl,. abundanct of OS antipn In 

( 21) 



··-. - .. ··~ ~ .... ·. - ' 

(22) 

T..., l. Cornllllon or OS .aivlty and 1n1ipn llvtll d11ri,.1ht........, of #', ...._. ...... 

_,,_, OS 1p.1<1M1,0 T/Sllllo 611111' -···· HoN! U(TlolOS ,._ dar' T 

H-U. o 1.1 Ull 
u.r-- 10 N.D. , .. - 10 l.Cll 1.Cll 11.7 1• O.IN 

11 1• 1.01 11.t 1.11 0.1• 
12 1.ai 1.11 11.s 1.21 t.I• 
11 1.11 1.U ls.t 1.11 ..... 
1• l •• 1.n lt.1 1.11 t.IU 
11 2:n IA7 llJ , .. . O.lit 
» 1.• 1.• IJl.I 1.77 0.111 '°"" __ ,.,....__.,._ .. , ..... 

• _., ... 111....,.._,,_ l __ l'll' lt•l.Q_(l) .. t.111..-i.-... 
•-elllltCll..,.._l_IM4111-:IClll ___ _,.,.........._ ....... 

""'-· . • _llll.tlJ ____ ... Cll_llll.ii, ....... --..tD., __ •lito. 
. . 

lle llOd1llta - tul,_. !Ir SIJS.PAOB ... lm· 
•ur*9Cllol •-or1htos111111m-
Cltlllllliall ......... pcllltla - flom ... 1 

10 10 11 .,. old - Cllcllillld br -....-irle 
_.,. or os ""* oa Clllllnlld - 1nao 
......., CMle 1). Tht.,....... -ulllloll or 

} 
f .: 
~ 
~ 

; 

i 

11 
1 

.. -----------
........ ....... 

____ ... ·-··· •.,...::-:=.:-:-·-·-·-·-. 

IAllllOS .......... wllll._._....i.tlJ 
illduclloa. v.... of lllt Cll ........ ...... 
,,......... IMl llllio flam llfpocolyl ... - .. .__1111111' .... llloltof ...... la ..... 
-1111111111o ...................... .,. ............. 

41. -~KtMCilllaP.••/fWIOOl•-•OS~llc1cclricr--llr-I•~ ... .,......,.,....,. 
le...,,..llftlllilllllllClll-~"""°''h(H,...,O);--ill(N, IOIOlldQl)¡ ____ (I, .. IOI. 'l1le 
•-_ _.,..udna KtM•rl•>-nnc-ln nodu _ _, .. .., IJ ,.,..~ 
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..... or ~ - -""" ~ 
llllloopott..--llrltlottotMWtlO .,.......Ol,,_, __ ..,m. 
PMll!. I• Wll9 lllllllldaa OI "'°""" r- ood· 
111 po1,- or •••b(.\') RNA 11111 0DI dllltt In 
• .-.n1111w_.-.-............... 
btltlriar1na1-.~n.N1111w-•ros 
~,,,,_,,,_,_.......,_ 

-,....i (Fla. I). Tlot ........, <JS:P.l!m• 

,,,. •. ._........,.•or•"''°~os,.,,.,. 
lklll.,....,,_lllli,...,._INAofdMJ..,ina..._ 
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...... , ... Ol,...,,......os..i,Mproductl1 ...... 
11pto.,IJ(11row). 
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~= , .... . . . 
e 

,llf.1.-~- .. ,, ..... ~,,, .. .,.. 
~~-'ª"'°''""º WOl _____ wllll2.!•IO'-of · 
____ ,.._..._,.i_.iaNA 

........... -,,,, .. --"""~ 
lllut(l'MIÍA),_.., ............ ~.~'1'111-· 
... 1$1•'- ol dw M ""9 ......... ....,. ot 
IMIJ-aldllOIJ(A•)-ltaNA-..-llrlhelftll· 
111 ......... ,_1tpnllCl•'4-~C). 

mlNA wu lncreued from nodula 9 to 11 dayo old 
In lllallon lo 01her product1 lnduced durina nodult 
e-..-, 

\Ye are U1lna 1he nodule-1peclnc alu•amlne 1yn1he· 
111t polrPOJ!lide from PhtUeO/ou ••l1orls as a mod· 
el lo -ine the holl·planl metabollc and aenetlc 
fUDCtloaa durlq nodulalion. Our work 11 allo fo· 
clll<Od on the role of thc mlcrosymblont· 
condltlollld factora lnvolved In nodulln induction. 

Tbe inductlon oros activity, already deacrlbed 
In developiq aoduln or sorne leaumos (23), was 

( 2 5) 

~· 
... .. .. s .. 

' •• ·• 
IO .. 

.. • 

.. :• 

.. ... ... .. 
111.&~- .. ~ ... ~ .. ,..... _,,,,.,,,_ __ .. llld 
11 ............ -, .... _,,, __ _ 

- Mjoclol .. - - ........... 01 ....,..._ ........ __ llJ_..ID .. 
ofOI .,..~ ., r 'r' e ._...,.. • CJl.tlMM ...,,.. 

•14r.---~ 

dttectld In I! .W,..U durl11 tllt Rnl da1I lfter 
nodule ............ llut llllOMilll tllt _,.,. 
NllllClloa ICIMtJ (Fit. I~ Dlfl'Ma& •lol of OS 
trwfauc/1yntlietue eetMtJ of purllltd .-.ie 
laoromu were npotlld (7J, \Wlltlam la tllt • 
llw proponlont or aodlllt OS laofon111 (ISJ my 
con1rlbu11 10 tllt llttratlon or tllt TIS ndo. Tllt 
2-fold lncreue round durina tllt nodult dMlop
rncnt dld not cormpond to thl upected alopt In· 
rerred from tho OSn·I lnductlon, aad 11 may nlllct 
a dMlopmtnlll modulatlon of nodule OS ICllvilJ 
(1ible 1). 

In our arowth conditlou nltroaen flutloa In P. 
v"11oris wu detected 11 leut ' daJI afler nodule 
emersence aad 3 daJI afler the dctectloa oros-



'. 

_.... (FiaJ, 1 and 2), 1nd othcr nodulin1 (Cam
PCll 11 111., 1ubmh1cd ror publicatlon). Similar 
... 111 wm lllo obtalned In pea [41 and 1oybcan1 
1111. A acquentlal lnductlon or speclfic ICllvlty or 
...-la-ulimllatlna, purlne-1ynlhellzln1 1nd 
urelde-FormlRI tlll!yma In ooybean roo1-nodulc1 
- dllcrlbld [291. OS - •he fint lnduced octlvl
ly; lbll -iiuilm may be lhaml br common bean 
u 1 llllkll-pniducina leawnt <161 and Sancha ., 
11L, IUllmltllll far publlcallon), Tite l..- of OS 
apodflc ICtivltJ c:ornlatn wllb tbal of 1ht OS antl-
11111 ICCIUllllilllotl u Judpd .,, -+iot lm
mllllOlllUc:tloa ~ble 1). lolh •-u oocur 
coonllaalaly wltb die illdllCllon of 05-pmma 
polJllllllldt <Pll- 2). Tite 111111,. of OS apralion 
In lnlffecllve nodlllet lltoMd 1111 ...- or os
...- polJlllPlldt In protlln atnc11 (Fii. J), 
Tbat •ultl lndlcate tbll nodulHpedRc os ... 
lnduced .......... of nllfOllllUI ICtivlly, bul lllo 
tllal llM ........ llallon ni. llfflClld lbt IMI º' 
111 ......... Tbat dala art In ~ to 
tllolt pmloully ""°'* 11. u, ,,, 40!. 

Tite dMlopmllllll klaetlcl of OS polJPCPlldel 
la ....... lllldln1andlna tllt parUcular role º' 
OS-plaml la.._. ullmlltllon durilla nlno-

... lludall. "-· lbt polJllllllldt oompoal· 
tioll of llllllve Ol laofontu flom I! ..,.,u nodulal 
la 111111 Wldlu, CUW-M-'- (lllJ) bavt llfl!INI· 
ed IWO laofonlll br Ion ........ cluoeltoplPhy; 
Liia ., .,, (1114) ...,.,.. 11111 purlfltd rool tnd 
nodlllt os art formad .,, dlatlactlvt polyptptkl• 
and alao tbal tllt nodlllt laofonu OSn-1 and 
OSn-2 llave cllfftmlt proponlou of OS-11mm1 
and ()S.lltla polyptptlda. lllolnlly llobal and 
Woaa (ltN) npoitad lhll dll'ftrenca In eltc
ttopliantlc mollllilltl of nttlve nodule OS durllla 
dtwlopmtn1 could lit dut to a coallnllOUI dlalribu
lion of 1111 cleacrlbld polypeptidn formiRI llelcro
~ ~ Tlltlr modal IUQllh lhal 
OSn-1 laoform may be t compolitt of at leut cilhl 
out of nlu laolyns wltb cllff•nt OS·belt: OS· 

' ..... ntloL Tht MW tnd IEF poln11 or lhe I• 
mo and hl ~""' 1ynlhalzed OS polypcptlda do 
D01 vary In 20-PAOE (Fl1. 5). So, "' adudc lhc 
poulblllly of po11-1ranslallon1I modiflcatlons or 
nodule OS polypcptlda whlch may account ror thc 
leftlrlllon or several lsozyma whh ch1n1•• In the 

__. 
chromatop11phlc 1231 and tlecuoplloretlc [JOJ bt· 
havlor. Tltererorc. thc dMlopmental lndllClion of 1 
nodulc-1peclRc OS monomer tnd thl varilblt 
proponlon or thc OS monomm, could aplaln tht 
formatlon of dlffercnt OS lsoforau duriq dllVtlop. 
mcnt. Tht comblnatlon or defined pcoportlon1 or 
thlle polJptptlda 11111 pnlduc¡a -.i llofoem1 
whh dlffernl mobllitln. Thll 811)' be nlllad 10 a 
catalytlc -1111J or _,..,_...loa of lltt 
~ 1111m-or1111tut tbntclotlly 
relattd mRNA apoda 1121 laln _,._wltb thl 

pnsenct º' tbnt lmmllllOPl'ICIPlll ,. ~"'° 
tlUllatloa os pnlducll <Pll- 4). Tltl '-lpta 
wblch ncodt roe lhlll polJlllpllda 1111 be 
dlfftreatiaUJ .,....... .......... ....,_ 
ment becault OS-tlpha, CJS.4llla ud 05-tamma 
prodUCll - lit dtltcltd la ..,. 1010 IJ ... only 
OS-beta utd os...- prodUCll f11111 11 to 
21 dayl. Thtlt dila ... ladlcai. dtl& btfGrt .... 
... n..tJoa tltln 11 a 11 .. ka- 1Jlll)telll of 
11- tbNt ._.... ...... llOdull ...... 
1N1 tbataftlrtllt-of nll......-actt.11,, Ollly 
05-btla utd CJl.tlmlM '-lpta ... pmtlll. 
Tht llllllysla of OS polJlllpllda rOllllll 111 praltln 

fncllons and In lhl hl "''"' hMllaMd produe11 m
tlltll llla1111101-btta:Ol-pmM llftlPCllllan Wll 

limlllr ---- of tM - ... "111- 2 ... 4~ Ali dala ""°" tlll ..... ., ....... 
lptdllc_,...._ora.....,.tudly...._. 
roe cllffaftl os - 111. ud lllaftllr IUI· 
... lbat os....,... ...... - 11. tria· 
ICriptional IMI, U ....... ...titr 112, 2JI. Thl 
lndllCllon º' os-....,.. OOClll1td durittl • 10 
fr11111'-tllatloa ..... MM11111 dlllcl os....,.. 
Clll ., '· alltlllr 1111 I• """' (Fte. •>. - lllt "' 
lllWI lyntlMliM ~ ()S.alplta W11 .. 

lltMd In p!Ollla 91r1C1t lllllll dlt' u ....... -
lrUI to pnvioul nporll (UI, 111 hl 111110 lllllllalloll 
product la cletlCMd up 10 • IJ ,_ llOCllatlon 
when OS-pmma 11 naticlülJ .......,i. 1'111 dt
vtlopnlllllal apmlion pllllra of Os.tlpba -
to be limllar to tllat cleacribtd roe roo11illut1 (21), 
w. •uuat 11111 os-a1p111 l'IPftMtlll a 1ona ure. 
1pan nodulc ptOICln. A -=baniun for lltt reaula· 
tion or apreuloa or OS mar lncludt tllt poulblllty 
or a c11rrcren11al -lrlbutloe rrom dllllnct 11111 
IYJICI found In nodule tluua (c.1., lnl'tclld and 

( 26) 
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(Parte 11) 

En la siguiente sección sólo consideraré al;unoa puntoa 
globales del trabajo anterior, y otros resultados coapleaentarioa 
a fin de discutir algunos aspectos b•aicos sobre la 1lutamina 
sintetaaa especifica de nódulos: como enzima del aetaboliaao 
nitrogenado, coao nodulina de frijol, y coao un aodelo de es
tudio del desarrollo en ,·e;etales, 

l.) La e•tuotura de la• iaoforaas de OS en nódulo• de friJol. 

Hasta este aoaento se ha establecido que loe tres distintos 
polipAptidoa descritos de la OS citosólica (Lara et al.189• ), 
est•n codificados por otros tantos ;enea perteneoientec a un• 
faaili• presente en el 1enoma del frijol (Oebhardt et al.1988), 
Aunque aabeaos que la expresión de estos 1enee v•ria durante el 
desarrollo, o bien en loa distintos 6r1anoa, no eat• claro coao 
participan los aonóaeroa en la composición de las diferantes 
holoenziaaa octaaéricaa (isoformas), Por la evidencia ex-
periaental disponible, se han propuesto dos •odeloa: en el 
priaero, las 
constantes de 

isoforaaa de OS 
loa aonómeros 

se coaponen 
foraando 

por proporciones 
hetero-oli1óaero• 

discretos; este modelo se concibe a partir de la conservación 
en los perfiles de elución de GS de nódulos en croa•to1rafia de 
intercaabio iónico, durante la cinética temporal de inducción 
(Lara et al.1983 ), )"además, considerando la coapoaición 
polipeptidica diferencial que presentan las iaoforaas de as 
(OSn-1: 1aaaa>beta; osn-2: •••••<beta) (Lara et al.llB•I • Es
tos datos indicarian que la proporción de aonóaeros en la 
holoenziaa no se alteraría, pero excluye la pBrticipaoión de OS
alfa que, ae1ún se deaostró, también est6 presente en nódulos 
••duros. Aduciendo la participación de diferentes afinidadee de 
asociación de cada aonómero, 
reducida de isoforaas, 
Bn el se1undo modelo, 
variación teaporal, tanto en 

es posible pensar en una cantidad 

se propone 
proporción 

que considerando l• 
de los distintos 
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polipéptidos (impreso anexo), 
electroforesis nativa (Robert y 

como en la mo\·!l idsd de GS en 
Won11 1986), los aonómeros se 

asocian de acuerdo a un 11radiente de concentración relsti\·a, lo 
que dará. orillen a la aparición 11radual y continua de isotermas; 
las isotermas de as durante el desarrollo, estarían co•pueatas 
por un nú•ero considerable de hetero-olilló•eros de concentración 
polipeptidica variable. Un •n•lisis mas ri•uroso requiere 
cotejar estos datos en térainos de tie•po• equivalentes de 
desarrollo, con el tin de saber si las variaciones en loa tipos 
de isotor•as 1 corresponden a los ca•bios en el perfil de 
elución en croaato•ratia, y a la proporción de polipéptidos. 
Todavia no puede excluirse la posibilidad de interacciones 
inespeclticas de lo• aonó•eros en loa extractos (Jn vJtrol , y 

taapooo la de una contribución diferencial de los dietintoa 
tipos celulares del nódulo en la sintesia f acumulación de loa 
polipéptidos de OS, 

Aunque las caracteristicas particulares de cada uno de loa 
•onó•eros no han sido descritas con aaplitud (v,,r. cu U es su 
actividad oatalitioa re11peoti va, como alteran las cona tan tes 
cinéticas de los ollló•erosl; no se ha encontrado aún evidencia 
de que existan ca•bios •uf •i•niticativos con respecto a laa 
atinidadeo (Culli•ore et al.19831, o a la actividad 
•olecular de laa iaotor•as (i•preso anexol. Sin e•bar110 1 la 
idea de encontrar diferentes propiedades cataliticas en éstas, 
parte de la intención de adjudicar una función a la(sl 
iaozi•a(sl espeoitioa(al de nódulo, oonsiderándola(s) ya sea, 
co•o una tor•a alternativa de "ajustar" la aBi•ilación de a•onio 
a deter•inadas condiciones •etabólicas (nivelee f proporciones de 
a•onio, poder reductor y caria ener1ética) que ae presentan 
durante el desarrollo o los ciclos diurnos; o ta•bién, co•o 
resultado de un proceso de co•parta•entalización en •••branas 
peribsoteroidales (Sen1upta-Oopalan f Pitas 1988). E11 poeible 
que la presencia de isozi•as en nódulos le de •aror versatilidad 
1 capacidad para contender con un proceso •etabólico vital que 
está centralizado en este órlano, 
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2,) La re1ulación de la expresión de las OS 1 la inducción de 
os-1a .. a durante el desarrollo. 

Ha sido demostrado que la fijación de nitró1eno no es una 
precondición esencial para la expresión de OS-caaaa, 1 de otras 
nodulinas Cimpreso anexo, Fuller et aJ.1984 ). Este hecho i•plica 
que al1unos de los eventos anteriores de la aorto16nesiu del 
nódulo están asociados a la inducción de proteinas eapeoifioas 
de este órcano. Está claro además, que las clonas de cDNA 
correspondientes a los 3 aensajeros de OS ~aunque semejante• en 
estructura primaria~, poseen secuencias reculatoriaa no 
hoaólocas que flanquean a los cenes Clas de loa extreaoa 3' en 
loa tres casos, y sólo en dos 5' que son conocidas) (Ocbhardt et 
al.1986). Esto sugiere precisamente, que los aecaniaaos que con
trolan la expresión de cada uno de ellos pueden ser distintos. 
Coao la OS-alfa f la OS-beta se encuentran en otroa ór1anos de 
la planta CLara et al. 1984, Orteca et al. 1986), puede afir
aar11e que su expresión responde a efectores aeociadoa oon cáii
bios no aediados por la simbiosis; sin eabargo, la 09-la•ma 11010 
se encuentra en nódulos qua poseen o6lulas infectadaa. De esto 
se ai1ue que puede existir un inductor de 09-1• .. a aaooiado a 
la presencia da baoteriaa dentro de la c6lula ve1etal que activa 
lo dearrepriae?) la expresión de este cene. 
Adeaáe, como se han descrito otras secuencias hoaólo1aa en loe 
extreaos 5' de al1unoa cenes de nodulines CMauro et ftl,1915), 
seria interesante conocer si la os-1a111ma posee 11na re•ión 
eeaejante, lo que podria 1eneralizar la idea de que existen 
aecanisaoe de control 1eneral para la inducción de alcunac 
nodulinas. 

3,) lxpreaión de 09 en nódulo• efectivos e inefectivo• de friJol, 

A partir de análisis de la expre~ión de proteinaa veletales 
en nódulos producidos por cepas inefectivas, ya sean tll!.~!'lli de 
eapectro aaplio de infección C'promiscuas'l, o bien tranacon
ju¡¡antes simbióticos de ~~cj,_eriua CConde 1986), ha sido 
posible obser,•sr la presencia del pollpéptido OS-1aua en la 
tracción Aoluble; ui bien la actiddad ecpeoltica 1 la 
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concentración de antii:eno total de as permanecen en niveles bajo3 
(comparables a los correspondientes de los dias iniciales del 
desarrollo de nódulos efectivos), estos resultados indican 
nuevamente que el funcionamiento de la nitroi:enasa no es indis

pensable para inducir la os-i:amma y otras nodulinss. 
Esta conclusión se ha visto reforzada por la evidencia reciente 
de la expresión de as-i:amaa y otras proteínas eapecif icas en 
nódulos Fix· pro'ducidoa por una cepa de R.phaseoli que contiene 
inserciones en los ¡:enes estructurales 
(CFN2210 :CFNt2 str-1 nitlla: :sp nilkb: :Ka. 
preparación), Esto indica claramente que el 
por el bacteroide no ea el efector directo 

de la nitroi:enasa 
L. Sella\' ia, en 

aaonio producido 
en la activación 

del 11ene de GS-11aama. No obstante, es evidente que en la 
inducción eubei11uiente del polipéptido y de otras nodulinas, 
estin involucrados factores asociados al aetabolisao nitroi:enado, 
ya que tanto en nódulos inefectivos (Werner et aJ.1980), como 
en nódulos normales crecidos en at,aósferas carentes de 
nitró11eno 11aseoso (htkine et aJ.1984), los niveles de actividad 
de as peraanecen mur por debajo de loe valores tipicos 
asociados a la fijación efectiva. Ente i:rupo de resultados 
podria si11nificar, por consi11uiente, que existen dos mecanismos 
de re&ulaoión para la expresión de este 11ene: uno mediado por 
factores bacterianos previos a la fijación, r otro por los 
nhelee de ciertos aetabolitos producido& como consecuencia de 

la fijación Cr asiailsción) normalea. 
Por otro lado, resulta interesante notar que la información 

11enétioa que poseen ali:unas bacterias "prcmiscuas" contiene, al 
aenos, las re&iones (¿o loe alelos?) involucradae o relacionadas 
con la inducción de nodulinas, aunque no aquellas que le permiten 
fijar efectivaaente en este hospedero (Martinez et aJ.1985 ); 
asiaisao se puede afiraar que esta información se halla contenida 
en el plismido siabiótioo de al11unos rhizobia (concretaaente de 
CIAT899), ya que una cepa avirulenta de Aarobacterium receptora 
de este plismido, adquiere la capacidad de reconocer, infectar y 
proliferar en las células de plantas, desencadenando la 
diferenciación y la inducción de proteinae especificas de 
nódulos, Ejeaplos •'s recientes de transconjui:antcs simbióticos 
dan apoyo a esta idea (Martinez et aJ.1987). 
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1,) La os-11am11a como "marcador" del desarrollo de la simbiosis, 

Considerando la cinética de aparición e inducción de as-
11aa11a durante ~1 deEarrollo de nódulos, hemos propuesto que la 

expresión de este polip~ptido puede ser utilizado en, a,) la 
definición de fenotipos acoclados can alteraciones en el desar
rollo d~ la Eimbiosis, causadas por el qenotipo bacteriano (Noel 
et al.198+, Cevallas, datos no publicados); )' posiblemente como, 
b,) un indicador relacionado a la efectividad de los nódulos 
(Conde 1986). Con respecto al primer punta, "" ha obsrr\•ado que 
auohas nodulinas no aparecen en nódulos formiadcs por nepas for-
11adoraa de Unódulos no infectados' (InC·) (Vandenbosh et 
al .198S). Esto puede su11erir que la inrección intracelula1· rle 

Rbizobiua oontlioiona detinlth'amcnte la expresión de los 11enes 

de nodullnas; esto puede si11nificar que los po~iblec efectores de 
esta induoción son activos '!{/O liberados solo a través de 
aeabranas y no de paredes celulares ('rruchet et al.1980), En 
referencia al se11undo inciso, ha sido descrita una correliación 
entre loe valo1·es de la actividad de as, rle uricasa II y de 
nitro1enaea en nódulos efectivos " inefecti\'os de edades deter• 
•inadas (Conde 1986), Estos resultados auestran una relación 
direotaaente proporcional entre OS )' uricaca, y una corresponden
cia entre OS y nitrc11enasa que depende del tipo de cepas en 
cuestión. Para adJutlicar una relación causal entre eatos dos 

últiaoe par••etros, es necesario conocer la naturale2a 1enétioa 
de la alteración Eimbiót.ica del microsiablonte, y discriminar ei 
existe una dependencia directs de lcE niveles de OS en relación a 
lo• de nitrc¡zonasa a lo lar110 del desarrolle, En referencia a 
este punto, y aunque aún no eKisten otros rlatos aá& 11enerales, 
ha sido pcsibl" encontrar una correlación parcial11ente clara 
entre lea niv1•les de actidd3d de al11unas enziaas relnoionudaa 
al del metabcl ism.c nHroi:enado ((JOaAT, PEl'-Cx) y len val oros 
inatant•neos tle fijación ¡• acumulación de nitrc.=~no en dictintou 

l!l!notipos de alfalfa producioios por &elección ~· n:cJoramient.o 
(Oroat et al.198+), Para el caen de ClS no e:dnt.c unu corrolacióon 
ci11nirioativa ccn unn slmbiosin efectiva, sin mnli:iri;o, la• \'ias 
de asimilación son distintas a J as de frijol, Fi nalmentn, y como 

una alternati'.'a n la situación anterior, corí:l lntereeant.r. 
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evaluar Ei el avance rclat.ivo de la infección, ~· la capacidad 

de fij11ción intrinsec11 de ala:un11s cepas en frijol, ¡iodri11 ser 

P.stablecido a tr11vé5 de Ja comp11ración de los niveles rel11tivoe 

dP. os-a:amma y otran nodulinas, adem~s de los parámetroc usadoc 

r:omunmente (DP.vine 1984, Or11ham 1984, PhiUips y Teuber 1985). 
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VI. CONCLUSIONES Y 

ESTA TE" 
SAUI DE jfS ~~ nllf ~ 

LA liili.lll Tflí 
PERSPECTIVAS 

Con base en los resultados obtenidos sobre la estructura de la 
as, de su acti\'idad )' composición asi COllO de la reaulación de 
la expresión durante el desarrollo de los nódulos de frijol 
pode•os resumir lo siauiente: 

1.1 El polipéptido as-asma es un producto que constitu1e parte 
de la isoforma especifica de nódulos; ésta últiaa se induce 
secuenoialaente en este óraano desde el desarrollo teaprano de 
los nódulos )' el polip,éptido se expreEa con una cin6tica siailar. 

2.1 La inducción de la acti\'idad de transferaca y del antfaeno 
total de as en los nódulos auardan una e.strecha relación, la cual 
parece descartar la posibilidad de ca•bios muy eianificativos en 
la actividad aolccular de la enzima durante el desarrollo, F.s 
necesario, sin e•barao, profundizar en la implicacion1>s que 
tienen los distintos valores de la relación de actividad de 
transferasa y sintetasa, tanto en las isol'cl'aaa purificadas, coao 
en la oin6tica temporal de los extractos de nódulo, late 
an6lisis per•itiria proponer alaunae explicaciones sobre la 
función de ieoziaae de as en fiJol. 

3,) La identidad entre los polipéptidos de as detectados en 
extractos y loe productos de traducción 1n ••1 tro, refuta la 
posibilidad de relaciones procurnor-producto entre los •is•oa. 
Esto apara fuerte•ente la idea de que existe en frijol, una 
faailia aultlaénioa que codifica para los distintoa aonóaeros de 
la enzima. 

4,) La variación en la composición polipeptidioa de la OS de 
nódulos durante el desarrollo -\'ista sustancialaente coao la 
aparición de as-11aaa y l3 desaparición de OS-alfa-, ponen de 
••nifieeto un proceso de expresión aénica difererioial que debe 
eEtar asociado a la difP.renci11ción t!Rular que oourre en loa 
nódulos. Esto puede !IUllerir que existe una relación biunfvoca y 



secuencial entre el desarrollo de la simbiosis y la 
expresión/represión de distintos genes de la planta. Esta 
variación está involucrada también, en la aparición de distintas 
isoformas de GS, considerando que la composición polipeptídlca 
afecta el comportamiento de las holoenzlmas. Aún no existen 
datos suficientes para establecer un modelo defini ti\·o sobre la 

relnr.ión entre los polipéptidos y las isoformas de GS durante el 
desarrollo, pero se han discutido dos posibilidades. 

S, 1 La semejanza que existe entre la abundancia relati\•a de 
los pollp6ptidos de GS, sintetizados in ••i\•o e in ••i tro duren te 
el desarrollo de los nódulos, indica que la regulación de la 
expresión de estos aonómeros ocurre principalmente a nivel 
transcripoional, Esta idea debe ser confirsada por el análisi• 
de los transcritos por.aedio de t6onioas de hidridización de 
ao. nuol6icos tipo "Northern". Experimentos siailares realizados 
por otros investigadores apoyan la anterior conclusión (of, Cul

llaore et aJ.1984, Gebhardt et al.1988). 

as-1a•a 8.1 La inducción del polipéptido 
aparición de la fijación de nitrógeno, 
el incremento de la actividad y el 

es· anterior a la 

nódulos. 
nodullnaa 

y ooinoi.de asimismo con 

antigeno de as en los 
la iaportante definir el •omento de aparición de otras 
para saber si GS-gaaa representa un modelo global de 

la ra1ulación de la expresión de proteinas nódulo-especificas, En 
el caso de frijol se ha observado que algunog otroa "marcadores" 
(uricasa 11, nodulina-30), siguen un cosportnmlento similar, 
aunque la inducción de OS-gama es aas acelerada (of, Sánchez et 
al.1987, Caapoa et al. aoaetido a publicación). 

T.I El polipéptido GS-gaaa es sintetizado activamente. en los 
nódulos a partir del dia 10 deapués de la inoculación, pero la 
sintesis mas elevada ocurre despu6s de la fijación de 
nitrógeno (dia 18); el polipéptido OS-alfa está presente en 
nódulos taabi6n, pero su sintesia desaparece prictioaaente 
deapu6a del inicio de este proceso. lste patrón de expresión 
puede ser utilizado coao un indicador tenotipico del desarrollo y 

de la efectividad de la siabiosia. 
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8.) La presei.ci.' ·iel pal ipéptirlo GS-~ama en nódulos inefec
tivos formados por al¡¡unas <'Up<>s promiscuas y transconj11i:antoa 
de plásmidos si11bióticos, indica nuevamente que su sintesi11 no 
está condicionada por el por el amonio producido por el bac
teroide, La disminución de la actividad -¡ de la proporción QS
aa11a:QS-beta en estos nódulor. sugiere, sin embarao, que existe un 
efecto aparte de la actividad de nitrocenaea sobre loa mecanis
mos de regulación de la slntesia de este monómero. Este hecho 
suuiere que pusden existir al menos, dos niveles de control para 
la expresión del gene de GS-gama. 

1,) La aparición de os-cama podria ser inducida durante el 
desarrollo por factores bacterianos asociados a la infección 
intracelular de Rhizobium, dado que en nódulos que carecen de 
células infectadas, no se detectan auchos productos eapecifioos 
de este tejido. Las diferencias reportadas en las secuencias 
nuoleotidicas de las re,iones que flanquean al cene de 05 de 
frijol, obtenldas a partir de distintas clonas de oDNA, apoyan 
la idea de que existen distintos efector~s en la reculaoión de 
cada uno de ellon. 

10.) La localización )' abun<iancis relativa de os-1au en loa 
nódulos parece ser un dato iaportante para conocer si ha-¡ al
cuna correlación con el estableciaiento de una ai•biosis efec
tiva, 7 tambi~n para saber si la existencia de iso1i•an nódulo• 
especificas de OS confiere alauna \•entaJa •etabólica 
C¿adaptativa?) a este sistema simbiótico, en relación a otros. 
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