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I. INTRODUCCION

En la naturaleza pueden observarse diversos sistemas de
simbiosis mutualista, donde dos o mA&s organismos interaotuan
para formar un superorganismo o consorcio, ejemplos de estos son
los que se 1llevan a cabo eﬁtre hongos y algas para formar
liquenes; algas y oelen£eradoa en corales; bacterias en nédulos
dé-leguminoaas. »

La simbiocsis mutualista es un ejemplo de relacién trdédfica
colateral donde ha habido una evolucién paralela de especies,
donde al final, determinada especie se.relaciona de manera muy
~egtricta con otra especie también definida. El proceso de
seleccién que ha conducido a establecer y a mantener tales
‘relaciones y las mantiene, puede ser explicado en parte por
alguna economla energética (Margalef, 1977).

: Un ejemplo de simbiosis mutualistn es la que se lleva a oabo

entre bacterias Gram-negativas del género Rhigobium y ralces de
plantas angiospermas de la familia dé las legqminqsas. para dar

.~como resultado un drgano, denominado néddulo,

‘1. EL PROCESO DE NODULACION

‘El nddulo es la culminacién de una serie de eventos
. secuenciales que van desde la colonizacidn de la rizdsfera pér
Rhizobium ¥y el reconocimiento entre la planta y la bacteria,

hasta: la formacidn de .un nédulo efectiyo en fijacidn de



nitrégeno. Dentro del nddulo algunas de las células de la
planta estin hubitadas .por formas endosimbidticas de la
bacteria, las cuales reducen nitrégeno molecular (N;) a amonio
{NH; ) a expensas del fotosintato de la planta (Bauer, 1981; Dart
1976 MNewcomb, 1981; Verma y Long, 1983, Vincent, 1980).

Vincent (1980) ha agrupado el proceso de nodulacién en:
preinfeccidn; infeccidn, desarrollo del nédulo y funciédn del

nddulo (Fig 1).

A, Preinfeccién,
' 'Los eventos que suceden en esta fase son: la colonizacién de
1a raiz por la bacteria y el reconocimiento entre la planta y
Rhizobium, dando como indicador de que la infeccidn pudiera ser
"viable, un engroeamiento y enroscamiento del pelo radicular
(Fig 1),
. Se ha propuesto que la bacteria es atraida por su hospedero
" por quimiotaxis. De esta manera la concentracién de Rhigobium
“‘en la rizésfera aumente lo suficiente para que la infeccién sea
posible (Currier y Storbel, 1979) (Vér Fig la). Sin embargo
mutantes de la bacteria afectadas en movilidad como eson algunas
bacterias sin flagelo'; bacterias no moviles,; pero ocn flagelo;
Y bacterias no quimiotdcticas con movilidad anormal y con
'Ti;geio{ son capaces de nodular, aunque son menos competitivas
'hoﬁﬁndb se coirnooulan con oepas moviles (Ames y Bergmen, 1981).

Ademds 1a 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 biotina, tiamina (Graham,
1963) u homoserina (Van Egeraat, 1972).

Después de la colonizacidn de la ralz por la bacteria hay
una unidén fuerte de Rhizobium a la superficie de la ralws (Fig.
15). Se ha propuesto 1; existencia de un receptor vegatél que
funcionaria como un puente de unidn y determinaria lo que pudiera
ser la especificidad del reconocimiento. Es posible que estas
moleculas receptoras sean leotinas (Albersheim y Anderson-
Prouty, 1975; Bauer, 1981).

El mecanismo de enroscamiento de la raiez (Fig. 1o} no es
bien conocido,: pero parece ser consecuencia de una tasa
desequilibrada de sintesis de la pared celular del pelo radiocular
{Verma y Long, 1983). El enroscamiento Yy engrosamiento de los
- 'pelos radiculares es debido a un factor de la baoteria que
tambien es liberado en los medios de cultivo donde .se orece

Rhizobium: {(Solheim y Raa, 1973).

-B. Infecgion .y Desarrello del Nédulo

Posteriormente las células de los pelos radiculares
.-enroscados o engrosados son infectadas. Las bacterias pasan de
l;_superfioie,de la ralz a la corteza a través ' de una estructura
-tubular llamada hilo de infeoccidén (Fig 1d) . (Roberteon y Farnden;

.-1980).



Como preludio a la formacidn de un hilo de infeccidn se
obsgerva la aproximacidn del nbdcleo de la célula del pelo
radicular hacia el sitio de la infeccidn (Napoli. y Hubbell,

1975). Se ha propuesto la accién de enzimas pectoliticas o

. celuloliticas para la iniciacién del hilo de- infecocidén (Fahraeus

y Ljunggren, 1959).,  Detectandose bajos niveles de enzimas
pectoliticas en Rhizobia'de vida libre. { Hubbell y ools../1978;
Verma y cols, 1978) y de un aumento en la actividad de enzimas
celuloliticés ¥ pectoliticas en raioeg infectadas {Ljunggren y
Fahraeus, 1961; Verma y cols, 1978). Verma y cols, (1978) han
déteotado histoquimicamente actividad celulolitica en las
paredes de los hilee de infeccidn de soya.

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

‘c#lulas corticales externas, {(en la punta del mismo) ge inicia

‘" una zona -de actividad meristemdtica la cual también es

atravezada por este hilo de infeccidn (Fig. le). ' Las células de

esta zona, principalmente poliploides, son las que serdn

infeotadas por Rhigobium., El resto de¢ las célulaé de la zona
meristemdtica consiste de célﬁlas diploides, las cuales dardn
lugar a las células no infectadas en el nédulo maduro (Newooms,
1981; Robertson y Farden, 1980);

El Rhizobjum es liberado del final del hilo de infeoccidn
hacia el citoplasma de las células meristemdticas poliploides por
endéoitosis (Robertson y Farden, 1980). Las baoterIAS'al'ser

liberadas son envueltas en membrana de origen vegetal denominada



membrana peribacteroidal (Robertson y cols, 1978a, 1978b; Verma y
cols, 1978). El ntmero de bacterias anvueltas por la membrana
varia dependiendo de la leguminosa, aparentemente este ntimero
estd bajo el control del hospedero (Dart, 1977).

Los ndédulos de las .leguminosas son agrupados por su forma
en: esféricos como loeg de frijol y soya (Fig. 1f); cilindricos o
apicales como los de trebol y alfalfa y de collar como scon los de
Lupinus, La forma del nédulo es el resultado del desarrollo de
la.actividad mitdtica en.los nédulos (Newcomb, 1981), en el
caso de los nédulos esféricos la actividad mitética se lleva a
cabo: alrededor de la zona meristemdtica original a diferencia de
los nédulos cilindricos donde la actividad se localiza en el
dpice . En los nddulos esféricos, despuds del vaciamiento de
. las bacterias,.laavcélulas del hospedero cesan su mitesis y
sufren un aumento en volumen. Las células infectadas de la zona
central causan que el nédulo crezca radialmente, provocando que
el nddulo adquiera una forma esférica (Newcomb, 1981; Robertson
y Farden, 1980).

Adémds‘de células infectadas, el ndéddulo estd compuesto por
oédlulas no:infeotadas (Fig 2), las ouales son mis pequefias que
las infectadas, Esta células tambiédn se encuentran altamente
diferenciadas y cumplen un papel importante en la funcidn:del

nédulo. Otro.tipo de células asociadas al nédulo son las' que

.. forman los haces vasculares y las células de transferencia, las



cuales estdn relacionadas al transporte de metabolitos (Newcomb,

1981).

¢, TFuncién_del Nédulo

Poco después de que. Rhizobium se encuentra en el
citoplasma del hospedero y rodeado por la membrana
peribacteroidal, éste se diferencia a bacteroide, es decip la
forma especializada que reduce nitrégeno atmdésferico a amonio.
El amonio es excretado a} citoplasma de la célula infectada, el
cual es asimilado per el huésped en el nédulo y finalmente
metabolizado en compuestos nitrogenados que van a ser exportados
para nutrir a luas partes aereas de la planta. Por otro lado la
~ planta a su vez participa proporcionando un medio adecuado
(nivelee de 01 libre muy bajoe) y de una fuente de energia que le
permite a la bacteria fijar el nitrégenc ya que este proceso es

. metabélicamente my costoso (ver Fig, 3).

i)f La Nitrogenasa
La enzima responsable de la fijacién de nitrégeno es la
nitrogenasa, la cual cataliza la siguiente reaccidn:
- Natl2 ATP+Ge+6H —r 2NHa + 12ADP+12P4
este proéeao se encuentran confinado solo a organismos
procariotes (diazotrdéficos).. Esta enzima es un complejo
proteico .formado por doe ﬁartes sepatables en.DEAE-celulosé: el

componente I, un tetrdmero (Kz ¥ ﬂa) formado por dos



subunidadees distintas de 51.3 y 59 Kd. que contiene fierro y
molibdeno y el componente II, una ferroproteina compuesta de dos
subunidades iguales de 34.6 Kd. Ambos componentes son
degnaturalizados rdpida .e irreversiblemente por exposicidn a Oz,
Ademds de estos dos componentes se requiere de ATP, un reductor,
un sugtrato  reducible, Mg** como un activador, y un medio
anaerdbico para que se lleve a cabo la fijaoidn (Yates, 1980),

En la reduccién de N2 a 2NH; se usan 8 electrones:

M:+8H*+8e~ ——> 2NHa +H:

Este hidrbgeno producido puede ser dtil al organismo: (1)
para la reduccién de Oz , para proteger asi a la nitrcgenasa;
“(2) para recuperar energla; y (3) como una fuente de electrones
de'}a nitrogenasa. En los nddulos pusde o no estar presente un
sistema de recuperacién de hidrégeno, este es codifioado por el
" gene hup (hidrogenase uptake) del prozariote, el cual lléva a
cabo la’ oxidacién de H: y la sintesis de ATP. Aunque ‘eate

sistema ahorra energla, no se ha desorito alguna ventaja sobre

i cepas huﬁ' y ¥a sea en produccién o nitrégeno fijado (Dilworth y

Glenn, 1981).

i1) ‘Asimilacién del Amonio

Aproximadamente el 15% del nitrégeno fijado por el
" ‘bacteroide es exportado como amonio al citoplasma de la fraccién
vegetal del nédulo (Lea y cols,, 1982) donde es asimilado ‘por la

via del:ciclo de la glutamato sintasa (Fig. 4) (Miflin y Lea,



' 19805. Por medio de anAlisis radioisotdpicos con 15N; hechos por
Meeks y cols, (1978) se ha encontrado que en nédulos de soya el
primer compuesto en marcarse es la glutamina, declinando la marca
conforme transcurre el tiempo para posteriormente ser detectado
en glutamato. AdemAs usando inhibidores especificos de
glutamine sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) como
metionina sulfoximina y azaserina se obtienen resultados
consistentes con que el.nitrbgeno fijado se asimila por la via
GS/GOGAT (Ohyma y . Kumazawa, 1980).

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

. GS. _en nédulos de Lupjinus aumenta conforme transourre la

- nodulacidn llegando a ser hasta 500 veces mds alta que la que se
encuentra en la ralz. Esta enzima es un octdmero de 380 Kd

. consistente de 8 subunidades de 13 a 47 Kd y constituye el 2 X de

..la proteina soluble del nddulo en soya y en frijol (McParland y

-‘cols,, 1976, Lara y cols., 1884), Apﬁrentemente esta enzima es
citosdlica (Awoniake y cols., 1981; Shelp y ocols, 1983). En

i nédulos de frijol (Phaseolus vulgarig) es posible separar por
) médio de cromatografia de intercambic ionico dos formas de.OS

(Cullimore y cols., 1983), GSn: y GSna, GSn: es una forma

especificamente asociada al nédulo (Lara y .cols, 1983), mientras

la forma GSn: es cemejante a.la de ralz. Del andlieis de la

. .composicibn polipeptldica de ambas formas, . Lara y cols. (1984)

.. -han encontrado .que la forma GSn, consta de dos isoformas

:-denominadas ﬂ.y'g, siendo el péptido K una proteina especifica

B



del nddulo.

Se ha desorito que estas isoformas provienen de distintos
genes y no de un procesamiento postraduccional (Ortega y ocols.,
1986} Gebhardt y cols., 1986).

La otra encima del cioclo, glutamato sintasa (GOGAT) ha esido
poco estudiada en nddulos. Esta enzima muestra especificidad por
au cofactor (NADH)} (Robertson y cols., 1975). Ha sido purificada
de, néduloe de Lupinus (Bpland ¥ Benny._1977). La enzima consiete
de un solo péptido de 236 Kd. En Lupinus su actividad aumenta
haztg 10 veces durante la nodulacidn (Robertson y cols, 1975)
aunque en ndduloe de soya no se observa un aumento en sctividad
- {(Sen y Schulman, 1980}, en frijol hay un aumento correlacionado
con la fijacidn de nitrégeno (Lea y cols, 1982). La GOGAT se
encuentra localizada en pldstidos (Awonaike y cols,, 1881; Shelp
) y cols, 1983)., La especificidad por eu cofactor (NADH) y una Km
para 2-oxoglutarato diferente a la de la ralz (Stewart y cols.,
1980).  hacen pensar que esta enzima pueda ser una forma
especifica del nddulo, Suzuki y cols. (1981) han reportado la
. existenocia de una = GOGAT dependiente de ferredoxina en nédulos de
. soya, con. determinantes antigénicos semejantes a los de hoja de

arroz,



ii) Transgporte del Nitrdgeno Asimilade.

El nitrédgeno asimilado se exporta del nédulo via xilema o
floema al resto de la planta en forma de asparagina en el caso de
leguminosas "templadas" .(Lupinus, chicharo, haba). Esta amida
constituye el 90% del N; transportado del nddulo hacia hojas y
semillas en desarrollo (Pates y cols, 1969; Atkins y cols, 1975;

" Robertson y cole., 1975). El N; es incorporado haoia asparagina
-en una via que involucra‘dos enzimae! aspartato aminotransferasa
Y -asparagina sintetasa (Lea y Miflin, 1980; Miflin y Cullimore,
1984).- En cambio en leguminosas "tropicales" (soya, frijol,
‘Vigna) el nitrégeno es predominantemente (80%) transportado como
ureidos (alantoina y doido alantéico) (ver Fig. &) (Reynolds y
--cole, 1982); los ureidoe son formadoe a partir de glutamina o
via glicina y aspartato (Lea y cols, 1982; Miflin y Cullimbre,
- 1980), .Aunque en plantag y animaleg los ureidos son derivados
.. de la degradacidén de purinas, en el nddulo la sintesie de
ureidos estd separada del metabolismo ﬁormal de Acidos nucleicos
{Lea ..y colas., 1982).
© Algunae enzimas de esta via son: xanthina deshidrogenasa
(XDH), uricasa 'y aiantoinasa, las cuales aumentan su utilidad
~ocuando se incrementa el transporte de ureidos en el nédulo
{Schubert, 1981)., Xanthina dechidrogenasa ha sido purificada
por Tripplet y cols (1981) consta de un dimero de 285 Kd. Se ha
propuestc su localizacidn en células no infectadas del nédulo

(Nguyen, 1986), =sin embargo Triplett (1985) ha localizado XDH en
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célulae infectadas de nbédulos de soya. Por lo que toca a la
uricasa presente en nddulos de soya y que es diferente a la
uricasa que se encuentra en la ralz; ests enzima consts de 4
subunidades de 35 Kd (Bergmann y coles, 1983; Sdnchez y cols,,
1987)

Se ha propuesto que las células no infectadas del nédulce
participan en la sintesie de ureidos (Newcomb y Tandon, 1981)
debido a que estas células tienen mds peroxisomas y reticulo
endopldemico liso, lugares donde se localizman preferencialmente
uricasa y alantoinasa {(Hanks y cole., 1981; Hanks y cols., 1983),
. Bergmann y cols. (1983) han demostrado que la uricasa de ndédulo
‘de ®soya &e¢ encuentra en peroxisomas de células no infeotadas

(Fig 5).

2. - GENES INVOLUCRADOS EN LA SIMBIOSIS Rhizobium=-PLANTA.

Del resumen anterior: se puede conlouir que la nodulacién es
un. proceso secuencial y complejo, el ocual es resultado de la
cooperacidn entre dos genomaes: el del_Jthizobium y el de la
planta.,  Debido posiblemente al manejo de metodologias de
Biologia ' Molecular de mejor o mAs fAcil aplicacién en bacterias

- {(ej. obtencidn de mutantes; transferenocia de DNA) el,éstudio de
:'los nénes involucrados en la formacién del nddulo se encuentra
mucho mds adelantado en la bacteria {(Kondorosi y Kondorosi,
.-1986, Downie y. Johnston, 1986) que en el hospedero (Verma'y

cols, 1986).

11




A. Genee Bacterianos

Lae ‘mutaciones en las capacidades simbidticas de la
bacteria, pueden dividirse en dos catedorias: Nod y o I'ix. Las
mutantee nod- no pueden formar nddulos mientras las mutantes fix-
‘pueden formar nédulos pero estos no son efectivos en la fijacidn
del nitrdgeno (Vincent, 1980). En loe genes fix estdn agrupados

los genes estructurales de la nitrogenasa (nif) (Kondorosi y
cole., 19841; Kondorosi y Kondorosi, 1936)
En Rhizobium de crecimiento rdpido la mayoria de los genes

_necegarios para la eimbioeis se encuentran localizados en un
. pldemido de alto peso molecular llamado pldsmido Sym (simbidtico)
(Banfalvi y cols, 1981; Batut y cols., 1985; Kondorosi y cols.,
19841; Nuti y cols., 1979) a diferencia de Rhizobium de
crecimiento  lento o Bradyrhizobium (Jordan, 1982) en donde estos
.. genee: 8e encuentran dispersos en el oromosoma (Nutl‘y cols.,,
.1986: Rostas y ools, 1984; Sutton y cols., 1981; Yun y cole,,
1986) . } )
En Rhigobium meliloti, la bacteria que nodula alfalfa, los

.. denes nod se encuentran cerca de los genes nif, Algunas

—.mutaciones nod mapean a- 25 kb de los fenes estructurales de la

.- -pitrogenasa. (componente I nif D y nif K, componentes II nifil)

(Banfalvi y cols, 19843 Long y cols,, 1982), por otra parte los
genes nod y nif estdn contenidos en vehiculos del tipovR-Prima

en un inegerto de 90 Kb (Kondorosi y cole, 1984). Loz genes pod



se encuentran organizados en dos agrupamientos o "clusters". Uno
de estos "clusters" engloba a los genes nod comunes de
nodulacién, el otro "cluster” determina la especificidad haclia
el huesped (genes hsn) .(Kondoroei y Kondorosi, 1986; Horvath y
cols., 1986; Downie 'y Johnston, 1986). El agrupamiento de genes
nod comunes consiste de cuatro genes {(nod ABC y D) organizados
en dos.unidades transcripcionales. Estos genes se encuentran
muy conservados en Rhizobium, mutantes en estos genes pueden ser
complementados con los correspondientes de otras especies de
Rhizobium (Kondorosi y cols, 1984; Torok y cole, 1984)., La
funcién de estos genes atin no es conocida. El producto de nod A
codifica para una proteina de 21.8 Kd y se ha sugerido que su
localizacidén en la bacteria sea citosdlica, su expresidn es
induoida por exudados de plantas leguminosas y mAs
-especlificamente por compuestos producidos por leguminosas como
la flavona luteolina y algunas hormonas como trigonelina
{Schmidt y cols., 1986}, El producto de nod C es una proteina
tranesmembranal de 34 Xd (John y cols., 1985; Schmidt y cole.,
1986), ' El gene nod D codifica para un producto que activa la
expresidn del operdn pod en la presencia de exudados de la planta
(Mulligan y Long, 1985},
En R, _meliloti los genes hsn se encuentran en dos unidades
" transcripoionales (hsn“ABC y D). Estos genes codifican para
protelnas de 9.7, 11.7, 26.7 y 28.6 Kd respectivamente. = Las

~mutaciones defestos‘genes modifican el rango de especificidad
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hacia el hospedero, A diferencia de los genes nod los genes hsn
no pueden ser complementados por plasmidos de otras especlies de
Rhizobiwn (llorvath vy cols., 1986).

Log genes que codifican para la nitrogenasa se encuentran
looaliéados en el pldsmido Sym (Nuti y ocols., 1979). In la cepa
CFN412 de Rhizobium phaseoli, Quinto y cols. (1982) ha reportado
la reiteracidn del gene nif H, Por mutagdnesie dirigida se ha
demostrado que ninguna de las tres copias de este gene es
indiepensables para la fijacién de nitrdgeno (Quinto y cols.,
1985).

Ademds de las funciones esenciales para nodulacidn y
fijacidn en el pldemido Sym se han descrito otras funciones como
la produccidn de melanina {(Kondorosi y cols., 1984) y genes para
el cataboliemo y slntesis de compuestos del tipo opina
-{rhizopina), la prese;oia de estos genes did apoyb al concepto de
qué la simbiosis Rhizobium-planta evolucioné a partir de una

-interacoidn patoldgica (Murphy y cols., 1987),

.B, Uenee y productoe de ls plants especificos del néduLg. 
En la planta se han identificado pocos genes involuocrados
en la simbiosise con la bacteria, y la funcién de la mayoria de
.. eatos es desconocida {(Verma y cols., 1986).
=, En soya, Legocki y Verma (1980) han descrito la presencia de
.proteinas de la planta, especlficgs del nddulo, las cuales

denominaron nodulinas., También se han descrito nodulinae en
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' chicharo (Bisseling y cola., 1983) y alfalfa (Lanc-Unnuuoh‘yy

Ausubel, 1985). Se han detectado 20 nodulinas en soya (Legoocki
y Verma, 1979; Legoocki y Verma, 1980) y 21 nodulinas en chicharo
{(Govers y cols., 1985) por traduccidn jin vitro de RNA polisomal

. de nédulo y alrededor de 20-10 RNAs mensajeros moderadamente

'ff‘princra oategoria, una sacaross sintetasa nddulo-elpootfidd5

abundantes especificos de nddulo por medio de experimentos de
hibridiznoidh {(Auger y Verma, 1981).
Fuller y colse., {1983) han clasificado las nodulinas .en:

tfea clases, a partir de su posible funcién: (1) Proteinas

. ‘reaponaables para el mantenimiento del nédulo; (2) enzinnu
: necesarias para la asimilacién espeoifica del nltrbzeno reducldo.ﬁ
y (3) proteinas que apoyan la funcién del bacteroide y facilitan..
la reduccién del nitrégeno. Aunque son varias las proteinas .
especificas del nddulo, sdlo una proteina del tercer tipo:
“vLeuhemozlobina (Verma y Bal.,, 1976; Appleby, 19841); dos del
segundo: Una forma de uricasa especifica del nddulo en soyn
‘(Bergmann y cols., 1983), el polipéptido de la enzima zlutamin
faihtetaai en nédulos de frijol (Lara y cols., 1981); y 2° do'ln;

* (Thummler y Verma, 1986) y una colin-cinasa especifica de
u ‘he|brana peribacteroidal en soya (Mellor y cols,, 1986). La
funcién del resto de las nodulinas es desconocida.

Se ha determinado la localizacién de alcunsa,nodnlinal.‘;éy
ejemplo la uriocasa la cual ha sido localizada en células no- ‘

_infectadas (Hanka y cols., 1983; Bergmann y cols,, 1983) en .
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cambio la 1leghemoglobina sblo se encuentra en células
infectadas, (Robertson y cols., 1985) apoyando la funcidn del

bacteroide (Verma y Bal, 1976). AdemAs se han cloﬁado cDNAs y

genes de algunas nodulinas (Fuller y cols., 1983). La

‘transcripcién del gene de la leghemoglobina puede ser inducido.

in vitro con extracto de nédulo sugiriendo la existencia de un
faotor trans-activador para la desrepresidn de los genes del -
‘huédsped necesarios para la simbiosis Rhizobium - leguminosa

{Verma y cols., 1986).
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3. OBJETIVOS

Algunas de las finalidades del estudio de la simbiosis
Rhigobium 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 localizacién célular de gus
productos, y la determinacidn de posibles funciones.

Los objetivos de este trabajo son: (1) determinar la
existencia de genes o productos génicos especificos del nédulo de
frijol (Phaseolus vulgaris L.); (2) 1la clonacién de algunos de
estos genes; (3) determinar el modo de expresidén de estas
nodulinas durante el desarrollo del nédulo, asi como su expresidn

en nédulos no efectivos en fijacidn de nitrégeno.

17



II. MATERIAL Y METODOS
Organismos Empleados

En el presente estudio se trabajd con frijol (Phaseolus
vulgaris L.) Cv. Negro Jamapa obtenido en Pronase, México.

Para la obtencién de nédulos efectivos en fijacidn de
nitrdgeno (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 cols. (1985). En algunos casos se usd la cepa de R. phaéeoLi

. CFNA2 originaria de México y caracterizada por Quinto y cols.
(1982), Para la formacidn de nédulos inefectivos (Fix-) con
pocas celulas infectadas se utilizd la cepa promiscua Rhizobium
sp., CliB80 aislada de nddulos de la leguminosa Cljitoria ternantea
.por Martinez y cols. (1987), o la cepa de R. phaseoli CE106
obtenida por mutagénesis de la cepa CFN12 con el transposén Tnb
por Noel y cols. (1984) y caracterizada por Noel y cols. (1984;
1986).,

Material Vegetal

Para la obtencidn de nédulos se esterilizaron las semillas
de frijol con hipoclorito de .sodio al 0.5X por 16 min, se .
anjuagaron con agua eaté:il ¥y se pregerminaron p&r 18 hrs.,
. posteriormente fueron transferidas a macetas e inoculadas con 1
. ml del Rhizobium adecuado crecido hasta fase exponencial en medio

Y (qulyy cols., 1981). Las plantas se creoierqn en vermiculita

18
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regada cada tercer dia alternativamente con agua y con soluciédn
nutritiva sin nitrédgeno (Broughton y Dillworth, 1971). Los
frijoles se crecieron bajo condiciones de invernadero (Luz 14 hs,
temperatura media 25°C a 30°C, humedad relativa 15%). Los
néduloes se cosecharon manualmente en diférentes estados del
""desarrollo (11-28 dias) y almacenados a -70 C hasta su uso.

Para la obtencién de raices no infectadas se siguid el mismo
procedimiento, omitiendo la inoculacién. Las raices se
cosecharon a los 8 dias. Las hojas usadas en este trabajo fueron

obtenidas del seéundo trifolio de frijoles nodulados de 21 dias,

‘Obtencién de Polisomas

- Pard la obtencidn de polisomas de nddulos y de otros drganos
- o tejidos de frijol se siguié el mdtodo descrito por Jackson y
“ Larkina (1976).A - V

El tejido se molio en hielo seco y homogenizdéd en una‘

solucién reguladora de extraccién (2 ml/g) (Tris-HCl 200 mM de pH

9.0; KCl 100 mM; sacarosa 200 mM; MgCl2 35mM; EGTA 25mM pH 9.0 y
-‘2-mércaptoetanol 5mM). Ll homogenizado se paso a través de una
gasa estéril y se ‘le agregd Triton X~100 hasta una oconcentracién
final de 0.5% (v/v) y se centrifugd a 10,000 rpm (rotor Sorvall,
"8834) por 16 min. a- 4¢C, E] sobrenadante se colocd sobre un

" coolchén de sacarosa 1.76M (Tris-HC1 10mM de p.H 9.0; KC1 200 mM;

e MgCl2 30mM; EGTA " 5mM; 2-mercaptoetanol 5mM) i se centrifugd a

3
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10,000 rpﬁ (196,000 x g, roéor Beckman, GoTi) por 3 hs. a 1¢°C.
La pastilla resultante estd constituida por polisomas (>100s),

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

Aislamiento de RNA Polisomal Total.

El RNA polisomal total se aisld como lo describe

~ Christoferson y Laties (1982) con algunas modificaciones. La
pastilla polisomal se resuspendid en 1 ¢ 2 ml de Tris-HCl 650mM de
pH 7.5; EDTA 10mM; SDS 0.5%; la mezcla se incubd a 60°C, el RNA
de la suspensidn fue extraido 3 veces con fenol cloroformo-
aloohol isoamilico y posteriormente se afladid un décimo del
volumen de acetato de sodio y 2 volémenes de etanol. El1 RNA
precipitado fue colectado por centrifugacién y resuspendido.en
agua estéril para su cuantificacién (1 D.0.260nm=50ug de RNA) y

de nuevo fué precipitado con etanol y acetato de sodio,

Alslamiento de DNA recombinante

Se purificd el DNA del pldsmido pBR322 con el oDNA
especifico del nddulo clonado en el sitio Pstl, por el método de
lisis alcalina o del pldsmido recombinante (Maniatis y cols.,

1982),

20



Fraccionamiento del Nédulo.

La fraccidn soluble del nddulo &kla raiz fue preparada
moliendo el téjido en hielo seco y homoceniéandé (1 m/g) en
solucidén reguladora de Tris-HCl 50mM de pH 7.5; 2-mercaptoetanol
5mM; PMSF 1mM y polivinilpirrolidona insoiuble 6%. El
homogenizado fue filtrado con gasa y centrifugado a 10,000 rpm
por 15 min. el sobrenadante corresponde a la fraccidn soluble,.
‘El ajslamiento de la fracocidn peribacﬁeroidal ¥y los bacteroides
se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Brewin y

cols. (1985). La proteina se cuantificd por el método de Lowry

y cols, (1951), -

btencidn de RNAm seleccion or hibridizac .

El RNA seleccionado por hibridizacidn se obtuvé siguiendo el
protocolo de Fuller y cols. (1983), con una modificacién; io:
filtros fueron hib;idizados con 150 ug de RNA polisomal total en
lugar de 10 ug de RNA poli (A)*. ’

dn in vitro.

“ Aproximadamente 10 ug de RNA pollbohal total o el RNAm' ‘
seleccionado por hibridizacién fueron traducidos in viggb‘én un
volumen final de 25 ul de lisado de reticulocito de conejo
preparado de- acuerdo al procedimiento de Pelham y Jackson (1976)
conteniendo 50 uci de 3%S-metionina (1256 Ci/mmol, Amersham) e

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

Las proteinas de los productos de traduccidn in vitro del
RNA polisomal y las diferentes fracciones del nddulo fueron
analizadas por su peso molecular por el sistema disefiado por
Laemmli (1970) y por su punto isoceléctrico y su peso por el
sistema bidimensional de O’Farrell (1975). Terminada la
electroforesis, los geles se tifferon con azul de Coomasie R-100 y
posteriormente se destifferon con metanol y dcido acdtico (30:7
v/v). En algunos casos los geles se tifleron con nitrato de plata
{(Wray y cols.,, 1981)., Se uso fluorografia para detectar los
productos de traduccién in vitro marcados con ?3S-metionina como

lo describen Bonner y Laskey (1971).

AMndlisis de RNA en Northern
10 ug de RNA polisomal total fueron analigados por Northern.

.Loa RNAs fueron ajustados a una concentracidén final de formamida
50%; MOPS 20mM; acetato de sodio 5mM de pH 7.0; EDTA 1mM;
formuldehido 2,2M; calentados a 65 C por § min y sujetos a
eleotroforesis en geles de agarosa con formaldehido 2.2. M
(Maniatis y ocols,, 1982). El RNA fue transferido a membranas de
nitrocelulosa (Thomas, 1980) e hibridizado con muestras de oDNA o

de pldsmido marcado con ?!P por "nick translation" (Maniatis Yy

Colsp 1982) [
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I1I. RESULTADOS

Andlisis de las Diferentegs Fracciones del Nédulo.

Para determinar la existencia de proteinas de frijol
especificas del nédulo, se analizaron los pérfiles de proteina
soluble de nédulo de 20 dias y ralz de 8 dlas en geles de
poliacrilamida con 8SDS, los geles fueron teflidos con agzul de
Coomassie (Fig. 6). En estas fracciones se observan pro@einas
especificas del nédulo con un peso mglecular de 11, 35, 10 y 100
Kd que no se encuentran en raiz. La proteina de 141 Kd es la
.proteina mds abundante del nédulo y corresponde a la
leghemoglobina., Esta proteina consta de 1 isoformas al ser
" analizada en un gel bidimensional (Fig. 7). La siguiente
proteina mids abundante en el nddulo es una de 35 Kd similar a la
enzima uricasa de soya (Bergmann y cols., (1983). Esta proteina
~ha sido purificada hasta homoceneidad en fiijol y representa
aproximadamente al 20% de la proteina soluble del nédulo (Sdnchez
y cols.,, 1987). Otra proteina muy abundante en nédulo de frijol
pesa aproximadamente 100 Kd; esta proteina es semejante 'a la »
forma especifica del nédulo de sacarosa sintetasa de soya

(Thumler y cols., 1986; Morell y Coﬂeland; 1985), ha - sido
denominada nodulina-100 y correspondg a cerca del 1% de la
proteina citoplasmidtica del nddulo de soya (Thumler y cols.,
-1986). En la zona de 10 Kd en el nédulo se observan proteinas

que no se encuentran en la misma cantidad que en raiz, estas
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proteinas corresponden a las formas ée la enzima glutamino
sintetasa (Padilla y cols., 1987), édemés de estas fracciones se
analizd un fraccidn enriquecida de hgmbranas peribacteroidales
(Fig. 6), esta fraccidén consta de meﬁbrana peribacteroidal,
espacio peribacteroidal y una pequeﬁé contribucién de
bacteroides que se rompen al aislar. esta fracecidn., Al
"analizarla en PAGE-SDS se observa que esta fraccién se encuentra
contaminada con leghemoglobina, una proteina citoplasmidtica de
células infectadas (Robertson y cola,. 1981). En esta fraccién
se observa una protelna prominente de 38 Kd que no es visualizada
en la fraccién soluble del nédulo. Para poder diferenciar las
proteinas de la planta con las de la"baoteria ‘se analizo
paralelamente el patrédn de proteinas de un lisado de bacteroide

de la cepa de Rhigobium phaseoli CIAT 899, y no se observa

contaminacién o contribucidn de protelnas bacterianas en

la fraccion soluble del nédulo o a. ”a fraccién peribaoteroidal.b
a diferencia de 1la cepa de R. phnaagl CEJ la cual parece .
‘excretar una proteina con un peso moleoular ligeramente mds alto

" al de ‘leghemoglobina en 1la

Aunque el andlisis de las fracciones solubles de raiz y
nédulo nos permite la 1dentifioac16n‘do proteinas especificas del

nddulo, no es posible de eata manersydiferenciar entre proteinas




ecpecificas del nddulo de origen ve

bacterianas, Por otro lado el andli

s . B3 . .
vegetales en deles bidimensionales tipo O'Farrell es diflcil y
i M
poco reproducible, Para solucionarjiestos problemas se
.}

]
: " ' +
analizaron los patrones de los produpctos de traduccidn in vitro
ph in ¥iLre

de BNA poli (A)* en lisado de rcticuhocito de conejo marcados
it

igcrilamida con SDS (PAGE-SDS)
ok

y geles  bidimensionales tipo O'Farrdll (1975). Durante el
A

con 3%S-metionina cn geles de pol

transcurso de este trabajo se obseryd que resultaba equivalente

el usar 1 ug de RNA poli (A)* & 10Uz de RNA polisomal total en

i

~cuanto al patrén de protelnas s lwﬁzudas in_vitro.

B
Al comparar los productos de tng?uccibn in vitro de RNA

pelisomal de nbdbdulo, ralz y hoja sep@%ndos en PAGE-SDS (Fig 8) se

encontrd que en el nddulo hay 2 poli

peso molecular alrededor de 30 Kd qu

Sin  embargo en hoja hay un polipépti

~eimilar a uno de loo precentes en c{a‘bdulo. En este tipo de
o RY t

andlisis la  leghemoglobina no es das'ctada debido a que esta

. '-N i

’proLe{nu on  frijo) sd4lo tience un r%
Verma, l984){ la metionina inicial gy
cistema lisado de reticulocito, A::fte grupo de polipéptidos
‘especlficosidel nbddule los hemos déw%minado con el nombre
$imiento extrafio. (Fig. 9) que

ser explicado por

ina posible asociacidn con




dcidos nucleicos como RNA, lo cual ediria que la proteina

pueda enfocarse bien {Stori y cols,ﬂ
De las 15 nodulinan observadus' na de ellas con un pl de

7.0 y un peso de 12 Kd ha sido idejficada como la forma

especifica del nddulo de glutamino ntetasa (GSJ) (Fig 9) y con

un pI mds dcido y un peso molecula emejante a la forma de GSR,

coméin en ralz y ndéddulo (Fig 9). nzima uricasa II no es

detectada en estos geles debido a § su pl es de 9.0,

En la ralz hay por lo menos ‘anscritos especificos de la
raiz (Fig 9a) que son reprimidos - nddulo. Un ejemplo de

la glutamino sintetasa
(GS) (Fig 9a), la forma que sdlo seifcuentra en hipocotilos y

ralces y que no es detectada en nbd} 8 {Lara y cols., 1983; Lara

_gdilla y cols,, 1987;

Gejhardt y cols., 1986).

'

_Desarrollo del Nédulo
traduceidn in vitro de RNA

ho de los polipéptidos mis

abundante eran las nodulinas -30. determinaoién del patrén de

‘eaxpresién a lo  largo del desarroll; le eatas, se llevé-a cabo

mediante el anAlisis de los producy de traduccidn in vitrg de

RNA polisomal en geles bidimension] 8 de nédulos a diferentes

edades (Fig 10), La nodulina -30 }etecta desde el dia 13

después de la infeccidn ocon Rhizob ; Aunque a los 11 dias la
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esta presente (Fig 11), lo cual indica una expresibn diferencial
de lag nodulinas en frijol. Al comparar las fracciones solubles
contra los productos de - traduccidn in vitro de nédulo, se
encuentra que la nodulina -30 cdlo es evidente por traduccidn in

vitro ya que in_vivo no ge detecta una protelna de peso y

abundancia similar (Fig 6 vs Fig 8; Fig 7 vs Fig 9b).

Clonacidn de los cDNAz de las Nodulinasz mds Abundantes de Efijol.

A partir de un banco de cDNA construido en pBR322 a partir
de.RNA poli {A)* de nddulos de frijol de 26 dlas (Campos y
cols., 1987) fueron aisladas las clonaz de leghemoglobina, y
- podulina -30. Como primer paso se aislaron oclonas especificas
- del nédulo por hibridizacibn diferencinl con cDNA- P dearslz Y
nédulo.: ‘Aproximadamente el 10% de las clonas eapeolf!caé de
nédulo hibridizaron con el cDNA de leghemoglobina de goya. Una
de las clonas especificas del nddulo, de 700 pb (PNF-N300)
gelecciona un RNA mensajero qﬁe al ser traducido in vitro dd un
producto del grupo de la nodulina =30 (Fig 12b). El producto de
traduccidn del RNA hibrido-seleccionado tiene un comportamiento
semejante al de la nodulina 30 (Fig 12B). Por hibridizacidén de
. PNF-N300 con:otras clonas especificas del nddulo se han obtenido
3 clonas mas de la nodulina -30, de un tamafio de 900, 800 y 160

pbl.
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Para ls clonacién de uricasa (PNF-URO7) se hizo el andlisis
de uﬁ banco de c¢DNA de nédulo de 20 dlas en pUCY con cDNA - P
de RNA inmunoseleccionado para uricasa (Sénchez y cols., 1987)
su identidad fué confirmada por hibridizacidn con el cDNA de

uricasa de soya.

Expresién de Leghemoglobina, uricasa y nodulina 30 Durante el

Deearvollo del Nédulo,.

Para determinar la forma de expresidn de los RNA mensajeros
de leghemoglobina, uricaea y nodulina -30 de frijol en el nédulo,
se determinaron los niveles de mRNA por hibridizacbn de la sonda
radioactiva correspondiente con RNA poliéomal de raiz y de
:ndduloe de diferentes etapas de desarrollo, separado en geles
- tipo "Northerhﬁ (Fig 13). Los RNAs mensajero de lechemoglobipa y
.w';rioaea. tienden a acumularse durante el desarrollo de nédulo

' hasta llegar a un nivel midximo (18d), posteriormente disminuyen
‘su cantidad (Fig 13 ): Sin embargo la nodulina
~30:no sigue eéte patrén, si no que su tendencia es la de
. ..seguirge acumulando conforme avanza la edad del nédulo (Fig 13).
| Junto con el dato de traduccién ip vitro vy "Northern"‘somos

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

+:leghemoglobina el transcrito mds abundante del : nddulo de:frijol.

i
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Usando un oligonucledtido de una zons de la regidn no
traducida 3' de GS gammza (Gebhardt y cols.,, 1986) como sonda
radiocactiva confirmamos en "Morthern" la naturaleza de nodulina

‘de este péptido en frijol. (Fig 14)

Comparacidn con los Productos de Traduccidn in vitro de RNA

polisomal de Nédulos de Soya y Leucaenn leucocephala.

Para determinar si la nodulina -30 de frijol es especifica

de esta leguminosa o es una nodulina comin a otras leguminosas

-tropicales (P, eJ. séya, Leucaena leucocephala) analizamos los

. ;. patrones de traducoidn in vitro del RNA polisomal.de néddulo de

soya y L. leucocephala encontrdndose que en soya (Fig 15) y en L.
leucocephala (Fig 16) no hay contraparte de la nodulina «30 de
frijol.

Andlisie del patrdn de nodulinas de frijol en nddulos con pocas

¢élulas infectadas.

Para determinar ei es necesaria la presencia de la baoteria
~en forma intracelular en el nédulo para inducir la expresidn de
nodulinas, ese aﬁalizar&n los patrones cle proteina de néduloe
efectivos en fijaoibn'formadés por la cepa de R. phageoli CIAT89Y
versus nddulos no efectivos, con pocas células infectadas
., formadas por: (a) La cepa.R. phaseoli CE106 derivada por
mutagénesis con TnS de la cepa CE3 (Noel y cols., 1984), y (b)

nddulos formados por una cepa de Rhizobium sp. (Cl1i80) (Martinez




y cole., 1987) que nodula efectivamente a la leguminosa Clitoria

ternantea, pero que en frijol forma nddulos con pocas células
‘infectadas. Al comﬁarar lae fracciones solubles de nédulos
vacios (28d) con ndduloce efectivos {21d4) (Fig 17) se observa que
los niveleé de las proteilnas especificas del nédulo como la
leghémoglohina, uricasa y la nodulina-100 se encuentran
abatidos. Eu cambio hay una proteina de raiz de un peso
molecular menor al de la nodulina-100 (R80) que en nddulos
...vacios se encuentra en  cantidades similares a la ralz y que sin -
a,vembargo en nédulos cfectivos parece que su expregién estd
;eprimidu (Fig 17)., Una banda intermedia entre la nodulina -100
y R80 (Fig 17) no se detecta ni en ralz ni en nédulos efectivos
.~ pero egi en ndédulos inefectivos (N-8§5), poaiblemente esta
:“proteiné gsea un ejemplo de una nodulina temprana.
Siguiendo este mismo tipo de andlisis, pero sobre los

 produotoa-de traduocidén in_vitro de RNA polisomal dé nédulos
efectivog (CIAT899) y néduloe vacios (£1li80) se encontrd que'ln

- nodulina =30 hb se detecta en nédulos vacios (Fig 18) sunque el
_-resto del patrén es semejante al del nddulo efectivo (Fig 9b),
. detectdndose la forma gamma de GS. Es intéresante notar que
‘aunque muy probablemente las cepas CE106 y C1iB80 tengan
alteraciones diferentes, los nbddulos formados por estas cepas

son ‘similares, por lo menog & nivel ‘del patrén de proteinas.
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IV DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La asgociacién simbidtica entre Rhizcbium y leguminosas da
como resultado, a nivel molecular, la induccién de RNAs
mensajeroe y protelnas organo-especificas denominadas nodulinas.
En frijol hemos determinado la existencia de por lo menos 18
nodulinas (Phageolus vulgaris L.) mediante el andlisis
electroforético en PAGE-SDS y 2D-PAGE de diferentes frucciones
del nédulo y de los productos de traduccidn in vitro de los mRNAs
de nédulo.

Para cuatro cuatro de las nodulinas de frijol (Fig 6) ya se
ha descrito una funcién en particular; dos de ellas estén
relacionadas con el apoyo a la funcidédn del bacteroide

(leghemoglobina y sacarosa=-gsintetasa) y doe con la asinilaocién

“i.del nitrdgeno fijado (GS ) y uricasa 1I)., A excepcidn -de la GS

‘deteotada sblo en frijol (Lara y ocols,, 1984), otrae nodulinas

han sido encontradas en szoya (Glycine max) Vermz y cols,, 1986),.

* . "Esta leguminosa tropical estd muy relacionada con el frijol, por

lo cual la existencia de noduiinaa gimilaree a las de frijol era
de esperarse.’
Tambidn hemos determinado la existencia de otras protelnas

especificas del néddulo, posiblemente de origen vegetal, muy

‘abundantes con funcién desconocida.  Entre ellas una.proteina con
fun~peso»moleoular de 205 kd, similar al de la enzima glutamato

vgintasa (GOGAT) (Fig 17) de nédulos de Luninus angustifolius

{Robertson y cols., 1975); hay otra protelns especifioca del
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nédulo que migra de manera aberrante en PAGE-SDS (Fig. 17)
posiblemente debido a que, sea altamente hidrofdbica o que este
glucosilada., Curloszamente esta proteina se tifle de un tono
diferente a las demas proteinas del nddulo con azul de Coomasie;
actualmente estamoe llevando a cabo su purificacidn y una
caracterizacidn mides completa.

A partir del andlisis en 2D-PAGE ae los productos de
traduccidn in _vitro hemos detectado hasta 11 nodulinas (Fig 9),

de édstag, las mds prominentes, son un grupo de polipéptidos»muy

-+ abundantese, a los cualee denominamos genéricamente como grupo

nodulina=-30, ocon un peso molecular de 30 kd ¥ con un
comportamiento en IEF peculiar, ya que estos polipéptidos

" atraviezan el gradiente de pH (1.0 = 7.0) del gel de la primera
dimensidn, y visualizdndose como un barrido (Fiz. 9). A partir

:de_un banco de cDNA de RNA poli (At)de nddulo hemos aislado una

. clona, PNF-N300, que selecciona por hibridizacidn con RNA poli

‘w-(A') un RNA mensajero que codifica pars alguno(s) de les péptidou-'

que componen el grupc de nodu;ina-ao (lig, 12}, Eétas nodulinas
poseen caracéeristicas muy interesanteu que las hacen merecedoras
¢ de un andlisie mds exhaustivo. Estas caraocteristicas son: (i) su
~punto isceléotrico aberrante; (ii) su gran abundancia como

‘transcrito pero su ausencia in _vivo o incapacidad de detectarla

k‘=Aen la f;acoibn goluble‘del nédulo y (iii) su ausenoia en nédulos

tﬂ con pocas células infeotadas, Una posibilidad para explicar la

causa -del comportamiento electroforético peculiar de la

\
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nodulina-30, es que esta protelna pudiera interacoionar con
4cidos nucleicos, especificamente ocon RNA ya que el lisado de
reticulocito no tiene DNA. Esta interaccidn formaria un complejo
nucleoproteico que quedaria atrapado por la malla del gel, dando
como resultado el barrido de la ncdulina-30. Después cde un
tratamiento del reticulocito con RNAsa pancredtica no se observd
ningun cambio en el comportamiento en I[EI' de la nodulina-30, lo
cual descartd dicha posibilidad. Tamblen serla posible que la
nodulina-30 fuera codificada por una familia de RNAs que traducen
" para polipéptidos con un pesc molecular semejante, pero con pl's
“ muy heterogeneoe (4.0 - 7,0), Eeto explicaria porque la clona
pNF-N300 selecciona un RNA que al ser %raducido d4 un producto
con un barrido similar al de la nodulina-30 (Fig 12)., Datos que
apoyan la idea de que el agrupamiento de 30 kd ocorrespcndan a una
- familia de genes son! su comportamiento como una unidad durante
el desarrollo del nddulo (Fig 10) asi como cuando se bloquea este
desarrollo. De aqui que surja la necesidad de conocer el nﬁmero
de coplas deteétadas con PNF-N300 al usarla comoc sonda contra DNA
gendmico de frijol, Por dltimo puede ser que se trate de un
artificio: generado solo en el lisado de reticulocito de conejo,

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

7" analizar esto se estdn haciendo traducoiones en lisado de germen

de trigo 3H-leucina y ¥%S-metionina, A partir de los
experimentos de traduccidn in vitro se puede apreciar que el

grupo de nodulina-30 son los transcritos mds abundantes del
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‘néddulo de frijol, aunque tambidn se podria argumentar que la
nodulina-30 fuera un polipdptido rico en residuos de metionina.
Sin embargo, los experimentos tipo "Northern" usando PNF-N300
(Fig., 13) confirman la suposicidn de que los mRNAs de la
nodulina-30 son log miAs abundantes de la poblacién de RNA
_poli(At) del nédulo. Al trafar de detactar la correspondiente in

_vivo no encontramos ni en fraccidn soluble ni en fraccidn

peribacteroidal una proteina abundante en el rango de 30 kd
. (Fig., 6), ni con un comportamiento aberrante en IEF (Fig. 7)., De

aqul surge la paradoja de que aunque lus nodulinas-30 sean junto

... con las leghemoglobinas los transoritos mds abundantes del nddulo

.de frijol, estas no ee hayan localizade in vivo. Algunas de las
_poeibles razones son: (i) esta protelnu puede enépntrarnﬁe en una
fraccién que no hemos analizado (pared celular, ofnanelos); (ii)
;- que sufra modificaciones postraduccionales que la hagan migrar
.eon un peéo molecular diferentes (glucosilaciones,
hidroxilaciones, proteolisis) y (iii) que la nodulina-30 sea una
.proteina de vi&a media corta. ‘

Aunque esta nedulina es muy abundonte, su presencia en otras

.. leguminosas como soys (Fig 16) y Leuecaena leucocephala

(Fig 16) no es detectable, s8in embargo hemos detectado algo de
,,hiﬁridizacibn con RNA poli(A+*) de chicharo (dato no mostrado), lo
‘ cual indicarla que posiblemente la nodulina-30 tenga una

‘contraparte con funciones similares en otras leguminosas,

kL)



Al analizar los nddules inducidos por cepas de Rhigzobium
phaseolil y otras de amplio espectro que no pueden invadir a la
planta dando nédulos "vacios" de bacterias encontramos que estdn
abgtidos lo=s niveles de .tedas las nodulinas antes descritas
(Fig 17) ¥y la ausencia de la nodulina-30 (Fig 18), indicando que
ez necesaria la presencia del bacteroide para la induccién de la
nodulina-30, El patrén de traduccidn gue se observa con nédulos
"vacios" es similar al de los nédulos efectivos a los 11 dias del
desarrollo (Fig 11). A los 11 dias alin no se estd llevando a
cabo la infeccién en nddulos efectivos, en este ectudic el nédulo
mie bien parece un meristemo (Newcomb, 1981) cosa que pasa con
‘'los nédduloe “vacios" los cuales se parecen mde morfoldgicamente a
un nddulo efectivo (Noel y cols., 1986), Esto es también apoyado
-por .nuestros datos ya que por ejemplo csta abatida la induccién
,d; uricasga, una nodulina de células no infectadas y ademds en
* estos nédulos se siguen observando protelnas especificss de ralz
(Fig 17; R90). Aparentemente los nédulos formados por R.
phaseoli CE106 y R. =p. CliB80 parecen cstar bloqueados en un paso
del des&frollo del nddulo. Esto explicaria el porque es
observada la forma gamma de GS en nddulos vacios y en nédulos de
11 dlas (Fig 11 y Fig 17). Concluyendo, los genes de nodulinas
parecen responder a un programa de desarrollo, el cual es
regulado por seflales de 1a planta y la bacteria (presencia de
babieroide, fijacidén de nitrdgeno, tensidn de oxigeno, factores

bacterianos),
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‘Debido a su abundancia es posible pensar que la ncdulina-30
ha de tener un papel importante en el nddulo. La informacién
cbtenida hasta ahora es insuficiente para poder asignarle alguna -
funcidn., La ausencia de la nodulina-30 en ndédulos "vacios"
podria estar relacionada a la carencia de membranas
peribacteroidales. Sin embargo, en nddulos vacios de soya se ha
encontrado que para la nodulina-26, una nodulina de la membrana
peribacteroidal, el nivel del ocorrespondiente RNA se sigue adn
sintetizando a losg encontrados en la ceps silvestre (Fortin y
i . cols, 1987),

Un ejemplo de familia de nodulinaus ha sido descrito en soya,
. estas son nodulinas que aunque tienen diferente localizaciédn
xrce;ular v peso molecular (25; 25,5} 27 y 141 kd), poseen 2
. dominios con un B0X% de homologia (Jacobs y cols,, 1987; Sandul y
,ools,, 1987; Sengupta-Gopulan y cols, 1986). Un caso semejante
podria estar sucediendo con la heterogeneidad de la nodulina-30,

Estudios posteriores como la secucnciacién de la(s)

"u,nodulina(a)-aﬂ, el ndmero de copias en el gencma, su localizaocidén

iﬁ.xivo y oglﬁlar‘y su semjanza con otras proteihha responderd

‘ .algunas de las interrogantes aqul surgidas.

N 9
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. Fig. 1., El Proceso de Nodulacidn. A, Colonizacién de 1a Rafz; B, Unién a la Ralz;
, C, Enroscamiento de los Pelos Radiculares; D, Hilo de Infeccidn; E, Actividad
meristematica; F, N8dulos de Frijol; G, Ultraestructura del Nédulo de Frijol,
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Fig.'2. Estructura del N8dulo de Frijol, Micggsggpgg de luz de
nédulos de frijol formados ﬁor la cepa de R. phaseoll CE-3,

(a) Seccidn transversal mostrando: UC, celulas no infectadas;

IC, c8lulas infectadas; V, haces vasculares, (b) Ultraestructura
del nddulo mostrando c&lulas infectadas (CI) rodeadas por cé&lulas

no infectadas,
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l‘iq. 5. Metabola.smo del Nitrdgeno Asimilado por el H6dulo en Leguminosas
" Tropicales. )
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Fig. 6. Analisis de Diferentes Pracciones del N8dulo de Frijol. Se examinavén

150 ug de proteina por carril, el gel se tiné con azul de Coomasie. (1) Froteina
soluble de n6dulo de frijol de 24 dfas formados por la cepa CIAT 899, (2)proteina
soluble de raices de 8 dfas sin infectar, (3) fraccitn peribacteroidal, (4) lisa-
4.0 do de bacteroide de la cepa CIAT 899, E1 gel fub en gradiente 7.5%-15%.
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P;g}'§;'651 BidiménsionalL(IEF)‘de las Proteinas Solubles de
N8dulo de Frijol de 24 dlas. La protelna de h6dulosyfofmgdos

. por 1a cepa CIAT 899 se extrajs con 50mM de Tris pH 7.5.

Apidximadamente se analizarén 75 ug de protefna.Er el gel de
IEF los rangos de pH van de 7.5 (izquierda) a 4,5 (derecha).

"El gel de la segunda dimensidn fu@ en gradiente 7.5%-20%, Las

protefnas se visualizarén con plata,
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Wb,' Pig. 8. Anal:lsia de 1os Productos de Traduccibn in v:ltro de RNA. polisomal de .
' 5 Nédulo de 20 dias (N); Hoja (H); Raiz sin infectar 8 dtas, (R). Los productes. -
‘se analizaron en PAGE-SDS.




SDS

<J=t0

10

Fig. 9. Gel Bidimensional (IEF) de los Productos de Traduccibn in vitro de RNA
Poliaomhl‘de§'(A)»Rgxg“ho infectada de 8 dfas; (B) N6dulos de frijol formados

: : por la'ceph'dé'g;‘phase61i CIAT 899, Las flechas en el panel A ihdican‘productos

espacificos de la ralz; en e} panel B se indican los productos especificos del
+ n8dulo (Nodulinas). Se analizar8n aproximadamente 5310° cpm en un volumen menor
de 10 ul de reaccién de traduccidn,
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‘Fig. 10, Induccibn de la Nodulina~30 :Durante el'Desarvollo del Nédulo. Analisis.:

de los px-oductos de traducci&n in’ vitro de RNA polisonal en geles bidlmens:lomlu.,

S8lo se muestra la zona de 30 Kd4.
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' .Pig,’lQl Traduceidn de RNAs mensajeros Hibrido-Seleccionados ﬁor la clona

-850

=860

- |30

=080

-30

" pNFZN300, E1 DNA de la cloma pNFQNS(iO'fué"lineax‘*izado. transferido a 'h'itx?o-

celulosa e hibridizado a RNA polisomal de nbdulos de 18 dfas. Rl RNA hibri-

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

s por PNF-N300,

seleccionado por pBR329;(II) RNA polisomal de n8dulo; (III) RNA seleccionado
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de ARN Polisomal de: (A) N8dulos de 9 dfas; (B) Nédulos
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!‘i;. 13, Comparacién da los Niveles de RNA mensajeros de las Nodulinas wds
. abundantes de Prijol duram:e la FormaciSn'del N&dulo, 10 ug de RNA yousml

, de dlt’crgntn estados de desarrollo del nfdulo fueron separadocs en geles de-

. uirou-fomld'oh!do, transferidos a unitrocelulosa o hibridizados con el
inserto de 1a clona indicada. En.dada panel se 1nd$ua el tiunpo d- dumono,
RB, n!z sin infectar de 4 dias. H, hoja.




" (2) Rafz sin infectar de 84 y (3) Hoja. E1 RN
. formaldehfdo, transferidos a nitrocelulosa e X
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o
nino Sintetasa NSdulo-Especifica
polisomal total de: V‘(1) N&du;l,é; -
separo en minigeles de agarosa-
idizados contra un oligonucleotido.

(gd-n)é Se mnl;zq_r&n aprdxludamnnto 3 ug d¢
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By d. una zona de 1a regién no trducida 3', esped
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Fig. 16, ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE. TRANNCCION in vitro

‘ DE RNA POLISOMAL DE RAIZ Y NODULO NDE LeucCaena
leucocephala. LOS NODULOS FUERON FORMADOS CON LA
CEPA CIAT-899. (1) RAIZ 10d; (2) RODULO 45d.
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Fig.17 .Analisis de la Proteina Soluble de Nédulo de Frijol en
PAGE-~SDS e¢n Gradiente 7,5%-20%, La proteina se extrajd
con 50 mM de Tris pH 7.5, Aproximadamente 150 ug de pro
teina fueron ecxaminados, el gel se tifio con azul da Co@
masie. (a) Nédulos de frijol de 24 dias formados por la
cepa CTAT 8993 (h) CR 10635 (o) CFN Cly 805 Rafs nin infe
ctar de 8 diag; (d) Bacteroide de la cepa CIAT 899,
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Fig. 18, Electroforetograma 2-D de los Productos de Ttadqccién in vitro de Nbdulos

.- “vacios". Los nbdulos se formaron con la cepa de Rhizobium sp. Cli 80 y se cosecha-
rén a los 28 dfas. Las flechas indican las isoformas de la enzima glutamino sinte~
tasa, los parentesis wuestran la zona del gel donde se deberfa de detectar el agru-

pamiento de 1a nodulina=-30 (ver Fig, 9B),
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