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I, IN'rRODUCCION 

En la naturaleza pueden observarse diversos sistemas de 

simbiosis mutualista, donde dos o m!s organismos interaotuan 

para formar un superor¡¡anismo o consorcio, ejemplos de estos son 

los que se llevan a cabo entre hongos y al¡¡as para formar 

liquenee; algas y oelenteradoe en cor1iles; bacterias en n6dulos 

de le¡¡uminoeas. 

La simbiosis mutualista es un ejemplo de relación tr6f ioa 

colateral donde ha habido una evoluoHm paralela de especies, 

donde al final, determinada especie se relaciona de manera muy 

estricta con otra especie tambien definida. El proceso de 

selección que ha conducido a establecer y a mantener tales 

,relaciones y las mantiene, puede ser explicado en parte por 

al¡¡una economla energética (Mar¡¡alef, 1977), 

Un ejemplo de simbiosis mutualista es la que se lleva a cabo 

entre bacterias Gram-ne¡¡ativas del ¡¡énuro Rhizobium y ralees de 

plantas angiospermas de la familia de las leguminosas, para dar 

como resultado un órgano, denominado nódulo, 

l. EL PROCESO DE NODULACION 

El nódulo es la culminación de una serie de eventos 

secuenciales que van desde la colonizac:ión de la riz6sfera por 

Rhizobium y el reconocimiento entre la planta y la bacteria, 

hasta la f'ormaci6n de un nódulo efectivo en fijación de 
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nitr6"eno, Dentro del nódulo al"unas de las celulas de la 

planta est!n habita das .por formas endes imbi6ticas de la 

bacteria, las cuales reducen nitr6"eno molecular (Na) a amonio 

(NH. ) a expensas del fotosintato de la planta (Bauer, 1981; Dart 

1976; Newcomb, 1981; Yerma y Long, 1983, Vinoent, 1980), 

Vincent (1980) ha ª"rupado el proceso de nodulaci6n en: 

preinfecci6n; infecci6n, desarrollo del n6dulo y funoi6n del 

nódulo ( Fii: 1), 

A, Preinfecci6n, 

Los eventos que suceden en esta fase son: la colonización de 

la raiz por la bacteria y el reconocimiento entre la planta y 

Rhizobium, dando como indicador de que la infección pudiera ser 

viable, un en,roeamiento y enroscamiento del pelo radicular 

(Fi" 1), 

Se ha propuesto que la bacteria es atraida por su hospedero 
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por quimiotaxis. De esta manera la ooncentraoi6n de Rbizobium [ 

. e~ la ~iz6sfera aumente lo suficiente para que la infeoci6n sea 

posible (Currier y Storbel, 1979) (Ver Fi" la), Sin embar"o 

mutantes de la bacteria afectadas en movilidad como son al,unas r·I 
bacterias sin fla"eld; bacterias no movile~, pero con fla,elo¡ pj 

y b~cterias no quimiotácticas con movilidad anormal y con 

·r1a"elo, son capaces de nodular, aunque son menos competitivas 
~ .. ¡ 

·cuando se coinoculan con cepas moviles (Ames y Ber,man, 1981), ~ 

Adem~s la planta excreta factores hacia la rizosfera que 
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estimulan el crecimiento de Rhizobium sobre otros 

microorganismos del suelo. Se ha propuesto que estos factores 

podrian ser substancias tales como bio'tina, tiamina (Oraharn, 

1963) u homoserina (Van Egeraat, 1972), 

Después de la colonización de la raiz por la bacteria hay 

una uni6n fuerte de Rhizobium a la superficie de la raiz (Fi¡¡, 

lb), Se ha propuesto la existencia de un receptor vegetal que 

funcionaria 001110 un puente de unión y determinarla lo que pudiera 

ser la especificidad del reconocimiento. Es posible que estas 

moleculas reoeptoraa sean leotinas (Alberaheim y Anderson­

Prouty, 1975; Dauer, 1981), 

El mecanismo de enroscamiento de la raiz (FiQ, lol no es 

bien oonooido, pero parece ser oonseouenoia de una tas11 

desequilibrada de sintesis de la pared celular del pelo radicular 

(Verrna y Lon¡¡, 1983), El enroscamiento y eni:rosamiento de loa 

pelos radiculares es debido a un factor de la bacteria que 

tambien es liberado en los medios de cultivo donde se oreo• 

.Rhizobium (Solheim y Re.a, 1973), 

B. Infeooion Y Desarrollo del Nódulo 

Posteriormente las células de los pelos radiculares 

enroscados o eni:rosados son infectadas. Las bacterias pasan de 

la superficie de la raiz a la corteza a través de una estructura 

tubular llamada hilo de infeoci6n (Fi¡¡ ld) (Robertson y Farnden; 

1980). 
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Como preludio a la formación de un hilo de infección se 

observa la aproximación ftel n6cleo de la célula del pelo 

radicular hacia el sitio de la infecci6n (Napoli y Hubbell, 

1975), Se ha propuesto la accibn de enzimas pectoliticas o 

celuloliticas para la iniciaoibn del hilo de infecci6n (Fahraeus 

y Ljun"~ren, 1959), Detectandose bajos nivelee de enzimas 

pectoliticas en Rhizobia de vida libre (Hubbell y cols, 1
1 1978; 

Yerma y cole, 1978) y de un aumento en la actividad de enzimas 

celuloliticas y pectoliticas en ralees infectadas (LjunQQren y 

Fahraeus, 1961; Yerma y cola, 1978), Yerma y cola, (1978) han 

detectado histoqulmicamentc actividad celulclltica en las 

paredes de los hilos de infeccibn de soya, 

Cuando el hilo de infecoibn atraviesa de 3 a 6 capas de 

células corticales externas, (en la punta del mismo') se inicia 

una zona de actividad meristemdtioa 111 cual también es 

atravezada por este hilo de infección (Fi~. le), Las células de 

esta zona, principalmente poliploides, son las que serAn 

infectadas poi· Rhizobi.um. El resto do las células de la zona 

meristemltica consiste de células diploidee, las cuales darAn 

lu"ar a las celulas no infectadas en ol n6dulo maduro (Newoomb, 

1981; Robertson y Farden, 1980), 

El [füizobium es liberado del find del hilo de infección 

hacia el citoplasma de las células meri.stemAtioae poliploides por 

endooitosie (Roberteon y Farden, 1980), Las bacterias al ser 

liberadas son envueltas en membrana de ori,en ve~etal denominada 

1 



membrana peribacteroidal (Robertson y cols, 1978a, 197Bb; Verma y 

cols, 1978). El número de bacterias anvueltas por la membrana 

varia dependiendo de la leguminosa, ap~rentemente este n6mero 

est& bajo el control del hospedero (Dart, 1977), 

Los nódulos de las .leauminosas son aarupados por su forma 

en: esféricos como los de frijol y soya (Fig. lf); cilindrioos o 

apicales como los de trebo! y alfalfa y de collar como son los de 

Lupinus. La forma del nódulo es el re:3ultado del desarrollo de 

la actividad mitótioa en los nódulos (Newcomb, 1981), en el 

caso de los nódulos esféricos la actividad mitótioa Be lleva a 

cabo alrededor de la zona meristemática oriainal a diferencia de 

los nódulos cilindricos donde la acti~idad se localiza e~ el 

ápice , En loe nódulos esf~ricos, deapu~s del vaoiami~nto de 

las bacterias, las células del hospedero cesan su mitosis y 

sufren un aumento en volumen. Las o~lulas infectadas de la zona 

central causan que el nódulo crezca radialmente, provocando que 

el nódulo adquiera una forma esf6rioa (Newoomb, 1981; Robertson 

y Farden, 1980). 

hdemis de células infectadas, el nódulo está compuesto por 

o~lulas no infectadas (Fia 2), las cuales Bon mis pequeftae que 

las infectadas, Esta células también ue encuentran altamente 

diferenciadas y cumplen un papel importante en la función del 

nódulo. Otro.tipo de. células asociadas al nódulo son las que 

forman los haces vasculares y las células de transferencia, las 
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cuales estin relacionadas al transporte de metabolitcs (Newcomb, 

1981). 

C, Función del Nódulo 

Poco despu6s de que Rhizobium se encuentra en el 

citoplasma del hospedero y rodeado por la membrana 

peribacteroidal, ~ste se diferencia a bacteroide, es decir la 

forma especializada que reduce nitróiteno atmósferico a amonio. 

El amonio es excretado al citoplasma du la c~lula infectada, el 

cual es asimilado por el hubeped en el nódulo y finalmente 

metaboli~ado en compuestos nitroiienadou que van a ser exportados 

p~ra nutrir a las partee aereas de la planta. Por otro lado la 

planta a su vez participa proporcionando ~n medio adecuado 

(niveles de Oa libre muy bajos) y de una fuente de ener1ia que le 

permite a la bacteria fijar el nitr61eno ya que este prooeeo ee 

metab6lioamente my costoso (ver Fi1. 3), 

i), La Nitrogenasa 

La enzima responsable de la fijación de nitró1eno ea la 

nitroiienasa, la cual cataliza la siituiente reacción: 

Na+12 ATP+6e+6H --t 2Nlb + 12ADP+12Pi 

este proceso ee encuentran confinado eolo a or1anismoe 

prooariotes (diazotr6fioos), Esta enzima es un complejo 

proteico formado por dos partes separables en DEAE-celuloea: el 

componente I, un tetr!mero (ti.a y f!i a) formado por dos 
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subunidades distintas de 51,3 y 59 Kd.que contiene fierro y 

molibdeno y el componente II, una ferroproteina compuesta de dos 

subunidades ii:uales de 31,6 Kd. Ambos componentes son 

desnaturalizados rdpida ~ irreversiblemente por exposición a Oz, 

Ademds de estos dos componentes se requiere de ATP, un reductor, 

un sustrato reducible, Mi:•• como un activador, y un medio 

anaer6bico para que se lleve a cabo la fijaoi6n (Yates, 1980), 

En la reducci6n de Na a ZNH3 se usan 8 electrones: 

Este hidrógeno producido puede ser 6til al ori:aniemo: (1) 

para la reducción de Oa , para prote¡¡er asi a la nitroi:enaea¡ 

(2) para recuperar energla¡ y (3) como una fuente de electrones 

de la nitroi:enasa. En los n6dulos puede o no estar p1•esente un . 
sistema de reouperaci6n de hidrógeno, este es codificado por el 

i:ene illm. (hidroi:enase uptake) del prc•:iariote, el cual lleva a 

o abo la oxidación de Hz y la sintesi:3 de A1'P, Aunque este 

sistema ahorra energia, no se ha descrito alguna ventaja sobre 

cepas h!m" , ya sea en produooi6n o nitr6geno fijado (Dilworth y 

Glenn, 1981), 

ii) Asimilación del Amonio 

Aproximadamente el 15% del nitr6geno fijado por el 

baoteroide es exportadb como amonio al citoplasma de la fracoi6n 

vegetal del n6dulo (Lea y cola., 1982) donde es asimilado por la 

via del ciclo de la glutamato sintasa (Fi¡¡, 1) (Miflin y Lea, 
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1980). Por medio de anllisis radioisotbpicos con ISNz hechos por 

Meeks y ools, (1978) se ha encont~ado que en n6dulos de soya el 

p~imer compuesto en marcarse es la glutamina, declinando la marca 

conforme transcurre ol tiempo para posteriormente ser detectado 

en i:lutamato. Adem6s usando inhibido~es especificos de 

glutamino sintetasa (GS) y i:lutamato :iintasa (GOGA'r) como 

metioninu sulfoxi~ina y azaserina se obtienen resultados 

consistentes con que el nitr6geno fijado se asimila por la via 

GS/GOGAT (Ohyma y. Kumazawa, 1980), 

Robertson y cola, (1975) han reportado que la actividad de 

OS en n6dulos de Lupinus aumenta conforme transcurre la 

nodulación lle¡ando a ser hasta 500 veces m4s alta que la que se 

encuentra en la ratz. Esta enzima es un oct!mero de 380 Kd 

consistente de 8 subunidades de 13 a 1'7 Kd y constituye el 2 " de 

la proteína soluble del n6dulo en soya y en frijol (MoParland y 

cola., 1976, Lara y cola., 1981), Ap~rentemente esta enzima es 

r 
[ 

r 
L 

ci tos61ica (Awoniake y cola., 1981 ¡ Shelp y cola, 1983). En ¡ 
n6dulos de frijol (Phaseolus vulgaris) es posible separar por 

medio de oromatoi:rafia de intercambio ionice dos formas de OS 

(Cullimore y cole,, 1983), QSn1 y OSn2. QSn1 es una forma 

especificamente asociada al nbdulo (Lara y ools, 1983), mientrau 

la forma GSn2 es semeJánte a la de raiz, Del anAlisis de la 

,composici bn poli pept idica de ambas formas, Lara y cola. ( 1981) 

han encontrado que la forma OSn1 consta de dos isoformas 

denominadas p. y 'd , siendo el péptido ~ una proteina especifica 
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del nódulo. 

Se ha descrito que estas isoformas provienen de distintos 

uenes y no de un procesamiento postraduccional (Orte~a y cole,, 

1986¡ Gebhardt y cols,r 1986), 

La otra enzima del ciclo, glutamato sintaea (GOGAT) ha sido 

poco estudiada en nódulos. Esta enzim11 muestra especificidad por 

su oofaotor (NADH) (Robertson y cols., 1975), Ha sido purificada 

de nódulos de Lupinue (Boland 3' Denny, 1977), La enzima consiste 

de un solo péptido de 235 Kd. En Lupinus su actividad aumenta 

hasta 10 veces durante la nodulaoión (Robertson y cola, 1975) 

aunque en nódulos de soya no se observa un aumente en actividad 

(Sen y Sohulman, 1980), en frijol hay un aumento oorrelaoionado 

con la fiJaci6n de nitr6ueno (Lea y cols, 1982). La GOGAT se 

encuentra local.izada en pldstidos (Awonaike y cola,, 1981; Shelp 

y cola, 1983), La especificidad por su oofaotor (NADH) y una Km 

para 2-o~o~lutarato diferente~ la de la ra!z (Stewart. y cola., 

1Q80) hacen pensar que esta enzima pueda ser una forma 

especifica del nódulo, Suzuki y cola. (1981) han reportado la 

existencia de una 0001\T dependiente do ferredoxina en nódulos dn. 

soya, con determinantes anti~bnioos semejantes a los de hoja de 

arroz. 

1. 
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ii) Transporte del Nitrógeno Asimilad~. 

El nitrógeno asimilado se exporta del nódulo via xilema o 

floema ai resto de la planta en forma de asparasina en el caso de 

leguminosas "templadas" .(Lupinus, rihlcharo, haba), Esta amida 

constituye el 90% del Na transportado del nódulo hacia hojas y 

semillas en desarrollo (Pates y cole, 1969; Atkina y cola, 1975; 

Robertson y cole,, 1975), El Na ea incorporado hacia aeparagina 

en una vla que involucra dos enzimas: aspartato aminotransferasa 

,.. 
¡ 
,.. 
1 

1. 

r 
y asparasina sintetasa (Lea y Miflin, 1980; Miflin y Cullimore, •· 

1981), En cambio en leguminosas "tropicales" (soya, frijol, I'" 

¡ 
Visna) el nitrógeno ea predominantemente (80") transp<>rtado como 

ureidos (alantoina y 4oido alant6ico) (ver Fig, 5) (Rcynolds y r 
cols, 1982); los ureidos son formados a partir de slutamina o 

via glicina y asp:u·tato (Lea y cole, 1982; Mif'lin y Cullimore, 
i 
L 

1980), Aunque en plantas y animales los ureidos son derivados r 

de .la de¡¡radaoibn de purinas, en el n•~dulo la ainteaiB de 

ureidoa est! separada del metabolismo normal de Aoidos nucleicos 

(Lea y cola., 1982). 

Al"unas enzimas de esta via son: xanthina deshidrogenasa 

(XDH),uricasa y alantoinasa, laB cuales aumentan su utilidad 

cuando se incrementa el transporte de ureidos en el nódulo 

(Schubert, 1981), Xanthina dcshidrosunasa ha sido purificada 

por Tripplet y cola ( l981) consta de un dimero de 285 Kd, Se ha 

propuesto su localizaoi6n en cblulas t•o infectadas del n6dulo 

(Nguyen, 1986), sin embargo Triplett (1985) ha localizado XDH en 
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células infectadas de nódulos de soya. Por lo que toca a la 

uricasa presente en nódulos de soya y que es diferente a la 

uricasa que se encuentra en la raiz; esta enzima consta de ~ 

subunidades de 35 Kd (Bergmann y cols, 1983¡ S4nchez y cols,, 

1987) 

Se ha propuesto que las células no infectadas del n6dulo 

participan en la sintesis de ureidos (Newoomb y Tandon, 1981) 

debido a que estas células tienen mds peroxisomas ~· ret.iculo 

endopl4smico liso, lugares donde se localizan preferencialmente 

uricasa y ~lantoinasa (Hanks y cols., 1981; Hanks y cola,, 1983), 

Dergmann y cola. (1983) h•n demostrado que la uricasa de n6dulo 

de soya se enouentru en peroxisomas de células no infeo~adas 

(Fig 5), 

Z. GENES INVOLUCRADOS EN LA SIMBIOSIS Rhizobiu~N'l'A .• 

Del resumen anterior se puede oonlcuir que la nodulaoi6n es 

un proceso secuencial y complejo, el cual ee resultado de la 

cooperaci6n entre dos ~enemas: el del_J!hizobium y el de la 

planta, Debido posiblemente al manejo de metodoloi:iae de 

Diologia Molecular de mejor o m~e f~oil aplicaci6n en bacterias 

(ej. obtenci6n de mutantes¡ transferencia de DNA) el estudio de 

'los i:enes involucrados en la formación del nódulo se encuentra 

mucho mle adelantado en la bacteria (Kondoroei y Kondoroei, 

1986, Downie y Johnston, 1986) que en el hospedero (Verma·y 

cole, 1986), 
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A, Genes Bacterianos 

Las 'mutaciones en las capacidades simbióticas de la 

bacteria, pueden dividir.se en dos categorias: Nod y o Fh:. Las 

mutantes nod· no pueden formar nódulos mientras las mutantes fix· 

pueden fo1·111ar nódulos pero estos no son efectivos en la fijación 

del nitró¡:eno (Vincent, 1980), En los ¡:enefl fix est&n a11rupados 

los ¡:enes estructur•Ües de la 11itro11enasa (nif) (Kondc•rosi y 

ools,, 1981; Kondorosi y Kondorosi, 1986) 

En Rhizobium de crecimiento rdpido la mayoria de los ¡:enes 

necesarios para la simbiosis se encuentran localizados en un 

pl!smido de alto peso molecular llamad>J pldsmido Sym (simbi6tioo) 

(Danfalvi y cola, 1981; Batut y cola., 1985; Kondorosi y ools., 

1981; Nuti y cole,, 1979) a diferencia de Rhigobium de 

crecimiento. lento o Bradrrhizobium (Jordan, 1982) en donde estos 

11enes. se encuentran dispersos en el cromosoma (Nuti y cola., 

1986: Reatas y cols, 1981; Sutton y cole,, 1981;.Yun y cole,, 

19~6). 

En Rhizobium meliloti, la bacteria que nodula alfalfa, los 

.¡:enes nod.se encuentran cerca de los gunes nif., Al11unas 

mutaciones nod mapean a 25 kb de los úenes estructurales de la 

· niti·ogenasa (componente I nif D y nif K, componentes II nif.11) 

(Banfalvi y cole, 1981~ Lon¡: y cole,, 1982) 1 por otra parte los 

llenes !lQ9. y nif est!n contenidos en vehiculoe del tipo R-Prima 

en un inserto ,de 90 Kb (Kondoroei y col.e, 1981), Los 11enes 112!! 
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e.e encuentran organi zadoe en dos agrupamientos o "clusters". Uno 

de estos "clusters" engloba a los genes nod comunes de 

nodulaci6n, el otro "cluster" determina la especificidad hacia 

el huesped (genes hsn) .(ICondoroei y ICcndorosi, 1986; Horvath y 

cola., 1986; Downie y Johnston, 1986). El ai:rupamiento de ¡:enes 

nod comunes consiste de cuatro genes (!llli! ABC y D) organizados 

en dos unidades transoripcionalos. Eátos ¡:enes se encuentran 

muy co11servados en Rhizobium, mutantes en estos genes pueden ser 

complementados oon los correspondientes de otras especies de 

Rhizobium (Kondorosi y cola, 1981; Toral¡ y cols, 1981), La 

función de estos genes aun no es conc"ida. El producto de !lQ9. A 

codifica para una proteina de 21.8 Kd y se ha sui:erido que BU 

localización en la bacteria sea citosólica, su expresi6n es 

inducida .poi• cn:udados de plantas leguminosas y m!a 

· eapeclficamente por compuestos producidos por lei:uminosas como 

la flavona luteolina y algunas hormonau como trigonelina 

(Schmidt y cole., 1986), El producto ele !l.Q4 Ces una protcina 

transmembranal de 31 ICd (John y cola., 1985; Sohmidt y cole., 

1986), El gene nod D codifica para un producto que activa la 

expresión del oper6n !l.Q4 en la presenc:.a de exudados de la plantll 

(Mulligan y Long, 1985), 

En R. meliloti los genes han se encuentran en dos unidades 

transoripcionales (illfil¡ABC y D), Estof: genes codifican para 

protelnas de 9,7, 11.7, 26.7 y 28.6 Kd respectivamen~e. Las 

mutaciones de;estos genes modifican el rango de especificidad 
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hacia el hospedero, i\ diferencia de los genes nod los genes hsn 

no pueden sur oomplementudos por plAsmidos de otras especies de 

Rhizohium (llorvuth ~· cols., 1986), 

Los genes que codifican para la nitrogenacu se encuentran 

localizados en el plásmido Sym (Nuti y ools., 1979), Hn la cepa 

CFN12 de Rhi zobi um phaseoli, Quin to y ools. (1982) ha 1·eportado 

la 1·eiteraci6n del gene nif H. Por mutagenesis dirigida se ha 

demostrado que ninguna de las tres copia~ de este "ene es 

indispensables para la fijación de nitrógeno (Quinto y cola., 

1985). 

i\demis de las funciones esenciales para nodulaci6n y 

fijación en el pl:ismido Sym se han descrito otras funciones como 

la producoi6n de melanina (Kondorosi y cola., 1981) y genes para 

el catabolismo y sintesis de compuestos del tipo opina 

(rhizopina), la presencia de estos uenes di apoyo al oonoepto de 

que la simbiosis Rhizobium-planta evoluoionb a partir de una 

interaooi6n patolbgioa (Murpby y ocle., 1987). 

B. Genes y productos de la planta espeoifioos del nódulo, 

En la planta se han identificado pocos uenes involucrados 

en la simbiosis con la bacteria, y la funci6n de la mayoria de 

estos es desconocida (Yerma y cola., 1986). 

En soya, Legocki y Yerma (1980) han descrito la presencia de 

. proteinas de la planta, especificas del nbdulo, las cuales 

denominaron nodulinas, También se han descrito nodulinas ~n 
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ohioharc (Bisselin; y ocle., 1983) y alfalfa 

... 7~~~7l;;I~ 

( Lan;-Unna11ch ·i 
Ausubel, 1985), Se han detectado 20 ncdulinas en 11cya (Lecocki 

y Verma, 1979; LeQocki y Verma, 1980) y 21 nodulinas en chioharo 

(Govers y cola., 1985) por traduoci6n in vitre de RNA polisomal 

de n6dulo y alrededor de 20-10 RNAs mensajeros moderadamente 

abundantes espeo!ficos de nódulo por medio de experimento11 de 

hibridización (Au;er y Verma, 1981), 

Fuller y cola., (1983) han clasificado la11 nodulinae e~1 

tres clases, a partir de su posible funci6n: (1) Proteinaa e:· 

responsables para el mantenimiento del n6dulo; (2) enzimas. 

~eceaariaa para la aaimilaci6n especifica del nitr6;eno reducido; 

y ( 3) proteinaa que apoyan la funci6n del baoteroide y faci.li tan º .. 

la reducci6n del nitr6¡eno. Aunque son varias las protelnas 

especificas del n6dulo, s6lo una proteina del tercer tipo: 

Le;hemo¡lobina (Verma y Bal,, 1976; Appleby, 1981); des del 

segundo: Una forma de uricaaa especifica del nódulo en soya 
1 • 

(Ber¡mann y cola,, 1983), el polip,ptido de 

aintetaaa en n6dulos de frijol (Lara. y cola., 1981); y 2 de la 

primera oate;oria, una sacaroea eintetaea nódulo-eepeoifioa · 

(Thummler y Verma, 1986) y una colin-cinasa especifica de 

membrana peribacteroidal en soya (Mellar y cola., 1986), La 

función del reato de las nodulinas es desconocida, 

Se ha determinado la localización de al¡unaa. nodulina1, 

ejemplo la uricaaa la cual ha sido localizada en c6lula1 no 

infectadas (Hanka y cola., 1983; Ber¡mann y cola., 1983) en 

15 



cambio la leahemoalobina sblo se encuentra en c6lulas 

infectadas, (Robertson y cole., 1985) apoyando la función del 

bacteroide (Verma y Bal, 1976), hdem!s se han clonado cDNhs y 

;enes de algunas nodulinas (Fuller y cole., 1983), La 

transcripción del ;ene de la leahemoQlobina puede ser inducido. 

in vitre con extracto de nódulo sugiriendo la existencia de un 

factor trans.-activador para la desrepresión de los ;enes del 

hu6sped necesarios para la simbiosis Rhizobium - leguminosa 

(Verma y cole., 1986). 

·., 

,' ¡·. 
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3. OBJETIVOS 

Algunas de las finalidades del estudio de la simbiosis 

Rhizobium planta desde un punto de vista molecular son: las de 

definir los genes de la planta y la bacteria que se encuentran 

involucrados en la simbiosis, la localizaci6n célular de sus 

productos, y la determinaci6n de posibles funciones. 

Los objetivos de este trabajo son: (1) determinar la 

existencia de lenes o productos 16nicos espeolficos del n6dulo de 

frijol (Pbaseolus vul¡aris L,); (2) la clonaoi6n de al1unoe de 

estos ¡enes; (3) determinar el modo de expresi6n de estas 

.nodulinas durante el desarrollo del n6dulo, asl como su expresi6n 

en n6dulos no efectivos en fijaci6n de nitr61eno. 

17 



II. MATERIAL Y METODOS 

Oruanismos Empleados 

En el presente estudio se trabajó con frijol (Phaseolus 

vulgaris L.) Cv. Negro Jamapa obtenido en Pronase, México, 

Para la obtenci6n de n6dulos efectivos en fijaci6n de 

nitr6geno (Fix+) se uso la cepa de Rhizobium phaseoli CIAT899 

aislada originalmente por el Centro Internacional de Agricultura 

Tropical de Colombia y caracterizada por Graham (1980) y Martinez 

y cole, (1985), En aluunos casos se us6 la cepa de R. phaseoli 

CFN12 originaria de México y caracterizada por Quinto y ools. 

(1982), Para la formación de nódulos inefectivos (Fix-) con 

pocas celulas infectadas se utilizó la cepa promiscua Rhizobium 

sp. Cli80 aislada de nódulos de la leguminosa Clitoria ternantea 

por Mart!nez y cols, (1987), o la cepa de R. phaseoli CE106 

obtenida por mutagénesis de la cepa CFN12 con el transposón Tn5 

por Noel y cols. (1981) y caracterizada por Noel y cola~ (1981; 

1986). 

Material Vegetal 

Para la obtención de nódulos se.esterilizaron las semillas 

de friJ.ol con hipoclorito de .sodio al o .• 5" por 15 min, se 

enJua1aron con a;ua estéril y se pre;erminaron por 18 hra., 

posteriormente fueron transferidas a macetas e inoculadas con 1 

ml del RhizObium adecuado crecido hasta fase exponencial en medio 

PY (Noel y cols., 1981), Las plantas se crecieron en vermioulita 

18 
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resada cada tercer dia alternativamente con asua y con soluci6n 

nutritiva sin nitr6seno (Broushton y Dillworth, 1971). Los 

frijoles se crecieron bajo condiciones de invernadero (Luz 11 hs, 

temperatura media 25•C a 30•C, humedad relativa 15%), Los 

n6dulos se cosecharon manualmente en diferentes estados del 

desarrollo (11-28 dfas) y almacenados a -70 C hasta BU UBOo 

Para la obtención de raices no infectadas se siirui6 el mismo 

procedimiento, omitiendo la inoculación. Las ralees se 

cosecharon a los 8 dlas. Las hojas usadas en este trabajo fueron 

obtenidas del seirundo trifolio de frijoles nodulados de 21 dias. 

Obtenci6n de Polisomas 

Para la obt.ención de polisomas de nódulos y de otros óriranos 

o tejidos de frijol se siiruió el m6todo descrito por Jackson y 

Larkins (1976), 

El tejido se molio en hielo seco y homoirenizó en una 

solución rei:uladora de extracci6n (2 ml/ll) (Tris-HCl 200 mM de pH 

9,0; KCl 100 mM; sacarosa 200 mM; M¡rC12 35mM; EGTA 25mM pH 9.0 y 

2-meroaptoetanol 5mM), El homosenizado se paso a trav6s de una 

¡¡asa est6ril y se le as:rei:6 Triton ··x,;,;100 hasta una ooricentraoión 

final de 0.5" (v/v) y se oentrifu¡r6 a 10,000 rpm (rotor 8orvall, 

8831) por 15 min. ·a 1•C, El sobrenadante se colocó sobre un 

ooloh6n de sacarosa 1.75M (Tris-HCl 10mM de p.H 9.0; KCl 200 mM; 

M¡¡Cl2 30mM; BOTA 5mM; 2-meroaptoetanol 5mM) y se centrifu¡ró a 
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10 1 000 rpm (196,000 x g, rotor Beckman 1 GoTi) por 3 hs. a 1•C, 

La pastilla resultante est! constituida por polisomas (>lOOs), 

ribosomas (80s) y subunidades libres (60s y 10s), 

Aislamiento de RNA Polisomal Total, 

El RNA polisomal total se aisl6 como lo describe 

Christoferson y Laties (1982) con algunas modificaciones. La 

pastilla polisomal se resuspendió en 1 6 2 ml de Tris-HCl 50mH de 

pH 7.5; EDTA lOmM; SDS 0.5X; la mezcla se incubó a 60•C, el RNA 

de la suspensión fue extraido 3 veces con fenol cloroformo­

aloohol ieoamilico y posteriormente se aftadió un déoimo del 

volumen de acetato de sodio y 2 vol6menes de etanol. El RNA 

precipitado fue colectado por centrifugación y resuspendido en 

aQua estéril para su cuantificación (1 D.0.260nm=50u; de RNA) y 

de nuevo fu6 precipitado con etanol y acetato de sodio. 

Aislamiento de PNA reoombinantg 

Se purificó el DNA del plAsmido pBR322 con el cDNA 

especifico del nódulo clonado en el sitio PstI, por el m6todo de 

lisis alcalina o del plAsmido recombinante (Maniatis y cola., 

1982). 
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Fraccionamiento del N6dulo. 

La fracci6n soluble del n6dulo y la raiz fue preparada 

moliendo el t6jido en hielo seco y homoizenizando (1 m/11) en 

soluci6n rei:uladora de Tris-HCl 50mM de pH 7.5; 2-mercaptoetanol 

5mM; PMSF lmM y polivinilpirrolidona insoluble 5%. El 

homogenizado fue filtrado con 11asa y centrifuuado a 10,000 rpm 

por 15 min. el sobrenadante corresponde a la fracci6n soluble. 

El aialamiento de la fracci6n peribacteroidal y los bacteroides 

se llevó a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Brewin y 

cola. (1985). La proteina se cuantific6 por el m6todo de Lowry 

y cola, (1951), 

Obtención de RNAm aelecoionado por hibridizaci6n. 

'El RNA seleccionado por hibridizaoi6n se obtuv6 siguiendo el 

protocolo de Fuller y ools. (1983), óon una modificaci6n; los 

filtros fueron hibridizados con 150 u11 de RNA polisomal total en 

lugar de 10 ug de RNA poli (A)•, 

Tradugoi6n in vitro, 

Aproximadamente 10 u¡ de RNA poli'somal total o el RNAm' 

seleccionado por hibridizaci6n fueron traducidos in vitro en un 

volumen final de 25 ul de liaado de reticulocito de conejo 

preparado de acuerdo al procedimiento de Pelham y Jackaon (1976) 

conteniendo 50 uoi de 'ªS-metionina (1255 Ci/mmol, Amersham) e 

incubadas por 90 min a 30°C, 
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Electroforesis en geles de Poliacrilamida 

Las proteínas de los productos de traducci6n in vitre del 

RNA polisomal y las diferentes fracciones del n6dulo fueron 

analizadas por su peso molecular por el sistema diseftado por 

Laemmli (1970) y por su punto isoeléctrico y su peso por el 

sistema bidimensional de O'Farrell (1975), Terminada la 

electroforesis, los 'eles se tifferon con azul de Coomaeie R-100 y 

posteriormente se destifteron con metano! y 4oido ac,tico (30:7 

v/v); En aluunoe caeos los ueles se tifferon con nitrato.de plata 

(Wray y cole., 1981). Se uso fluoro,rafia para detectar los 

.Productos de traducci6n in vitre marcados con 1ss-metionina como 

lo describen Bonner y Laskey ( 1971), 

AnAlieis de RNA en Northern 

10 uQ de RNA polisomal total fueron analizados por Northern. 

Los RNAs fueron ajustados a una concentraci6n final de formamida 

50"; MOPS 20mM: acetato de sodio !imM de pH 7.0; EDTA lmM: 

formaldehido 2.2M; calentados a 65 C por 5 min y sujetos a 

electroforesis en 'eles de ª'ªrosa con formaldehido 2.2. M 

(Maniatie y ools,, 1982), El RNA fue transferido a membranas de 

nitrocelulosa (Thomas, 1980) e hibridizado con muestras de oDNA o 

de pll!smido .marcado con up por "nick translation" (Maniatill y 

cola, 1982), , 
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III, RESULTADOS 

AnAliaia de las Diferentes Fracciones del Nódulo. 

Para determinar la existencia de proteinas de frijol 

especificas del nódulo, se analizaron loa pérfilea de proteina 

soluble de nódulo de 20 dlas y ralz de 8 dlaa en ¡eles de 

poliacrilamida con SDS, los ¡eles fueron teftidos con azul de 

Coomaasie (Fi,, 6), En estas fracciones se observan proteinas 

especificas del nódulo con un peso m~lecular de 11, 35, 10 y 100 

Kd que no se encuentran en raiz, La'proteina de 11 Kd es la 

.proteina mis abundante del nódulo y corresponde a la 

le¡hemoilobina. Esta protelna consta de 1 isoformas al ser 

analizada en un ¡el bidimensional (Fi¡, 7), La si1uiente 

proteina m4s abundante en el nódulo es una de 35 Kd similar a la 

enzima uricasa de soya (Ber,mann y cola., (1983), Esta proteina 

ha sido purificada hasta homoieneidad en frijol y representa 

aproximadamente al 20% de la proteina soluble del nódulo (SAnohez 

y cola., 1987), Otra proteina muy abundante en nódulo de frijol 

pesa aproximadamente 100 Kd; esta proteina es semejante a la 

forma especifica del nódulo de sacarosa sintetasa de soya 
1 

(Thumler y cola., 1986; Morell y Copeland; 1985), ha sido 

denominada nodulina-100 y corresponde a ceroa del 1% de la 

proteina citoplasmAtica del nódulo de soya (Thumler y cole,, 

1986), En la zona de 10 Kd en el nódulo se observan proteinas 

que no se encuentran en la misma cantidad que en ralz, estas 
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proteinas corresponden a las formas de la enzima glutamino 
1:: 

sintetasa (Padilla y cols., 1987), Además de estas fracciones se 

analiz6 un fracci6n enriquecida de membranas peribacteroidales 

(Fig, 6), esta fracción consta de me·mbrana peribaoteroidal, 

espacio peribacteroidal y una pequeñ~ contribución de 

bacteroides que se rompen al aislar.~sta fracción. Al ,. 
analizarla en PAOE-SDS se observa que esta fracci6n se encuentra 

contaminada con leizhemoi:lobina, una proteina citoplasmAtica de 
. .!' 

c6lulas infectadas (Robertson y cole;, 1981). En esta fracción 
'¡i 

se observa una protelna prominente d,~ 38 Kd que no es visualizada 
'Í: 

en la fracción soluble del nódulo. para poder diferenciar las 
. ~ .. 

prote!nas de la planta con las de l~ll·baoteria se analizó 
•' 

paralelamente el patr6n de prote!nas;'!le un Usado de bacteroide 

de la cepa de Rhizobium pbaseoli CIAT,. 899, y no so observa 
·'· 

contaminaci6n o contribuci6n de prot,q'lnas bacterianas en 
'•/· 

1 ~ ' 

la fracoi6n soluble del n6dulo o a la fracci6n peribacteroidal, 
: ~'.:¡~; 

a diferencia de la cepa de R. phaseo:li CE3 la cual parece 

excretar una prote!na con un 

al de leahemoalobina en la 

'i. 

peso ll"C/;lecular ligeramente mlls al to 
•·;;~. 

fracoión;reizetal. (Dato no mostrado) 
i(1 

.J: 
AnAlisis de los Productos de·Traducot6n in vitro de RNi\ 

Polisoaal de N6dulo y Raiz, 1.i1t
1 

~ J¡,: 
:¡¡ 

Aunque el an4lisis de las fraccJ:ones solubles de raiz y 
·'\• 

n6dulo nos permite la identifioaci6~'f.de prote!nas especificas del 

n6dulo; no es posible de esta maner~idiferenciar entre proteina_s 

~~I 
.,.,¡r 
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¡li 

1·1h· 
>if· 

er:pcclfi.ca~~ del nlidulo de origen vcg·~~al (nodulinas} y proteinas 
,·¡: 
\· .• ~I 

hao ter ianas, Por otro lado el anal :ii.Jiis de e~; tractos crudoo .. , 
vegct::dcs en !;(eles bidimensionales \l:ipo O' Farrell es dificil ~' 

ti 
poco rcprucluclble, Para r:oluciona1; 1:['estos problemas se 

' ''.\ 
analizaron los riati•onc~~ de los prod~.otos de trnducci6n in vitrq_ 

1le !IN/\ poli (1\) 1 ea Uirndo de rctic¿~ocito de conejo marcados 
','!l' 

con 35S-mctionina en galos de poli~brilamida con SOS (Pt\GE-SDS) .. ~ ¡ r, . 
~, golns blcl.i.nwrwionnlm: L:ipo O'Fari;~·p (1975), Durante el : 1¡ 
t.1•amwu1·p,o ele P.r:Le trabajo P.e obr;;er,¡6 que resultaba equivalente 

,!/-'.', 

el usar 1 ug cln RNA pnli (,\) 1 b 10 w~ de lnlA polisomal total en 
¡(¡1· 

cuanto al patrón de protldn:u; P.intc;i\i:mdas in vitro. 
~::·r¡ -----

fil comparar los pPoduotou <le tr,~1:iuc:ci6n ;i_n ___ yitro de: HNA 

poli1.10mal de nbdulo, ralz ~' hoja sep~tados en PAGE-!:lDS ( Flg B} se 
1'1¡''' 

encontr6 que en el nódulo hay 2 polii:~ptidos muy abundantci:; de un 

'Iª peso 1110 leou la1· al i-cdndor ele :10 lid q1~~i\:.110 1:10 cncucn t.ran en i·ul :1, 

Sin embargo en hoja ha~· 1m pol lp6pt}ll¡·" mu:" abundante 0011 un peso 

similar· u 11110 do lcrn }H'onontoH en 0Ji1·ibclulo, Bn cd.o tipo ele 
~ ~t 

anhU1:1!.G la Jcghcmoglobina 110 en do;' "atada debido a que cnta 
\'~ ,: 

prol.clna nn l'riJol s6lo ticuc un ro' duo d(• mctio1dna (Lee~· 
1;!1:' 

Verma, l!lB·\) 1 la metionina inicial ~,:esta os procesada frn el 

sistema lleudo de reticulocito, 

cspeelficos del n6dulo los hornos 

gen6rico ele nodulina- 30, Bl campo~· ,miento extruRo (Fig. 9) que 
)1 I . 

la nodulina 30 pret1cnta en IEF, podi:: ,, cor expl1c11tlo por 
»¡j' 

modificaciones post-traduccionalos 1 ;na posible asociaci6n con 

' ~'·~ 
1J1 . .J 
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!oídos nucleicos como RNA, lo 

pueda enfocarse bien (Stori y 

De las 16 nodulinno observndns 

7.0 y un peso 

especifica del nbdulo de glutamino 

un pI mds ácido 

com~n en raiz y nódulo (Fi" 9), 

detectada en estos "eles debido a 
l 

En la ral.z hay por lo menos 101 

raiz (Fi" 9a) que son reprimidos enj 

este tipo de proteinas es la forma~ 

(OS) (Fig 9a), la forma que sdlo se 

ralees y que no es detectada en n6d 

y cola,, 1981; Ortega y cole., 

GeJhardt y cola., 1986), 

de la Nodulina 30 

Del an!liaia de los productos 

polisomal de nódulos 

abundante eran las nodulinas -30, 

expreal.bn a lo largo del desarroll 

mediante el anAlisis de 

RNA polisomal en gelee 

edades (Fig 10), La nodulina 

despu6s de la infeccibn con 

que la proteina 

ellnB con un pI de 

ficada como la forma 

ntetasa (GSK) (Fig 9) y con 

emejante a la forma de GS¡l, 

nzima uricasa II no es 

su pI es de 9,0, 

anscritos especificos de la 

n6dulo. Un ejemple de 

la "lutamino sintetasa 

en hipocotilos y 

y cola., 1983; Lara 

adilla y cole., 1987; 

Desarrollo del Nódulo 

traducción in vitre de RNA 

he de los polip6ptidos m!s 

determinación del patrón de 

,· estas, se llev6 ·a cabo 

de traducci6n in vitro de 

s de nbduloe a diferentes 

etecta desde el dia 13 

Aunque a los 11 dias la 
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esta presente (Fil% 11), lo cual indica una expresi6n diferencial 

de las nodulinas en frijol, Al comparar las fracciones solubles 

contra los productos de. traducción in vitre de nódulo, se 

encuentra que la nodulina -30 solo es evidente por traducci6n in 

vitro ya que in vivo no se detecta una proteina de peso y 

abuntluncia similar (F1't 6 vs Fi¡¡ 8¡ Fi¡;¡ 7 Y.§. Fi¡¡ 9b), 

Clonaci6n de los cDNAs de las Nodulinas mis Abundantes de FriJol, 

A partir de un banco de cDNA construido en pBR322 a partir, 

de RNA poli (A)• de nódulos de frijol de 26 dias (Campos y 

cola., 1987) fueron aisladas las clonas de leghemoi:lobina, y 

nodulina -30. Como primer paso se aislaron clonas especificas 

del nódulo por hibridizaci6n diferenci1ü con cDNA- P de rai:l ~· 

n6dulo, Aproximadamente el 10% de las clonas especificas de 

n6dulo hibridizaron con el cDNA de le¡:hemoglobina de soya. Una 

de las clonas especlficas del n6dulo, <le 700 pb (PNF-N300) 

selecciona un RNA mensajero que al ser traducido !.n...Yik9. dll un 

producto del i::rupo de la nodulina -30 (Fig 12b), El producto do 

traduccion del RNA hibrido-seleccionado tiene un comportamiento 

semejante al de la nodulina 30 (Fii: 12ll), Por hibridizaoión de 

PNF-N300 con otras clonas especificas del n6dulo se han obtenido 

3 clonas mas de la nodulina -30, de un tamailo de 900, ,BOO y 160 

pb. 
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Para la clonaci6n de uricasa (PNF-UR07) se hizo el an!lisis 

de un banco de cDNA de n6dulo de 20 dlas en pUC9 con cDNA - P 

de RNA inmunoseleccionado para uricasa (SAnchez y cols,, 1987) Y 

su identidad fué confirmada por hibridizaci6n con el cDNA de 

uricasa de soya. 

Expresi611 de Leshemoslobina, uricasa y nodulina 30 Durante el 

Desarrollo <lel N6dulo, 

Para determinar la forma de exprenión de los RNA mensajeros 

de leghemoglobina, uricasa y nodulina ··30 de· frijol en el n6dulo, ¡ 

se determinaron los niveles de mRNA por hibridizacmn de la sonda 

radioactiva correspondiente con RNA polisomal de raiz 'f de 

·n6dulos de diferentes etapas de desarrollo, separado en geles 

tipo "Northern" (Fil 13), Los RNAs mensajero de leghemoglobina y 

· uricasa, tienden a acumularse durante el desarrollo de n6dulo 

.hasta llegar a un nivel mAximo (18d), posteriormente disminuyen 

su cantidad (Fil 13 ): Sin embargo la nodulina 

-30>no sigue este patr6n, si no que su tendencia es la de 

~ 

i 
¡. 

r 
l .. 

seguirse acumulando conforme avanza la edad del nódulo (Fil 13), L 
.Junto oon el dato de traducci6n !J1 vitre y "Northern" somos 

capaces de postular que la nodulina -30 es Junto con. la 

-leghemoglobina el transcrito mis abundtmte del nódulo de frijol. [ 

! 
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Usando un oligonuolebtido de una ~ona de la regi6n no 

traducida 3 1 de GS gamma (Gebhardt y cols,, 1986) como sonda 

x·adioactiva confirmamos en "Northern" .la naturaleza de ncidulina 

de este pbptido en frijo.1, ( Fig 1'1) 

Comparaci6n con los Productos de Traduoci6n in vitre de RNA 

polisomal de N6dulos de Soya y Leucaen11 leucocepbala, 

Para determinar si la nodulina -30 de frijol es especifica 

de esta leguminosa o es una nodulina oomün a otras le"uminosas 

tropicales (P. ej. soya, Leucaena leucocephala) analizamos los 

: patrones de traduooi6n in vitre del RNA polieornal ~e n6dulo de 

soya )' L. leucocephala encontrándose que en soya ( Fi ¡¡ 15) y en Iu. 

leucocepbala (Fig 16) no hay contraparte de la nodulina -30 de 

frijol. 

Análisis del patrón de ncdulinas de frijol en nódulos oon pocas 

células infectadas. 

Para determinar si es necesaria lu presencia de la bacteria 

en forma intracelular en el nbdulo parn inducir la expresibn de 

nodulinas, se analizarlt.n los patrones ele proteina de nbdulos 

efectivos en t'ijaci6n formados por la oepa de R. phaseoli Cil\T899 

~ n6dulos no efectivos 1 con pocas c1Hulas infectadas 

, formadas poi·: (a) La cepa R. ptiaseoli GE106 derivada por 

mutag6nesis con Tn5 de la cepa CE3 (Noel y cole., 1981), y (b) 

n6dulos formados por una cepa de Rhizohium sp. (Cli80) (Martinez 
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y cole.., 1987) que nodula efectivamente a la le¡;¡uminoEa Clitoria 

ternantea, pero que en frijol forma nódulos con pocas células 

infectadas. Al comparar las fraocion~B solubles de n6dulos 

vacios (28d) con n6dulos efectivos (2·1d) (Fii: 17) se observa que 

los niveles de las proteinas especifiaas del n6dulo como la 

lei:hemoglobinu, uricusa y la nodulina-100 se encuentran 

abatidos. En cambio hay una protelna de raiz de un peso 

molecular menor al de la nodulina-100 (R80) que en n6d.ulos 

vacics se encuentra en cantidades similares a la raiz y que sin 

embargo en n6dulos efectivos parece que su expresi6n est4 

" reprimida (Fig 17), Una banda interm1!dia entre la nodulina -100 

y R80 (Fiu 17) no se detecta ni en raíz ni en n6duloa efectivos 

pero si en n6duloa inefectivos (N-85), posiblemente esta 

proteina sea un ejemplo de una ncdulin:i temprana. 

Si¡¡uiendo este mismo tipo de anállsis, pero sobre los 

productos de traducoi6n in vitro de RNA polisomal de n6duloa 

efectivos (CIAT899) y ni>dulos vacios (Gli80) se encontr6 que la 

n~dulina -30 no se detecta en n6dulos vacios (Fil 18) aunque el 

resto del patr6n es semejante al del n6dulo efectivo (Fig 9b), 

detect!ndose la forma i:amma de OS. Es interesante notar que 

aunque muy probablemente las cepas CE106 y Cli80 tengan 

alteraciones diferentes, los nódulos formados por estas cepas 

son similares, por lo ~enes a nivel'dol patr6n de proteinaa • 
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IV DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

La asociación simbi6tica entre Rhizobium y lei:uminosas da 

como resultado, a nivel molecular, la inducci6n de RNAs 

mensajeros y proteina.s organo-especificas denominadas nodulinas. 

En frijol hemos determinado la existencia de por lo menos 18 

nodulinas (Phaseolus vulaaris L.) medfante el anllicis 

electroforético en PAOE-SDS y 2D-PAGE de diferentes fracciones 

del n6dulo y de los productos de traduooi6n in._ vi tro. do los mRNi\s 

de n6dulo. 

Para cuatro cuatro de las nodulinas de frijol (Fiíl 6) ya se 

ha descrito una funci6n en particular¡ dos de ellas est!n 

relacionadas oon el apoyo a la funci6n del bacteroide 

(leghemogloLina y saca.rosa-sintetasa) y dos con la aeimilaci6n 

del nitr6geno fijado (OS ) y uricasa II), i\ excepci6n de la OS 

detectada solo en frijol (Lara y cole,, 1981) 1 atrae; nodulinas 

han sido encontradas en soya (º1.Y.oine !!!fil!.) Verma y ooln,, 1986), 

Esta lei:uminosa tropical est! muy relacionada con el frijol, por 

lo cual la existencia de nodulinas similares a las de frijol era 

de esperarse, 

'l'ambién hemos determinado la. ex is t.enoia de otras 1>roteinas 

especificas del nódulo, posiblemente de orii:en vei:etal, muy 

;abundantes con función desconocida. Entre ellas una-proteina con 

un peso molecular de Z05 kd 1 similar al de la enzima i:lutamato 

sintasa (GOGi\T) (Fii: 17) de nbdulos de Lupinus an;uetifolius 

(Robértson y·ools,, 1975)¡ hay otra próteina espeo~fioa del 
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n6dulo que migra de manera aberrante en PAGE-SDS (Fig, 17) 

posiblemente debido a que, sea altamente hidrof6bica o que este 

¡:lucoeilada. Curiosamente esta proteina se tiñe de un tono 

diferente a las demae protelnae del nódulo con azul de Coomasie; 

actualmente estamos llevando a cabo su purificación y una 

caracterización m!e completa. 

A partir del análisis en 2D-PAGE de los productos de 

traducción in vitre hemos detectado hasta 11 nodulinas (Fig 9), 

de 6etas, las más prominentes, son un orupo de polipAptidos muy 

abundantes, a loe cuales denominamos llttnórioamente como grupo 

nodulina-30, con un peso molecular de 30 kd y con un 

comportamiento en IEF peculiar, ya que estos polip6ptidos 

atraviezan el gradiente de pH (1,0 - 7,0) del. i:el de la primera 

·dimensión, y visualiz4ndose como un barrido (Fi~. 9), A partir 
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.. 
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de .. un banco de oDNA de RNA poli (A+)de nódulo hemos aislado una : 

~· clona, PNF-N300, que selecciona por hibridizaci6n con RNA poli 

(A+) un RNA mensajero que codifica parh ulguno(s) de los p6ptido11· 

.1 que componen el grupo de nodulina-30 (l"i¡¡, 12), Estas nodulinae 

poseen caracterlsticas muy interesanteu que las hacen merecedoras 

de un analisi.i?. m:ls exhaustivo. Estas oaraoteristicas sen: (i) su 

punto isoel6otrioo aberrante¡ (ii) su uran abundancia como 

transcrito pero su ausencia in vivo o incapacidad de detectarla 

en la fraooi6n eoluble~del n6dulo y (ii.i) su ausencia en n6dulos 

r 
1 ... 

.. , 
con pooas_cblulas infectadas. Una posibilidad para explicar la ~ 

.causa del comportamiento electrot'or6tic:o peculiar de la 
r .. 
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nodulina-30, es que esta proteina pudiera interaccionar con 

Acidos nucleicos, espeoificamente oon HNA ya que el lioado de 

reticulocito no tiene DNA. Esta interacci6n formarla 11n complejo 

nuoleoproteico que quedaria atrapado par la malla del ~el, dando 

como resultado el barrido de la nodulina-30. Después de un 

tratamiento del reticulocito con RNAsa pancre!tica no se observ6 

nin¡,¡u11 cambio en el comportamiento en IEF de la nodulina-30, lo 

cual descartó dicha posibilidad. Tambten seria posible que la 

nodulina-30 fuera codificada poi· una f:imilia de RNAs que traducen 

·· para ~olipéptidos con un pese molecular semejante, pero con pI's 

muy heterogeneos (4,0 - 7.0), Esto explicaria porque la clona 

pNF;..N300 selecciona un RNA que al ser ·traducido d! un producto 

con un barrido similar al de la nodulina-30 (FiG 12), Datos que 

apoyan la idea de que el a¡¡1·upamiento de 30 kd correspondan a una 

familia de ¡¡enes son: su comportamiento como una unidad durante 

el desarrollo del nódulo (FiG 10) asi ~orno cuando se bloquea est~ 

desarrollo, De aqui que surja la neceuidad de conocer el nümero 

de coplas detectadas oon PNF-N300 al unarla como sonda contra DNA 

i:enómicc de frijol. Por 6ltimo puede uer que se trate de un 

artificio generado solo en el lisado du reticulocito de conejo, 

pudiendo ser posible que en la planta nada de esto ocurra. Para 

analizar esto se estdn haciendo traduooiones en lisado de Germen 

de trigo 3H-leucina y s1s-metionina, A partir de los 

experimentos de traduccibn in vitre se puede apreciar que el 

Grupo de nodulina-30 son los transcritos mds abundantes del 
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n6dulo de frijol, aunque también se podria ~raurnentar que la 

nodulina-30 fuera un polipéptido rico en resid~os de rnutionina. 

Sin embargo, los experimentos tipo "Northern" usando PHF-N300 

(Fig, 13) confirman la suposici6n de que los mRNAs de,la 

nodulina-30 son los rn6s·abundantes de la poblaci6n de RNA 

poli(A•) del n6dulo. Al tratar de det•3Ctar la correspondiente in. 

~ no encontramos ni en fracción sol•Jble ni en fracci6n 

peribactaroidal una proteína abundante en el rango de 30 kd 

(Fii:. O), ni con un comportamiento aberrante en IEF (Fig, 7), De 

aqui surge la paradoja de que aunque 11111 nodulinas-30 sean Junto 

con las leahemoalobinas loa transoritoB más abundantes del n6dulo 

d.e frijol,. estas no ae hayan localizado in vivo, Algunas de las 

posibles razones son: (i) esta proteimi puede enoontrarnae en una 

fracci6n que no hemos analizado (pared celular, oraanelos)¡ (ii) 

que sufra modificaciones postraduooionales que la haaan migrar 

con un peso molecular diferentes (aluo?eilaoionee, 

hidroxilaciones, proteolieis) y (iii) que la nodulina-30 sea una 

_proteina de vida media corta. 

Aunque .esta nodulina es muy abund1mte, eu presencia en otras 

.leauminosas 001110 soya (Fig 15) y Leuoaona leuoooephala 

(Fia 16) no es detectable, sin embarao hemos detectado alao de 

hibridizaoi6n con RNA poli(A•) de chicharo (dato no mostrado), lo 

cual indioat·la que posiblemente la nodulina-30 tenaa una 

contraparte con funciones similares en otras le1uminoeas, 
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Al analizar los nódulos inducidos por cepas de Rhizobium 

phaseoli y otras de amplio espectro que no pueden invadir a la 

planta dando n6dulos "vacios" de bacterias encontramos que estAn 

abatidos les niveles de .todas las nodulinas antes descritas 

(Fig 17) y la ausencia de la nodulina-30 (Fig 18), indicando que 

es necesaria la presencia del bacteroide para la inducci6n de la 

nodulina-30. El patr6n de traducci6n que se observa con nódulos 

"vacios" es similar al de los n6duloa efectivos a los 11 dlaa d~l 

desarrollo (Fig 11). A los 11 dias a6n no se est6 llevando a 

cabo la infeccibn en n6dulos efectivos, en este entudio el nódulo 

mis bien parece un meristemo (Newcomb, 1981) cosa que pasa con 

los nódulos "vacioe" los cuales se parecen más morfoló~icamente a 

un nódulo efectivo (Noel y cola., 1986), Esto ea también apoyado 

por nuestros datos ya que por ejemplo esta abatida la inducción 

de uricaoa, una nodulina de o~lulaa no infectadas y ademla en 

estos n6dulon se siguen observando proteinas especificas de raiz 

(Fig 17; R90), Aparentemente los nódulos formados por !h 

phaseoli CE106 y R· sp. Cli80 parecen nstar bloqueados en un paso 

del desarrollo del nódulo. Esto explioaria el porque ea 

observada lu forma gamma de OS en nódulos vaoios y en nódulos de 

11 dias (Fia 11 y Fig 17). Concluyendo, los genes de nodulinae 

parecen responder a un programa de desarrollo, el cual es 

regulado por señales de la planta y la bacteria (presencia de 

ba'oteroide, fijación de nitrógeno, temdón de oxigeno, factores 

bacterianos), 
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Debido a su abundancia es posible pensar que la nodulina-30 

ha de tener un papel importante en el nódulo. La i11fo1·maoi6n 

obtenida hasta ahora es insuficiente para poder asignarle ali:una 

función. La ausencia da la nodulina-30 en nódulos "vacios" 

podria estar relacionada a la carencia de membranas 

peribacteroidales. Sin embari:o, en nódulos vacios de soya se ha 

encontrado que para la nodulina-26 1 una nodulina de la membrana 

peribacteroidal, el 11ivel del correspondiente RNA se sii:ue a~n 

sin.tetizando a los encontrados en la copa silvestre (f"o1•tin y 

. , cole, 1987), 

Un ejemplo de familia de nodulinau ha sido desori to en soya, 

estas son nodulinas que aunque tienen diferente localización 

celular y peso molecular (25; 25,5¡ 27 y 11 kd), poseen 2 

. dominiou con un 80X de homoloi:fa (Jacobs y cole,, 1987; Sandul y 

. ools., 1987¡ Seni:upta-Oopulan y cola, 1986), Un caso semejante 

podria estar sucediendo con la heteroi:oneidad de la nodulina-30, 

Estudios posteriores como la seouonoiaci6n de la(a) 

nodulina(s)-30, el nümero de copias en el uenoma, áu looalizaoi6n 

in yi va y celular y su semjanza con ot1~as proteinas responderA 

ali:unas de las interroi:antes aqui suri:idas. 
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Fig. 1, El PI'oceso de Nodulaci6n, A, Colonizaci6n de la Ra1z; B, Uni6n 11 la Ra1z; 
C, EnI'oscamiento de los PelOs RadiculaI'es¡ D, Hilo de InfecciiSn; E, Act:tvidad 
meI'istematica; F, N6dulos de FI'ijol; G, UltI'aestI'uctuI'a del Nódulo de F1,ijol • 



~ 

Fig, 2. Estructura del Nódulo de Frijol, Micr?s~?P~~ do luz de 

n6dulos de frijol formados por la cepa de ~·· '¡Jll<is'eill CE-3, 

(a) Sección transversal mostrando: UC, celulas no infectadas¡ 

IC, células infectadas¡ V, haces vasculares, (b) Ultraestructura 

del nódulo mostrando células infectadas (CI) rodeadas por células 

no infectadas, 
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;,:'.;';' 150 ug de prote1na por carril, el gel se tinO con azul de Coomasie, (1) Protdna 

1 .. ,.. soluble de nMulo de frijol de 24 d1as formados por J.a cepa CIAT 899, (2)prote1na 

-i solUble de raíces de 8 d!as sin infectar, (3) fracciGn peribacteroidal, (4) lisa-

1 ·· · do de bacteroide de la, cepa CIAT 899, El gel fu~ en gradiente 7, 5\-15\. 
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Fig~ ~. Gel Bidimensionall(IEF) de las Prot~1nas Solubles de 

N8d~lo de Frijol de 24 d1as, La prote1na de n6dulos formados 
por la 'cepa'CIAT 899. se extraj6 con 50mM de Tris pH 7,5, 

Ap~oxlmadamente se analizar6n 75 ug de prote1na.ED el, gel de 

IEF los rangos de pH van de 1,5 (iz~uierd~) a 4,5. (derecha), 

El. gel de la s~gunda dimensi6n fu~ e~ gradiente 7,5%-20%, Las 

prote1nas se visualiz~r6n con plata, 
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por la cepa dé'!; ·phaééoli CIA'. 899, Las flechas en e~ panel A indican n'f'<)au,,,t:<111 
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Fi¡. 12: Traducci6n de IUfAs mensajeros H1brido-Seleccionados por la clona • 

·pNF-N300, El DNA de la clona pNF-N300 fu' 'lineariza1lo, transferido a nitro­

celulosa e hibridizado a RNA poÜsónial de nl5dulos de 18 d1as. Rl RHA hibri­

dizado fué liberado, traducido y analizado en. geles 2-dimensionales, ( I) RNA 

seleccionado por pBR329¡(II) RNA polisomal de n6dulo¡ (III) RNA seleccfonado 

por pNF-N300, 
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Fi1. ti. Compal'aci6n ~e loa Nivele• de RNA m1n1ajei'C>I de las Nod'Ulinaa 111&1 

, · abundantH de Fl>ijol dlll'anta la Fonnaci6n' del N&dulo. 10 ug de RHA polhOlll:lll 
' de diferentel Htadoa de desarrollo del nl5dulo fueron 1epaNdo1 en ¡elH da 

qal'01&•fonaald1h!do, transferidos a nitl'Oceluloaa·u hibiridiudoa con el 
in11irto de la clona indicada, En:ciada panel se indicia el ti1111po da dHal'l'Ollo, 

'Rll, ni~ ain infecta:r de' 11 d!as¡ · H, hoja. . . 
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16. ANJ\T .. ISIS OE LOS PRODUCTOS DE TAAOllCCION in vitro 

DE RNA POLISOMAL nE RAIZ y MODULO DE LeuCie~ 
leucocephala. LOS NOD!JLOS FUERON FORMADOS CON LA 
CEPA CIAT-899. (l) RAIZ lOd¡ (2) NODULO 45d, 
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Fig,17 ,Analisiri de la Proteína Soluble de Nódulo ele Frijol en 
PAGE;..SDP. en Gradfonte 7. 5%-20%. l,a protefo.:1 se extraj6 
con 50 mM ele •rris pH 7. 5. Aproximadamente 150 ug d·e rro 
teina fueron t~xa¡r¡:inados, ·el p,;el se tiño con azul. do'.~ coQ: 
masfo. (et) Nóclulor. de frijol de 24 días forn1adon p•)I' la 
ª''P<'I CT/\'I' fl\l!l; (b) cr. 1.Clfi; (C)) Crtl Cly BO; Rufa r.i.1 infn 
ct<1_r d(i B dfoo; (el) llact<·iroid\~ cJe. l.i ccpn CIA'1' U99. -
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Fiq, 18, Electroforeto9rama 2-D de los Productos de Traducción .!!!.!!!:!2 de N6dulos 

"vacios" •. Los n6dulos se formaron con la cepa de.:!!!!!:~ sp. Cli 80 y se cosecha­

rón a los 28 dbs. Las flechas indican las isoformas de la endma qlutA111ino sinte­

tasa, los parentesis muestran la zona del gel donde lle debeda de detectar el agru­

pamiento de la nodulina-30 (ver Fig, 9B). 
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