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RESUMEN 
Las asociación simbiótica entre las leguminosas y las bacte-

rias del género Rhizobium dá por resultado el desarrollo de nódu-

los capaces de fijar el nitrógeno atmosférico. Varios genes de la 

planta y de la bacteria están involucrados especif icamente en la 

formación de los nódulos. 

Los experimentos reportados en esta tesis tuvieron como obje

tivo la caracterización de algunos genes de la planta que se ex

presan durante las primeras fases del desarrollo del nódulo; a los 

productos de estos genes se les llama nodulinas tempranas. Las 

nodulinas tempranas participan en el proceso de infección por Rhi

zobium, la transducción de señales provenientes de la bacteria y 

en aspectos estructurales de la morfogénesis del nódulo. 

Por medio de hibridación diferencial se aislaron 12 clonas de 

ADNc a partir de una genoteca de raíces infectadas por Rhizobium 

al a~ dia de la inoculación. Los tamaños de los insertos de estas 

clonas varian entre 300 y 1,200 pares de bases. 

Se escogió una de las clonas al azar (la pJMR-17) y se estu-

dió su expresión mediante experimentos tipo northern. se observó 

que no se expresa en ARN proveniente de raíces sin infectar, se 

expresa en niveles reducidos en raices infectadas de 7 días, 

aumentando su expresión en raíces infectadas de 11 días y se man-

tiene constante en nódulos de 17 y 21 dias. Este patrón de expre-

sión es similar al de otras nodulinas tempranas reportadas con an-

terioridad. 

se obtuvo la secuencia nucleotídica de esta clona para tener 

mayor información sobre el producto que codifica. El análisis de 

la secuencia predice un marco abierto de lectura de 573 bases que 

codifica para una proteína de 191 aminoácidos, con un PM. de 
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20,856 Dal. Presenta un péptido señal potencial en el extremo 

amino-terminal y sitios posibles de modificación post-traduccional 

corno la N-glicosilación y la fosforilación por proteína cinasa I y 

caseína cinasa II. También presenta una región PEST similar 

a la que se encuentra en proteínas con una vida media corta. 

No se encontró ninguna secuencia homóloga al comparar la 

secuencia nucleotídica y de aminoácidos predicha de esta clona con 

las secuencias almacenadas en GenBank y EMBL, ni con las 

secuencias de las nodulinas tempranas Enod-2, Enod-3, Enod-5, 

Enod-12, Enod-13, Enod-14 y Enod-55. 

Se discuten algunas posibles funciones de la nodulina 

temprana codificada en la clona pJMR-17. 
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INTRODUCCION 

Las interacciones entre plantas y bacterias se presentan con 
frecuencia en la naturaleza; algunas se dan entre las bacterias 
patogénicas y sus plantas hospederas mientras que otras 
asociaciones son benéficas. Estas últimas revisten gran importan
cia para las plantas pues se estima que cerca del 90% de las plan
tas terrestres no sobrevivirían sin la presencia de sus compañeros 
simbióticos (los hongos y las bacterias). 

La fijación del nitrógeno a través de bacterias que 
establecen una simbiosis con plantas es el mayor contribuyente al 
ciclo del nitrógeno (Verma y Delauney, 1988) , y tiene una gran 
importancia agrícola al permitir el crecimiento vegetal en suelos 
deficientes de nitrógeno. Además, al no requerirse la adición de 
fertilizantes los costos de producción son menores y se cuida el 
equilibrio ecológico del suelo. 

Actualmente contamos con una visión general del proceso de la 
formación y la función del nódulo que es un órgano que se produce 
en las raíces de algunas especies de plantas de la familia 
Leguminosae debido a la interacción entre éstas y las bacterias 
del género (Bradi)Rhizobium. Es en este singular órgano donde se 
lleva a cabo la fijación del nitrógeno (Rolfe y Gresshoff, 1988). 

La compleja serie de eventos que dan por resultado la forma
ción y el funcionamiento del nódulo requieren de la expresión con
trolada y coordinada de los genes de la planta y de la bacteria 
que intervienen en este proceso. 

A) GENES DE LA BACTERIA 

En varias especies de Rhizobium se han estudiado los genes 
que participan en el establecimiento de la simbiosis (Long, 1989). 
Estos genes se encuentran presentes en plásmidos de al to peso 
molecular llamados plásmidos simbióticos (abreviados como pSym) en 
los Rhizobium, mientras que en los Bradirhizobium están contenidos 
en el cromosoma bacteriano (Hooykaas y cols., 1978). 

Podemos clasificar a los diferentes genes bacterianos que 
participan en la simbiosis en 5 grupos: los genes de nodulación 
comunes (nodABC), los genes de especificidad de hospedero (hsn), 
el gene nodD que participa en la regulación de los genes nod 
comunes y hsn, los genes nif y fix responsables de la fijación del 
nitrógeno y los genes involucrados en la síntesis de polisacáridos 
(Martínez y cols., 1990). 

Los Rhizobium producen y excretan compuestos de bajo peso mo
lecular, estables al calor que producen tres efectos en la planta: 
a) la deformación de los pelos radiculares (fenotipo Had), b) el 
engrosamiento y acortamiento de las raíces (fenotipo Tsr) y c) la 
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inducción de pelos radiculares (fenotipo Hai). Se requiere la 
presencia de los genes nodABC para la síntesis de estos compues
tos. Además, las proteínas NodA y NodB (codificadas por los genes 
nodA y nodB) intervienen en la síntesis de un compuesto que 
estimula la mi tesis en protoplastos vegetales ( Schmidt y cols., 
1988). 

Se han identificado algunos de los factores que provocan cam
bios morfogenéticos en la planta (Lerouge y cols., 1990). Uno de 
ellos, denominado NodRm-1 (factor de nodulación 1 de Rhizobium 
meliloti) se purificó siguiendo un bioensayo del fenotipo Had que 
es positivo en alfalfa (la planta hospedera de R. meliloti) y ne
gativo en el algarrobo. El análisis de la estructura química del 
factor de nodulación indica que se trata de un tetrasacárido de 
D-glucosamina, sulfatado, con tres de sus grupos amino acetilados 
y el otro está acilado con una cadena de ácido arase insaturado de 
16 carbones de longitud (Lerouge y cols., 1990)~ No se conoce la 
vía de síntesis de esta molécula ni el papel que juegan cada uno 
de los productos de los genes nodABC en ella. Es importante 
señalar que existen antecedentes de que algunos oligosacáridos se 
han propuesto como moléculas reguladoras de diversos procesos 
morfogenéticos en vegetales (Tran Thanh Van y cols., 1985). 

Tampoco se conoc,e el mecanismo por el cual el factor de 
nodulación desencandena el desarrollo del nódulo, pero se cree que 
provoca cambios en las concentraciones relativas de fitohormonas. 
Se ha visto que la adición de los ácidos 2, 3 1 5-triyodobenzoico 
(TIBA) y N-(1-naftil)ftalámico (NAP), que son inhibidores del 
transporte de auxinas, pueden provocar el desarrollo de 
estructuras semejantes a nódulos. Además, este efecto es 
observado al añadir estos compuestos en concentraciones 
fisiológicas (10-5 M) (Hirsch y cols., 1989). Por otro lado, es 
posible complementar parcialmente una mutante Nod- de R. meliloti 
con la introducción y la expresión de un gene de zeatina, 
involucrado en la síntesis de las fitohormonas citoquininas (Long 
y Cooper, 1988). Así, el desarrollo del nódulo puede verse como 
la resultante de un cambio en el balance de fitohormonas provocado 
directa o indirectamente por el factor de nodulación. 

B) GENES DE LA PLANTA 

Por experimentos de genética clásica se encontró que algunos 
genes de la planta participan de una manera muy importante a lo 
largo de todo el proceso simbiótico (Vincent, 1980; Gresshoff Y 
cols., 1985; Gresshoff y Delves, 1986). Muchas funciones de la 
planta están involucradas en la iniciación y la función del 
nódulo. Algunas de ellas están bajo el control de la bacteria y 
otras son reguladas durante el desarrollo por factores endógenos. 

Las proteínas de la planta que se expresan específicamente 
durante la formación y función de los nódulos reciben el nombre de 
nodulinas (van Kammen, 1984) y tienen como función la de satis
facer los requerimientos estructurales, metabólicos y de transpor
te de la fijación del nitrógeno; se han identificado cerca de una 
veintena de nodulinas en las siguientes leguminosas: soya (Fullcr 
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Y cols., 1983; Gloudemans y cols., 1987), chícharo (Govers y 
cols., 1985), alfalfa (Lullien y cols., 1987), frijol (Campos y 
cols., 1987) y cowpea (Trese y Pueppke, 1990). Además de los 
genes inducidos específicamente, existen otros que ven modificados 
sus niveles de expresión durante esta simbiosis, ya sea 
incrementándola (nst o estimulados en el nódulo) o disminuyéndola 
(Govers y cols., 1985; Gloudemans y cols., 1987; Trese y Pueppke, 
1990). 

Las nodulinas se expresan de manera diferencial durante el 
desarrollo del nódulo y se han clasificado operacionalmente como 
tempranas y tardías de acuerdo al momento en que se expresan 
(Govers y cols., 1985). 

Las tempranas intervienen directamente en la morfogénesis del 
nódulo y durante la infección de las células vegetales por el Rhi
zobium. Se han identificado algunas de ellas en chícharo (Govers 
y cols., 1985), soya (Gloudemans y cols., 1987), algarrobo 
(Moerman y cols., 1987) y alfalfa (Norris y cols., 1988). 

Las tardías comp;renden un grupo grande de genes que son 
expresados un poco antes del inicio de la fijación del nitrógeno y 
han sido caracterizadas en una decena de leguminosas (Delauney y 
Verma, 1988). Ayudan al funcionamiento del nódulo creando y 
manteniendo las condiciones fisiológicas necesarias para que 
ocurra la fijación del nitrógeno, la asimilación y el traniporte 
de los compuestos nitrogenados. Entre las nodulinas tardías 
encontramos a la leghemoglobina, la uricasa II, la sacarosa 
sintasa y a la glutamina sintetasa. 

C) ONTOGENIA DEL NODULO 

Vincent (1980) al describir la formación del nódulo distingue 
tres etapas: "pre-infección", "infección y formación del nódulo" y 
"función del nódulo" (ver figura 1). 

1) PRE-JNFECCJON 

En esta etapa se observa la colonización de la rizósfera por 
el Rhizobium (figura 1, panel A). Posteriormente por quimiotaxis 
el Rhizobium viaja hacia las raíces en una respuesta inducida por 
los compuestos flavonoides que éstas excretan (Caetano-Anolés Y 
cols., 1988). Los rhizobia se adhieren a la superficie externa de 
los pelos radiculares ·que acaban de brotar y excretan el factor de 
nodulación que provocará la deformación y el enroscamiento de los 
mismos (figura 1, panel B). Este enroscamiento se cree que es 
causado por una estimulación local del crecimiento del extremo del 
pelo radicular. Aún en esta etapa tan temprana de la interacción 
se observa una alta especificidad pues sólo el Rhizobium homólogo 
puede responder a los flavonoides excretados por su hospedero Y 
producir en él la deformación y el enroscamiento de los pelos 
radiculares (Rolfe y Gresshoff, 1988; Long, 1989). 
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Se han estudiado los cambios en la expresión genética de los 
pelos radiculares al ser inoculados con las bacterias porque en 
ellos principia la infección. En chicharo se han caracterizado 
dos proteinas y una nodulina temprana (Gloudemans y cols., 1989; 
Scheres y cols., 1990a). Las proteinas son la RH-42 y la RH-44. 
La proteina RH-42 es de naturaleza acidica y se le detecta 20 hrs. 
después de la inoculación con una cepa de Rhizobium que contenga 
al menos los genes nodABC funcionales. La proteina RH-4 4 se 
encuentra presente en los pelos radiculares antes de la infección 
y, al ocurrir ésta, se incrementa grandemente. El otro gene que 
se expresa en esta etapa en los pelos radiculares es el PsEnodl2 
que codifica para una nodulina temprana y se expresa también en 
nódulos jóvenes; más adelante me referiré a las caracteristicas de 
este gene. 

2) INFECCION 

Debido al enroscamiento de los pelos radiculares, las bacte
rias quedan atrapadas por lo que se piensa que la alta concentra
cion local del factor de nodulación excretado por la bacteria es 
el paso decisivo para la inducción de la infección. Esta se 
origina con una hidrólisis muy limitada de la pared celular del 
pelo radicular, aunque no se conoce el mecanismo. En el sitio de 
la hidrólisis la bacteria penetra a la célula vegetal a través de 
una invaginación de la membrana plasmática. Alrededor de esta 
membrana la planta forma una estructura tubular por deposición de 
material de pared celular; a esta estructura se le llama hilo de 
infección (Verma y Long, 1983; Long, 1989) (figura 1, panel e). 
Conforme el hilo de infección penetra a la célula del pelo 
radicular, la bacteria prolifera dentro del hilo y se rodea de una 
matriz de polisacárido. Los hilos de infección llevan a la 
bacteria desde el pelo radicular hasta el primordio del nódulo que 
está en formación en la corteza de la raiz. 

En las células de la corteza suceden una serie de cambios 
antes de que el hilo de infección los penetre: una reorganización 
de los microtúbulos, la migración del núcleo hacia el centro de la 
célula y la formación adicional de pared celular. se piensa que 
estos cambios se producen en respuesta a una señal proveniente del 
hilo de infección. Todos estos cambios se asemejan a los que se 
observan durante la profase del ciclo celular (figura 1, panel C). 

En chicharo se conocen dos nodulinas tempranas que se 
expresan durante la etapa de infección: la PsEnod5 (Scheres y 
cols., 1990b) y la PsEnod12 (Scheres y cols., 1990a) que fueron 
aisladas mediante un tamizaje diferencial a partir de una genoteca 
de ADNc de nódulos de chicharo. El análisis de la secuencia 
nucleotidica de ambas clonas nos indica que codifican para 
proteinas ricas en hidroxi-prolina, semejantes a algunas proteinas 
que se encuentran en la pared celular. 

La proteina Enod12 tiene un peso molecular de 12. 5 
KDal. y presenta un posible péptido señal en el extremo 
amino-terminal. El resto de la proteina está compuesto por dos 
unidades de repetición de 5 aminoácidos: Pro-Pro-Gln-Lis-Glu Y 
otra que es Pro-Pro-Val-Asn-Gli. La proteina Enod5 tiene un peso 
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molecular de 14 KDal.; su secuencia presenta dominios hidrofóbicos 
tanto en el extremo amino terminal (que pudiera ser un péptido 
señal) corno en el carboxilo. Entre los aminoácidos 88 y 108 posee 
un alto contenido de prolinas que están alternando con serinas y 
treoninas. Debido a que posee un alto contenido de Pro, ser, Ala 
y Gli se asemeja a las proteinas arabinogalactanas (van Holst y 
cols., 1981). 

El gene PsEnod5 se expresa sólo en células conteniendo hilos 
de infección en crecimiento (Scheres y cols., 1990b). Ya que las 
arabinogalactanas son proteinas de membrana plasmática, ~s 
probable que la proteína Enod5 forme parte de la membrana 
plasmática de los hilos de infección. 

El gene PsEnodl2 se expresa en los pelos radiculares y en las 
células corticales que contienen un hilo de infección en 
crecimiento. A diferencia de la PsEnod5, también se expresa en 
células que están varias capas por delante del hilo de infección. 

En soya se han aislado otros dos genes de nodulinas 
tempranas: el GrnEnod-13 y el GrnEnod-55. Ambos codifican para 
proteínas ricas en ltidroxi-prolina aunque sólo el producto de 
GrnEnod-13 presenta homología a la proteina Enod-2 (Franssen y 
cols., 1988). 

Otras moléculas que se cree intervienen en este estadio son 
las lectinas. Un experimento que apoya esta creencia es el 
siguiente: R. leguminosarum bv. viciae puede infectar y nodular 
chícharo y algarrobo, pero no al trébol blanco. Si por medio de 
transformación de rafees se introduce un gene de lectina de 
chicharo al trébol blanco, ahora puede formar hasta hilos de 
infección en el trébol (Diaz y cols., 1989). Esto nos indica que 
la lectina de chícharo de alguna forma interviene en la 
especificidad de hospedero durante la formación del hilo de 
infección. 

3) FORMACION DEL PRIMORDIO 

Mientras el hilo de infección penetra a las células de la 
raiz y viaja hacia adentro, las células totalmente diferenciadas 
de la corteza radicular son reactivadas y de nuevo se empiezan a 
dividir, formando el primordio del nódulo (figura 1, panel D). 
Este es uno de los cambios en el destino de una célula más 
dramáticos observados en en el desarrollo de un sistema eucariote. 

Las leguminosas templadas corno el chicharo, el algarrobo, el 
trébol y la alfalfa forman nódulos indeterminados, con forma de 
maza, que poseen un meristemo apical persistente. En estas 
plantas los nódulos se originan de células localizadas en la 
corteza interna de la raiz, en el lado opuesto al polo de xilerna 
del sistema vascular. 

En contraste, la mayoría de las leguminosas tropicales corno 
la soya y el frijol forman nódulos determinados, de forma 
globular, en los que la actividad rnitótica cesa .. durante el 
desarrollo y el incremento de tamaño se debe a expansion celular Y 
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no a crecimiento. Los nódulos en este caso se originan de las 
divisiones inducidas en la corteza exterior de la raíz (Newcomb y 
cols., 1979). 

Durante el desarrollo de ambos tipos de nódulos, los hilos de 
infección crecen hacia el primordio. Al hacer contacto con él, 
los hilos se ramifican y penetran a las células de la región 
central del primordio. En estas células, la bacteria es expulsada 
del hilo de infección e introducida en el citoplasma de la célula 
vegetal. Esta liberación se dá por un proceso endocitótico en el 
que la bacteria es rrecubierta por un tipo especial de membrana, 
llamada membrana peribacteroidal (figura 1, panel E). 

Concomitantemente con la liberación de las bacterias, algunas 
capas celulares en el extremo distal del primordio se diferencian 
para dar lugar a células pequeñas y ricas en citoplasma que 
formarán el meristemo del nódulo indeterminado. Sólo las células 
del primordio expresan el gene PsEnod12, mientras que las células 
del meristemo dejan de expresarlo. 

4) DIFERENCIACION A NODULO 

A partir del meristemo se producen los dos tipos de tejidos 
que se observan en un nódulo desarrollado: el central y el 
periférico. El tejido periférico consta de la corteza y la 
endodermis, además del parénquima que contiene a los haces 
vasculares que conectan al nódulo al tallo radicular. El tejido 
central es el más característico del nódulo. En los nódulos 
indeterminados se observan tres zonas de desarrollo: 

En la zona de invasión, adyacente al meristemo, se dá la 
liberación de bacterias para infectar nuevas células; 
aproximadamente la mitad de ellas no son infectadas. Le sigue la 
zona simbiótica temprana, en la que las células vegetales se 
elongan y las bacterias proliferan. En la zona simbiótica tardAa, 
las células infectadas son llenadas por bacterias que se han 
diferenciado a bacteroides. Es en esta zona donde se lleva a cabo 
la fijación de nitrógeno. En nódulos más viejos aparece una 
cuarta zona de senescencia, en donde ambos simbiontes degeneran. 
Debido a la persistencia del meristemo apical, todas las fases del 
desarrollo se observan en un sólo nódulo. 

Todas las células del tejido central de los nódulos 
determinados progresan a través del mismo estadio de desarrollo. 
Las pequeñas células no-infectadas se encuentran interdispersas 
entre las infectadas y asimilan el nitrógeno fijado en ureidos 
(Schubert, y cols., 1986). En contraste, no se ha observado 
alguna especialización de las células no-infectadas del nódulo 
indeterminado. 

En el nódulo indeterminado se han ampliado estos estudios por 
medio de hibridación in situ, confirmando la existencia de varias 
zonas distintas de desarrollo (Scheres y cols., l990b). El gene 
PsEnodl2 se expresa en todas las células de la zona de invasión, 
lo cual es consistente con su posible papel en el proceso de 
infección (Scheres y cols., 1990a). No se le detecta en zonas más 
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viejas. 

El gene PsEnod5 se expresa también en la zona de invasion, 
pero aumenta su expresión en las células infectadas de la zona 
simbiótica temprana {Scheres y cols., 1990b). En estas células 
los hilos de infección han dejado de crecer y las bacterias 
proliferan, al tiempo que un aparato de sintesis de membranas muy 
activo las rodea para formar la membrana peribacteroidal. Pudiera 
ser que debido a su alta expresión y su similitud a las proteinas 
arabinogalactanas, la proteina Enod5 forme parte de la membrana 
peribacteroidal o de la membrana que rodea la extremidad del hilo 
de infección. 

En las células infectadas de la zona simbiótica temprana se 
expresan otros dos genes de nodulinas tempranas (Scheres y 
cols., 1990b). Estos son el PsEnod3 y PsEnod14. El análisis de 
sus secuencias nucleotidicas nos muestra que codifican para 
polipéptidos de 6 KDal. de peso molecular y que son 55% homólogos 
entre si. Ambos poseen un posible péptido señal en el amino 
terminal y contienen cuatro cisteinas en posición tal que podrían 
unir algún metal y transportarlo a los bacteroides (por ejemplo, 
Fe o Mo necesarios para la hidrogenasa y la nitrogenasa, 
respectivamente). Estos genes se expresan transitoriamente: sus 
niveles descienden en la zona simbiótica tardía, en donde empiezan 
a acumularse las nodulinas tardías. 

Al tejido periférico se le ha atribuido un papel en la 
morfología del nódulo. El parénquima presenta una estructua 
compacta con espacios intercelulares pequeños y escasos que se 
piensa forman una barrera a la difusión del oxigeno. Aunado al 
alto consumo de 02 por los bacteroides y a la presencia de 
leghemoglobina, se propicia el ambiente adecuado para el 
funcionamiento de la nitrogenasa. 

En el parénquima de los nódulos de chícharo y de alfalfa se 
expresa el gene de la nodulina temprana PsEnod2 (van de Wiel y 
cols., 1990a y b). De manera semejante, se observa que la 
expresión del gene GmEnod2 ocurre en el parénquima de los nódulos 
de soya. Los genes PsEnod2 y GmEnod2 (Franssen y cols., 1987) son 
estructuralmente parecidos al de PsEnodl2. Están compuestos por 2 
pentapéptidos alternados, cada uno conteniendo dos prolinas. Esta 
estructura sugiere que son componentes de la pared celular. 
Debido a que esta estructura es el mayor determinante de la 
morfologia celular, es probable que la proteína Enod2 contribuya a 
la morfología especial de las células del parénquima. 

5) FUNCIONAMIENTO DEL NODULO 

El establecimiento de la zona simbiótica temprana marca el 
fin de la morfogénesis del nódulo. Posteriormente se dá una 
diferenciación bioquimica producida en gran medida por la 
expresion de las nodulinas tardías, que crean y sustentan el 
ambiente apropiado para la fijación del nitrógeno y la asimilación 
de los compuestos nitrogenados por parte de la planta (figura 1, 
panel F). 
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Muchas de ellas se han clonado y secuenciado. 
verma (1988) presentan una lista de ellas. 

Delauney y 

La mejor estudiada es la leghemoglobina (Lb). En soya se han 
clonado todos los genes que la codifican. Se sabe que es la más 
abundante: constituye hasta el 25% de la proteina soluble total 
del nódulo maduro, dándole su caracteristico color rosado. 

La Lb es una oxihemoproteina con una alta afinidad por el 02 
(Appleby, 1984), semejante a las globinas de los vertebrados. En 
combinación con la morfologia especial del nódulo, la Lb controla 
la concentración de 02 en el nódulo. La Lb es una verdadera 
proteína simbiótica pues se cree que el grupo herno es de origen 
bacteriano y la parte de la globina está codificada en el genoma 
vegetal. 

Se han identificado otras nodulinas tardías que funcionan en 
el metabolismo de nitrógeno como la GS (Miflin y Lea, 1980; Lara y 
cols. , 1983; Bennet y cols. , 1989) y la uricasa II ( Bergrnan y 
cols., 1983; Nguyen y cols., 1985; Sánchez y cols., 1987) o de 
carbono corno la sacarosa sintasa (Thumrnler y Verrna, 1987). Todas 
ellas realizan funciones que no son únicas al funcionamiento del 
nódulo, ya que se expresan en otras partes de la planta. Debido a 
esto, Nap y Bisseling (1990) han desarrollado la hipótesis de que 
la formación del nódulo evolucionó de alteraciones menores en la 
via de la diferenciación de la raíz. Los genes comunes se 
adaptaron para cumplir con las nuevas necesidades fisiológicas y 
regulatorias que impone la simbiosis. 

varias de las nodulinas tardias se encuentran asociadas a la 
membrana peribacteroidal que forma una barrera fisica y metabólica 
entre el citoplasma de la célula vegetal y el bacteroide, aunque 
se desconoce la función bioquimica de la mayoria de estas 
nodulinas (Fortin y cols., 1985). 

Entre las más estudiadas se encuentra la nodulina Ngrn-26 de 
soya (Fortin y cols., 1987) cuya estructura hace suponer que es 
una proteina transrnembranal y que tiene homologia a la proteína 
facilitadora del transporte de glicerol de E. coli (Baker y 
saier., 1990) y a la proteina intrinseca del cristalino de bovino 
(que es el componente principal de las uniones oclusoras o "gap 
junctions" de la membrana de este tejido) (Sandal y Marcker, 
1988). La función de esta nodulina podría ser la de transportar 
algún rnetabolito a través de la membrana peribacteroidal. 

otra nodulina asociada a esta membrana es la Ngm-24 de soya 
que contiene 3 dominios hidrofóbicos en su secuencia de 
aminoácidos que le permiten atravesar la membrana peribacteroidal 
(Katinakis y Verma, 1985). 

También se ha visto que algunos de los miembros de una 
familia genica de nodulinas de soya están asociados a esta 
estructura; encontramos entre sus miembros a las nodulinas Ngrn-20, 
-22, -23, -26b, -27 y -44. sus genes se transcriben de manera 
considerable; sus productos presentan dos dominios con cisteinas 
apareadas de forma que pueden unir algún tipo de metal y un 
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posible péptido seña1 en el extremo amino-terminal (Jacobs y 
cols., 1987; Sandal y cols., 1987). En frijol se han estudiado 
una serie de productos generados por traducción in vi tro muy 
abundantes cuyo peso molecular es de 30 KDal., los que reciben el 
nombre de Npv-30 (Campos y cols., 1987). El análisis de la 
secuencia de dos clonas de ADNc que codifican para estos productos 
muestra que contienen dos dominios con cisteinas capaces de unir 
algún metal y un posible péptido señal en el amino-terminal por lo 
que poseen una homología alta con la familia de soya anteriormente 
descrita (Campos, F., datos no publicados). 

Las nodulinas tardías se expresan de manera coordinada 
durante el desarrollo del nódulo por lo que se puede suponer que 
poseen elementos comunes en las regiones regulatorias de sus 
genes. Se ha demostrado la importancia de la región promotora de 
estos genes en la expresión genética especifica de nódulo mediante 
el empleo de plantas transgénicas. se han estudiado las regiones 
promotoras del gene 1bc3 de soya (Stougaard y cols., 1986 y 1987) 
y de Sesbania rostrata (Metz y cols., 1988), de la Ngm-23 de soya 
(Jrgensen y cols., 1988) y del gene gln-0 que codifica para la 
isoforma de GS que se encuentra aumentada en los nódulos de frijol 
(Farde y cols., 1989). Por medio de estos estudios se definió a 
las secuencias AAAGAT y CTCTT como las secuencias consenso 
involucradas en la expresion especifica de nódulo de las 
nodulinas tardías (Sandal y cols., 1987). 

Además se han estudiado algunos de los factores que actúan en 
trans que se unen a regiones ricas en A/T en la región 5' de los 
genes antes mencionados (Jensen y cols., 1988; Stougaard y cols., 
1990; Forde y cols., 1990; Jacobsen y cols., 1990). Estos 
factores se encuentran en extractos de nódulos (como el NAT-2), en 
extractos de raíz y de nódulo (como el NAT-1) y en extractos de 
hojas jóvenes (como el LAT-1). Los factores LAT-1 y el NAT-1 
poseen características que los asemejan a las proteínas HMG-1 de 
humano, las cuales se piensa que provocan cambios en la estructura 
de la cromatina que facilitan la interacción entre los factores de 
la transcripción y sus respectivos promotores. El factor NAT-2 
reconoce secuencias similares a las reconocidas por el factor SAR 
de Drosophila que está involucrado en la unión del ADN a la 
estructura de sostén nuclear ("nuclear scaffold structure") por lo 
que también podría modificar la conformación de la cromatina 
facilitando la transcripción (Jacobsen y cols., 1990). 

En cuanto a las nodulinas tempranas sólo se cuenta con la 
secuencia de la región 5' de la Enod-2 de soya y no presenta las 
secuencias consenso de las nodulinas tardías, ni regiones ricas en 
A/T, por lo que se piensa que los factores que inducen la 
expresión de las nodulinas tempranas deben ser diferentes del de 
las tardías (Franssen y cols., 1989). 

El análisis molecular de las regiones promotoras y de los 
factores que actúan en trans nos permitirá descubrir los 
mecanismos implicados en la regulación genética de las nodulinas 
(tanto tempranas como tardías) y nos ayudará a entender como es 
que el Rhizobium a través de unas pocas señales es capaz de 
inducir cambios morfogenéticos y metabólicos en las plantas 
leguminosas. 
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ANTECEDENTES 

En el grupo del Dr. Federico Sánchez se han venido aislando 

y estudiando algunas nodulinas tardías de frijol con el propósito 

de conocer su participación ~n el funcionamiento del nódulo. 

Hasta la fecha se han aislado clonas de una genoteca de ADNc que 

codifican para la uricasa II (Sánchez y cols., 1987) y la Npv-30 

(Campos y cols., 1987). También se han hecho estudios sobre la 

expresión de las isoformas de la glutamino sintetasa (Padilla y 

cols., 1987) y de otras nodulinas en nódulos producidos por cepas 

de Rhizobium que alteran alguno de los pasos del desarrollo del 

nódulo (Padilla y cols., sometido a revisión). 
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Con el fin de conocer los mecanismos moleculares involucra

dos en el desarrollo de los nódulos fijadores de nitrógeno es 

necesario estudiar los genes de la planta que participan en 

este proceso, en particular los genes que se expresan al 

principio del desarrollo del mismo (las nodulinas tempranas) 

por lo que nos planteamos el siguiente 

OBJETIVO 

EL OBJETIVO DEL PRESENTE TRABAJO CONSISTID EN EL AISLAMIENTO 

DE CLONAS QUE CONTUVIERAN SECUENCIAS DE NODULINAS TEMPRANAS 

DE FRIJOL, A PARTIR DE UNA GENOTECA DE ADNc DE RAICES INFEC

TADAS CON RHIZOBIUM PHASEOLI CE-3. ADEMAS. SE ESTUDIO LA 

EXPRESION Y SE OBTUVO LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE UNA DE 

LAS CLONAS AISLADAS. 

13 



MATERIALES Y METODOS 

a) CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS 

Las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L. cv. Negro 
Jamapa; PRONASE, México) fueron esterilizadas en la superficie y 
germinadas por 48 horas sobre toallas húmedas y estériles. Las 
plántulas se transfirieron a macetas de 30 cm. conteniendo 
vermiculita estéril y fueron inoculadas con 1 ml. de cultivo en 
fase lag. tardia de Rhizobium phaseoli CE-3 (Noel y cols., 1984). 
Las plantas fueron crecidas en el invernadero bajo condiciones de 
luz natural (aproximadamente 14: 10 hrs. de ciclo luz: oscuridad) 
como se describió anteriormente (Ortega y cols., 1986). Fueron 
regadas cada tercer dia con una solución libre de nitrógeno 
(Broughton y Dilworth, 1971). Bajo estas condiciones, los nódulos 
son visibles al dia 8 pi (post-inoculación con Rhizobium) y 
empiezan a fijar nitrógeno al dia 14 pi. 

b) COSECHA DE TEJIDOS VEGETALES 

Se cosecharon raices no-infectadas de 7 dias y raices 
infectadas de 7 y 11 días pi. De todas ellas se tomó la tercera 
parte superior de la raiz, donde normalmente aparecen los nódulos. 
Asimismo, se disectaron- con pinzas los nódulos de 17 y 21 dias pi. 
Todos estos tejidos se congelaron inmediatamente con nitrógeno 
liquido con el objeto de preservar el ARN. Después fueron 
almacenados a -70ºC hasta su procesamiento posterior. 

c) PURIFICACION DE ARN 

La purificación de ARN se hizo siguiendo el método de 
Guanidina-colchón de cesio (Chirgwin y cols., 1979). El tejido se 
muele en un mortero en presencia de nitrógeno liquido hasta 
reducirlo a un polvo fino. Se le agregan 2 vals. de una solución 
de guanidina (Tiocianato de guanidina 4 M., Tris-HCl 50 mM. pH 
7.4, EDTA 10 mM. pH a.o y ~-mercaptoetanol 0.2 % v:v). se agita 
muy vigorosamente y se centrifuga por 10 min. a 10 krpm. para 
remover los restos celulares. El sobrenadante se extrae con una 
mezcla de fenol:cloroformo 50:50 y se centrifuga de igual manera. 
Para precipitar los ácidos nucleicos, a la fase acuosa se le añade 
una tercera parte del volúmen de etanol al 100% y se incuba a 
-20°c toda la noche. Al dia siguiente se centrifuga por 30 min. a 
10 krpm. El botón se seca y resuspende en 2.1 ml. de TE 10:1. se 
aplica sobre 3.1 ml. de un colchón de cesio (CsCl 5.7 M., EDTA 100 
mM). Se centrifuga por 16 hrs. a 35 krpm. a 20·• c. El botón se 
lava con etanol al 95% y se resuspende en 300 µl. de TES (Tris-HCl 
10 mM. pH a.o, EDTA 5 mM y SDS 0.1% p:v). A esto se le agregan 30 
µl. de acetato de sodio 3 M. pH 5.2 y 900 µl. de etanol 100%. Se 
incuba por 30 min. a -20°c. Al final se centrifuga por 10 min. a 
12 krpm.y el botón se lava con etanol al 70%. Se seca el botón Y 
se resuspende en agua libre de ARNasas. Se toma una alicuota para 
estimar su concentración por medio del espectrofotómetro. 
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d) PREPARACION DE LA GENOTECA DE ADNc DE RAIZ INFECTADA DE 
8 DPI. 

La genoteca de ADNc se construyó en el vector pUC-9 
siguiendo el método de cebador-adaptador (Sánchez y cols., 1987) a 
partir de ARN mensajero purificado de la tercera parte superior de 
las raíces infectadas del día 8 pi. El tamaño promedio de los 
insertos es de 600 pares de bases. 

e) HIBRIDACION DIFERENCIAL 

Por medio de cromatografía en columna de oligo-dT celulosa 
(Jacobson, 1987) se purificó la fracción poli-A' del ARN total 
proveniente de raíces no infectadas e infectadas de 8 dpi. se 
sintetizó la primer hebra de ADNc radioactiva con la siguiente 
mezcla de reacción: 1 µg. de ARN fracción poli-A' , 50 mM. de 
Tris-HCl pH 8.3, KCl 50 mM., MgC1

2 
10 mM., DTT 1 mM., EDTA 1 mM., 

BSA 10 µg./ml., 500 ng. oligo-dT
12

_
18

, dATP, dTTP y dGTP 0.1 mM., 

RNAsin 17 unidades, [a:-
32P] dCTP 100 µCi y Transcriptasa Reversa 

AMV 28 unidades. Incubar 20 min. a 42~C. Después se le añade 1 µl. 
de solución de caza (dATP, dTTP, dGTP y dCTP 10 mM.). Se incuba 
por otros 40 min. a 42ºC. 

Se prepararon filtros réplica de la genoteca según el 
procedimiento reportado (Hanahan y Meselson, 1980). Estos filtros 
se hibridaron utilizando como sonda el ADNc radioactivo (Maniatis 
y cols., 1980). Se eligieron 100 colonias que hibridan únicamente 
con la sonda radioactiva proveniente de raíz infectada. Se 
repitió el tamizaje por duplicado. 

f) ANALISIS DE EXPRESION 

El análisis de expresión se realizó por experimentos tipo 
northern (Maniatis y cols., 1980), fraccionando el ARN total en 
geles de agarosa al 1.2 ó 1.5% conteniendo 1.11% de formaldehido 
en MENP lX (MOPS 20 mM, Acetato de Sodio 5 mM., EDTA 1 mM.y KH

2
P0

4 
10 mM. y Na

2
HP0

4 
10 mM., pH 6.9). El ARN se transfirió por 

capilaridad a membranas de nylon (Amersham) usando ssc 20X (NaCl 3 
M. y citrato de sodio 0.3 M.). se corrieron 20 µg. de ARN total 
por carril. Los fil tres se hibridaron contra ADN radiocativo 
obtenido por medio de "random priming" (Feinberg y Vogelstein, 
1983) usando formamida al 50% en la solución de hibridación y los 
lavados fueron estrictos (SSC O.lX, SDS 0.1% y a 65° C). 

g) PURIFICACION Y TRANSFERENCIA DE ADN GENOMICO 

El ADN genómico se purificó a partir de tejido de hoja. El 
ADN se fraccionó en un gel de agarosa al 0.8% y se transfirió a 
membranas de nylon siguiendo el método de Southern (Maniatis y 
cols., 1980). Se hibridó contra una sonda radioactiva obtenida al 
marcar el inserto de la clona pJMR-17 por medio de "random 
priming". 
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h) SECUENCIACION DE ADN 

La secuenciaciÓn de ADN se llevó a cabo por medio del método 
de los dideoxi-terminadores de cadena (Sanger y cols., 1977), 
usando el paquete de Sequenase (USB), con ADN de doble cadena y 
utilizando los "primers" universal y reverso. La secuencia se 
realizó usando la estrategia que se muestra en la figura 5 hacien
do subclonaciones en los vectores pUC-19 (Yanish-Perron y cols., 
1985)y pKS (Stratagene). Además, se sintetizaron dos oligonucleó 
tidos con la secuencia 5' -GACCTTCATGATGCT y 5'-GTTCCAACAACAACT 1 

que reciben el nombre de JMR-1 y JMR-2, respectivamente. 

i) ANALISIS DE LA SECUENCIA DE ADN 

El análisis de la secuencia se realizó por medio de los 
siguientes programas: Seqaid, PC-Gene (Intelligenetics, Inc), 
Martinez y GCG-Wisconsin (Devereux y cols., 1984). Se usó el 
programa FASTA (Lipman y Pearson, 1985) para hacer comparaciones 
de las secuencias obtenidas contra las secuencias contenidas en 
las bases GENBANK (release 63.0; 3/90) y EMBL (release 22.0: 
2/90), empleando una computadora Digital Equipment Corporation 
(DEC) VAX/VMS 5.0. 
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RESULTADOS 

a) AISLAMIENTO DE CLONAS DE NODULINAS TEMPRANAS DE FRIJOL. 

El tamizaje de genotecas de ADNc por medio de hibridación 
diferencial es una técnica muy poderosa para aislar genes que se 
expresan de una manera tejido-especifica o en diferentes estadios 
de desarrollo de un mismo tejido (StJohn y Davis, 1979). 

Se usó esta técnica para aislar clonas de ADNc que contenian 
secuencias de nodulinas tempranas de frijol. A partir de una 
genoteca de ADNc obtenida de raices 8 dias pi (post-inoculación 
con Rhizobium) compuesta por 1,500 colonias se aislaron 100 
posibles clonas que hibridaron especif icamente con el ADNc 
radioactivo sintetizado a partir de ARN mensajero de raices 
infectadas de 8 dias. El tamizaje se repitió por duplicado 
obteniendo 12 clonas cuyos nombres asi como el tamaño de los 
insertos que contienen se muestran en la Tabla II. De las 12 
clonas, tres presentan dos fragmentos al liberar el inserto del 
vector con las enzimas Eco-RI y Hind-III (pJMR-39, -69 y -80) lo 
cual indica que poseen un sitio interno reconocido por alguna de 
las enzimas mencionadas. 

Para descartar aquellas clonas que fueran similares a la 
nodulina temprana Enod2 reportada con anterioridad, se realizó un 
Southern de los insertos de las clonas contra la clona 2pH2, que 
contiene la región codificadora de esa nodulina de soya (Franssen 
y cols., 1987). Ninguna de las 12 clonas presenta semejanza a 
esta nodulina temprana (datos no mostrados) . 

Se escogió a 
puesto que siendo 
contuviera completa 
se sintetizó. 

la clona pJMR-17 para estudiar su expresión 
una de las mas grandes era probable que 
la región codificadora del mensajero del que 

b) EXPRESION DE LA CLONA pJMR-17. 

con objeto de conocer en que etapa de la nodulación se 
expresa el mensajero homólogo a esta clona, se realizó un 
experimento tipo northern con ARN totales obtenidos de raíces no 
infectadas de 7 dias e infectadas de 7 y 11 dias pi, además de 
nódulos de 17 y 21 dias pi. se cargaron 20 µg. de ARN total por 
carril y se hibridó contra el inserto marcado radioactivamente de 
la clona pJMR-17. No se detecta señal en el carril de raiz no 
infectada. La señal empieza a ser visible en el correspondiente a 
raiz de 7 dias pi, es muy notoria en raiz de 11 dias pi Y 
permanece a ese nivel en nódulos de 17 y 21 dias pi. En todos los 
casos se observan dos bandas de l. 45 y 1.17 Kb. Este patrón de 
expresion nos indica que estos mensajeros codifican para una 
nodulina del tipo temprano. (ver figura 2). 
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El mismo filtro se hibridó contra clonas de otras dos 
nodulinas, la temprana Enod2 (Franssen y cols., 1987) y la tardia 
Npv-30 de frijol que es homóloga en ciertos dominios a la familia 
de nodulinas a la que pertenece la N-23 de soya (Campos y cols., 
1987), con objeto de comparar su expresión con la de la clona 
pJMR-17. Se observa que Enod2 se expresa desde el 7º día pi, 
aumentando su nivel al 11~ día pi y se mantiene constante de ahí 
en adelante (ver figura 3). El tamaño del mensajero es de 
aproximadamente 1.2 kb. En cuanto a la expresión de Npv-30, se le 
empieza a ver al día 11 pi, aumentando al día 17 pi para después 
permanecer a ese nivel hasta el día 21 pi. El tamaño de este 
mensajero es de 0.9 kb (ver figura 3). El patrón de expresión de 
la clona pJMR-17 es similar al de la nodulina temprana Enod-2. se 
debe hacer notar que para observar la señal de la Npv-30 bastaron 
30 min. de exposición del film, para ver la de Enod-2 se requirió 
de toda una noche mientras que para la clona pJMR-17 se expuso el 
film durante una semana. Esto nos indica que su nivel de 
expresión es más bajo que el de los mensajeros de Enod-2 y Npv-30. 

e) EL GENE DE LA CLONA pJMR-17 SE ENCUENTRA REPRESENTADO EN 
UN BAJO NUMERO DE COPIAS EN EL GENOMA DE FRIJOL 

Para conocer el número de copias en el genoma de frijol de 
las secuencias homólogas a la clona pJMR-17 se hizo un experimento 
tipo Southern. Se corrieron dos carriles con ADN de hoja de 
frijol digerido con las enzimas de restricción Eco-RI y Hind-III. 
En ambos carriles se observa una banda prominente de 3 kb.y 23 kb. 
respectivamente (ver figura 4), lo que sugiere que el gene que dió 
origen a estos mensajeros se encuentra representado una sóla vez 
en el genoma de frijol. 

d} SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA CLONA pJMR-17. 

Para obtener más información acerca de la naturaleza de la 
nodulina temprana codificada en la clona pJMR-17, se determinó su 
secuencia nucleotídica. 

El inserto de la clona de ADNc se sometió a un análisis de 
restricción con el objeto de conocer los sitios internos que nos 
sirvieran para costruir las subclonas apropiadas en los vectores 
pUC-19 y pKS (ver figura 5). En todos los casos se secuenciaron 
las dos cadenas del ADN. 

La secuencia nucleotídica de la clona pJMR-17 se muestra en 
la figura 6. La secuencia es de 1,162 pb, incluyendo una cola de 
poli-(dA) de 55 residuos. Posee un marco abierto de lectura de 
573 bases que finaliza en tres codones de término (TGA). Se 
observa una secuencia posible de adición de poli-(dA) a partir del 
nucleótido 1042 (AAATAG). 
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e) CARACTERISTICAS DE LA PROTEINA CODIFICADA POR LA CLONA 
p.JMR-17. 

A partir del marco abierto de lectura, se puede deducir una 
proteina de 191 aminoácidos, la cual se muestra en la figura 6 
debajo de la secuencia nucleotidica y haciendo uso del código de 
una sóla letra para designar a los aminoácidos. El peso molecular 
calculado del producto de traducción es de 20,856 Dal. y su 
composición de aminoácidos se presenta en la Tabla III. 

Se estudió el perfil de hidropatia de este producto, 
siguiendo el método de Kyte y Doolittle (1982), usando una ventana 
de 9 residuos. El perfil obtenido se muestra en la figura 7. En 
general, la proteína es hidrofilica, a excepción del extremo amino 
terminal que es altamente hidrofóbico (residuos l al 19). 

Se buscaron hélices transmembranales usando los métodos de 
Eisenberg y cols., (1984) y de Rao y Argos (1986), encontrando en 
ambos casos que el segmento que va del residuo 2 al 26 posee la 
hidrofobicidad promedio y extensión adecuadas. Esta estructura 
helicoidal e hidrofóbica en el extremo amino terminal es similar a 
los péptidos señal encontrados en la mayoria de las proteinas 
que son secretadas y que sirve para iniciar la exportación a 
través de la membrana del reticulo endoplásmico en eucariotes. 
Para probar esta hipótesis, se utilizó un programa que predice 
la posible existencia de un péptido señal en el extremo amino 
terminal de una proteina. Este programa hace uso del algoritmo 
diseñado por von Heijne (1986). Dos segmentos de la secuencia 
obtuvieron una calificación mayor que la mínima (6) y cuyos sitios 
de corte se encuentran entre las posiciones 24-25 y 25-26 (ver 
figura 8). El primero obtuvo una calificación de 8. 63 y el 
segundo 7.37. Ambos sitios de corte cumplen con la regla (-3, -1) 
que establece que el residuo en la posición -1 debe ser pequeño y 
el de la posición -3 no debe ser aromático, ni cargado o grande y 
polar. En ninguna de las posiciones se tolera la presencia del 
aminoácido Prolina. Se considera que el primero es el más 
probable ya que obtuvo la más alta calificación. En conclusión, 
existe una gran posibilidad de que en el extremo amino terminal 
del producto codificado por la clona pJMR-17 se encuentre presente 
un péptido señal. El peso molecular del producto procesado es de 
18,261 Dal. por lo que de acuerdo a la nomenclatura propuesta por 
van Kammen ( 1984) se le designará con el nombre de Enodpv-18 
(nodulina temprana de Phaseolus vulgaris -frijol- de peso 
molecular 18 KDal.). 

Posteriormente, al analizar la secuencia mediante el programa 
PROSITE (parte del paquete de programas de PCGene) se llevó a cabo 
una búsqueda de sitios de modificación post-traduccional, 
secuencias topogénicas, dominios con alguna función biológica 
definida, sitios activos de enzimas y patrones específicos 
característicos de una familia o grupo de proteínas. Este 
análisis reveló lo siguiente: 

1) un posible sitio de N-glicosilación en la posición N-42 
(Marshall, 1972). El patrón consenso es N-{P}-(S,T)-{P}, que 
significa: Asparagina-(cualquier aminoácido excepto Prolina-(Seri
na o Treonina)-(cualquier aminoácido excepto Prolina). 
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2) cuatro sitios probables de fosforilación por proteína 
cinasa e, en las posiciones S-28, S-68, S-1S4 y T-172 (Kishimoto y 
cols., 198S; Kemp y Pearson, 1990). El patrón consenso es 
(S,T)-X-(R,K), siendo S o T el sitio de fosforilación y X 
cualquier aminoácido. 

3) tres sitios posibles de fosforilación por caseína cinasa 
II, en las posiciones s-s1, S-88 y T-1SS (Marin y cols., 1986). 
El consenso es (S,T)-X-X-(E,D), donde s o T son el sitio de 

fosforilación. 

Todos estos sitios se indican en la secuencia de aminoácidos 
de Enodpv-18 en la figura 9. 

Se debe hacer notar que la 
susceptibles a ser modificados en la 
la Enodpv-18 no es suficiente para 
residuos se encontrarán modificados, 
se experimentalmente su existencia. 

presencia de los sitios 
secuencia de aminoácidos de 
concluir que in vivo tales 
por lo cual debe verificar-

También se comparó la estructura de este péptido con el de 
proteínas regulatorias que se unen a ADN (activadores o represores 
eucarióticos) sin encontrar alguna similitud. 

Reichsteiner y cols. (1987) han lanzado la hipótesis de que 
las secuencias de aminoácidos de proteínas con una vida media 
menor de 2 horas contienen una o varias regiones ricas en Prolina 
(P), ácido glutámico (E), Serina (S), Treonina (T), y en un menor 
grado, ácido aspártico. Esas regiones, llamadas regiones PEST 
están flanqueadas por residuos positivos. En la proteína 
Enodpv-18 se encontró una región PEST que inicia en la posición 38 
y termina en el residuo SS, lo que sugiere que posiblemente este 
producto tenga una vida media corta, aunque esto último falta 
corroborarlo experimentalmente. 

f) COHPARACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA Y DE AHINOACIDOS 
DE Enodpv-18 CONTRA LAS BASES DE GENES GENBANK y EHBL. 

Por medio del programa FASTA (Lipman y Pearson, 1985) se 
buscaron en las bases de genes GenBank y EMBL secuencias similares 
a la secuencia nucleotídica y de aminoácidos de la Enodpv-18. El 
resultado de esta búsqueda fué negativo. Además, se comparó la 
secuencia de aminoácidos de la proteína Enodpv-18 con las 
secuencias recientemente reportadas de las nodulinas tempranas 
Enod-5, Enod-3 y -14 y Enod-12 (Scheres y cols., 1990a y b) sin 
encontrar alguna semejanza estadísticamente significativa. Estos 
resultados sugieren que la Enodpv-18 es una nodulina no descrita 
con anterioridad. 
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g) ESTRUC'ruRA SECUNDARIA de Enodpv-18. 

se utilizaron dos tipos de métodos de predicción para 
reconstruir la estructura secundaria de la proteina Enodpv-18. 
Los estados conformacionales resultantes se muestran en la figura 
10. 

El método GOR (Garnier y cols., 1978) distingue cuatro 
posibles estados: H (hélice), E (extendida), T (vuelta) y e 
(estructura al azar), mientras que el nuevo método GGBSM (Gascuel 
y Golmard, 1988) sólo predice hélices, estructuras extendidas y al 
azar. Si se sobreponen las dos predicciones, aquellas que sean 
idénticas se consideran más confiables desde el punto de vista 
estadistico. En caso de desacuerdo, se le da preferencia a los 
estados predichos por el método GGBSM debido a que la desviación 
promedio de sus predicciones respecto a estructuras conocidas es 
menor que la del método GOR. según el método GGBSM, el 27% de los 
residuos tiene una estructura de hélice, el 29% está en una 
conformación extendida y el resto no posee ninguna de las 
conformaciones anteriores. 
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DISCUSION 

La formación de nódulos en las raíces de las leguminosas 
puede verse como un proceso de diferenciación vegetal y como tal 
tiene la ventaja sobre otros sistemas en que el programa de 
desarrollo está inducido por la interacción con el Rhizobium, del 
cual contamos con cepas que presentan mutaciones en diversos genes 
que causan defectos en el referido programa, facilitando la 
identificación y el análisis de los pasos sucesivos que se 
requieren para la form~ción de esta estructura. 

La expresión de las nodulinas (las proteínas codificadas por 
el genoma vegetal que se inducen durante la simbiosis) no sólo es 
especifica de este órgano, sino que se regulan durante el 
desarrollo . Una clase de nodulinas se expresa al comienzo del 
desarrollo (las nodulinas tempranas) las cuales probablemente 
estén involucradas en los procesos de infección por el Rhizobium, 
en la transducción de señales emitidas por la bacteria y en 
aspectos estructurales de la ontogénesis del nódulo. Una segunda 
clase (las nodulinas tardías) se expresan en un estadio posterior 
y participan en el funcionamiento del nódulo (facilitan la 
fijación del nitrógeno e intervienen en la asimilación del 
amonio). 

Dada la importancia que tienen las nodulinas tempranas 
durante la morfogénesis del nódulo (debido a que están 
directamente involucradas en este proceso) y a la falta de 
estudios sobre estas proteínas en la simbiosis frij ol-Rhizobium 
phaseoli, decidimos enfocarnos a su estudio. 

Usando el método de hibridación diferencial en colonia 
aislamos 12 clonas que se expresan específicamente en raíces de 8 
días pi y que no se expresan en raíces del mismo estadio que no 
fueron infectadas (Tabla II) . Esto nos indicó que para observar 
la expresión de estos mensajeros se requiere que la raíz de la 
leguminosa interaccione con la bacteria, por lo que es muy 
probable que estas clonas codifiquen para nodulinas tempranas. 

En un experimento tipo southern y con el objeto de saber si 
estas clonas muestran similitud al ADNc de la nodulina temprana 
Enod-2 y poder descartar aquellas que sean semejantes, se 
hibridaron los insertos de las 12 clonas contra una clona que 
contiene la región codificadora del gene de Enod-2. Ninguna de 
las clonas hibridó contra Enod-2 por lo que pensamos que no se 
encuentra una secuencia similar en el conjunto de 12 clonas. 

se escogió a la clona pJMR-17 para continuar con su 
caracterización debido a que contiene uno de los insertos más 
grandes. se observó mediante experimentos tipo northern la 
presencia de dos mensajeros de l. 45 y l. 17 Kb. los cuales se 
expresan a un nivel similar durante el desarrollo del nódulo. 
Como puede observarse en la figura 2 esta clona codifica para una 
nodulina temprana, puesto que se expresa durante las primeras 
etapas del desarrollo del nódulo y no se expresa en ARN 
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proveniente de raíces no infectadas. Este patrón de expresión es 
similar al de otras nodulínas tempranas (Franssen y cols., 1987; 
Scheres y cols., 1990a). El mensajero de esta nodulína es apenas 
detectable en raíces al 7~ día pi, aumenta su expresión al día 11 
pi manteniéndose constante hasta el día 21 pi, a diferencia de 
Enod-12 que se expresa transitoriamente alcanzando su máximo entre 
los días 10 y 13, para disminuir al día 17 pi. En este sentido se 
parece a las nodulínas tempranas Enod-2, Enod-14 y Enod-3 que son 
visibles a partir del día 10 pi, aumentando su expresión al día 13 
para mantenerse constantes hasta el día 1 7 pi ( Scheres et al, 
1990b). 

Por el momento en que se observa la expresion de esta noduli
na, es posible que esté involucrada en la morfogénesis del nódulo 
o en la infección de las células vegetales por la bacteria. una 
manera de conocer en cual de los dos procesos interviene es 
inocular las raíces del frijol con una cepa de Rhizobium mutante 
que forme nódulos vacíos. Si se expresa esta nodulina temprana 
en presencia de la mutante se puede concluir que tiene un papel en 
la morfogénesis y en el caso contrario podría estar participando 
durante la infección. 

En el northern se observan dos bandas de igual intensidad, 
sim embargo en la hibridación tipo Southern de ADN genómico de 
hojas de frijol digerido con las enzimas de restricción EcoRI y 
Hind-III, se observó una banda prominente en ambos casos. 
Desconocemos el mecanismo que origina los dos transcritos pero es 
posible que existan modificaciones post-transcripcionales como un 
"splicing" diferencial, una degradación especifica o por 
diferencias en las longitudes de la cola de poli-(dA). 

La obtención de la secuencia nucleotidica de la clona pJMR-17 
nos permitió predecir algunas propiedades de la proteína que 
codifica. Tiene un peso molecular de 20,856 Dal. y su composición 
de aminoácidos se muestra en la tabla III. 

Dadas las características mostradas en el análisis de hidro
fobícídad (figura 7) podemos especular sobre su posible 
localización subcelular: 

Una posibilidad es que el péptido señal presente en el 
extremo amino-terminal sea funcional pudiendo ser exportado ya sea 
hacia afuera de la célula (como en el caso de las nodulinas 
tempranas reportadas que presentan un péptído señal y se 
encuentran formando parte de la pared celular) (Franssen y cols., 
1987; Scheres y cols., 1990 a y b) o hacía el espacio peribacte
roidal (atravesando la membrana peribacteroidal) y que ahí se 
encuentre como una proteína globular. 

La otra posibilidad es que el péptido señal no sea funcional; 
en tal caso puede pensarse que el segmento hidrofóbico presente en 
el extremo amino terminal pudiera permitirle a esta proteína 
anclarse en alguna membrana. 

El péptido presenta algunos sitios posibles de modificación 
post-traduccional como son la N-glicosilación y la fosforilación 
por proteína cinasa e y por caseína cinasa II. En todos los 

23 



organismos se ha documentado la fosforilación de proteínas (y la 
desfosforilación) corno uno de los mecanismos más importantes para 
regular diferentes procesos celulares corno son la actividad de 
varias enzimas y la expresión genética de numerosos genes (Kernp y 
Pearson, 1990). Se puede especular sobre la posible función de 
esta nodulina temprana proponiendo: 

a) que posea una actividad enzimática que sea regulada por 
medio de fosforilación, o bien, 

b) que sea un receptor de membrana cuya afinidad por su 
ligando sea medicada por medio de fosforilación. 
Para apoyar las anteriores posibilidades podernos decir que en 
plantas encontrarnos varios ejemplos de enzimas que son reguladas 
por fosforilación corno la piruvato deshidrogenasa y la 
quinato-NAD+ oxidoreductasa (Rubín y Randall, 1977; Refeno y 
cols., 1982; Ranjeva y Boudet, 1987 ) ; la fosforilación del 
complejo de clorofila a/b que a su vez regula la transferencia de 
energía entre los fotosisternas (Bennet y cols., 1980) ; cambios 
específicos en la fosforilación de proteínas durante el desarrollo 
de frutos de tomate (Raghotharna y cols., 1985) y de los tumores 
inducidos por el Agrobacterium tumefasciens (Arfrnann y Willrnitzer, 
1982; Kahl y Schfer, 1984); al nivel de la expresión genética, la 
acción de algunos factores nucleares que actúan en trans corno el 
elemento CREB (cAMP response elernent-binding protein) y un factor 
de stress de calor son regulados por fosforilación (Yarnarnoto y 
cols. / 1988; Sorger y Pelharn, 1988) . Además, en extractos de 
núcleos de células provenientes de nódulos se ha reportado la 
existencia de actividades fosforilativas con características 
bioquímicas semejantes a las de la proteína cinasa I y la caseína 
cinasa II (Suzuki y Verrna, 1989), por lo que podernos pensar que 
existan enzimas similares en otros compartimientos subcelulares 
que podrían fosforilar., a la nodulina temprana Enodpv-18. 

Se puede especular sobre la participación de las proteínas 
cinasas en la nodulación debido a que en plantas varias de estas 
enzimas se encuentran asociadas a la membrana plasmática, en una 
posición que les permite transducir una gran cantidad de señales 
de fuera de la célula (Ranjeva y Boudet, 1987). Esto les confiere 
una gran importancia en el intercambio de señales que se dá a todo 
lo largo del desarrollo y funcionamiento del nódulo. 

Es muy importante saber si la Enodpv-18 es susceptible de ser 
fosforilada, lo cual puede probarse experimentalmente 
sobreexpresando la proteína en E. coli, purificándola a 
homogeneidad e incubándola con extractos de células de nódulo en 
presencia de 32P-ATP y observar si se le incorpora la radioactivi
dad. 

La obtención de la secuencia nucleotídica también nos permi
tió compararla contra las secuencias reportadas de otras nodulinas 
tempranas y tardías, encontrando que no se parece 
significativamente a ninguna de ellas. También pudimos comparar 
tanto la secuencia nucleotídica corno la secuencia de aminoácidos 
predicha contra las bases de genes de Genbank, EMBL y Swiss-Prot 
con el objeto de buscar aquellos genes o proteínas que sean 
similares (en toda la extensión o en dominios determinados) que 
nos pudiera dar una idea de la posible función de la proteína 
Enodpv-18. En este caso la búsqueda también tuvo un resultado 
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negativo. Esto nos indica que se trata de una secuencia que no ha 
sido reportada con anterioridad. 

Es muy importante hacer notar que la posible función de todas 
las nodulinas tempranas reportadas hasta ahora es de tipo 
estructural y es probable que formen parte de la pared celular de 
la célula vegetal (Franssen y cols., 1987; Scheres y cols., 1990a 
Y b). Se puede pensar que deben existir nodulinas tempranas con 
otro tipo de funciones como por ejemplo la regulación genética de 
la división celular inducida en la corteza de la raíz, la 
regulación de la expresion genética de otras nodulinas, la 
transducción de señales provenientes de la bacteria (receptores 
celulares y proteínas regulatorias asociadas, receptores 
de fitohormonas y proteínas involucradas en la generación de 
segundos mensajeros) y algunas enzimas (por ejemplo de la síntesis 
de fosfolípidos necesarios para producir la gran cantidad de 
membranas peribacteroidales que se requieren). Dado que la 
proteína Enodpv-18 no presenta semejanza a ninguna de las 
nodulinas tempranas reportadas con anterioridad, surge la 
posibilidad de que su función no sea la de una proteína 
estructural y sí alguna de las antes mencionadas. 

Es necesario hacer estudios más detallados para conocer su 
localización en el nódulo por medio de hibridación in situ y el 
tipo de células en las que se expresa y si el producto es 
modificado por fosforilación, así como el origen de los dos 
transcritos. 

También resultará interesante saber si se expresa en otros 
tejidos de la planta (como en tallo, hoja o flor) como se ha visto 
en el caso de las 11 nodulinas" GS y Enod-12. También si esta nodu
lina es particular del frijol o se expresa en otras leguminosas. 

Por último, es necesario recordar que de las 12 clonas que se 
aislaron sólo se estudió en profundidad la pJMR-17. Las 11 
restantes pudieran contener secuencias interesantes por lo que 
es importante caracterizarlas. 

El estudio de las nodulinas (sus genes, su expresión y su 
función) sin duda nos permitirá conocer algunos de los eventos más 
fundamentales de la biología vegetal a nivel molecular. 
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FIGURA l. Representación esquemática de la infección de los pelos 
radiculares de las leguminosas por Rhizobium y la for
mación de un nódulo fijador de nitrógeno. A) Coloniza
ción de la superficie radicular facilitada por la libe
ración de exudados orgánicos (ex) por parte de la plan
ta. B) Pre-infección: los compuestos flavonoides (fl) 
excretados por las raíces inducen la expresión de los 
genes nod de Rhizobium. C) Infección: deformación de 
los pelos radiculares causada por el factor de nodula
ción e inducción de las proteínas RH-42 y RH-44 de los 
pelos radiculares. D) Formación del primordio y creci
miento del hilo de infección (hi), expresión de las no
dulinas tempranas (NTe). E) Liberación de las bacte
rias dentro.de la célula vegetal donde son rodeadas por 
la membrana peribacteroidal. F) Funcionamiento del 
nódulo: fijación de nitrógeno y expresión de las 
nodulinas tardías (NTa). 
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FIGURA 2. Expresión de la clona pJMR-17 durante el desarrollo de 
nódulos de frijol. El ARN se purificó de raíces no-in
fectadas de 7 días (carril 1), raíces infectadas de 7 y 
11 días post-inoculación (carriles 2 y 3, respectiva
mente) y nódulos de 17 y 21 días pi (carriles 4 y 5, 
respectivamente). Se separaron 20 ~g. de ARN total en 
un gel de agarosa al l. 5% y se transfirió a fil tras 
de nylon. Las condiciones de hibridación y lavado 
fueron estrictas. El. film se expuso por una semana. 
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FIGURA 3, Expresión de los genes Enod-2 y Npv-30 durante el desa
rrollo de nódulos de frijol. Se usó el mismo filtro de 
figura anterior, previamente lavado y checado. Se hi
bridó en condiciones estrictas contra: panel A) Enod-2 
(clonaZpH2p) y panel B) Npv-30. En el caso de Enod-2 
el film se expuso toda la noche mientras que en el de 
Npv-30 bastaron 30 minutos. 
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FIGURA 4. Hibridación del inserto de la clona pJMR-17 contra ADN 
total de hoja de frijol. El ADN fue digerido con las 
enzimas de restricción Eco-RI (E) y Hind-III (H) y 
transferido a nylon. Se muestran los tamaños 
calculados de las bandas predominantes. 
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FIGURA 5. Mapa de restricción de la clona pJMR-1 7. Debajo se 
muestran las subclonas que se utilizaron para obtener 
la secuencia nucleotidica indicando la dirección en la 
que se realizó la secuencia. También se muestra la lo
calización de los dos oligonucleótidos usados (JMR-1 y 
JMR-2). H=Hind-II, HA=Hae-III, S=Sal I, A=Acc-I, 
HC=Hinc-II, PV=Pvu-II y E=Eco-RI. Los sitios Eco-RI y 

.Hind-III pertenecen al vector pUC-9. 
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V V 

ACGCACATATTCCGCATCT 19 

V V V V V V 

ATTCTTCTCTTCTGCTCACACATTTCATCAATTCGTCGCAGCATCTCAATCTCCCAACAT 79 

V V V V V V 

TTTCTCCACAAAGGGAAAATAAATCTTAATAACAATAAAATAAAAAGGGAATCACGTCTT 139 

V V V V V V 

TCCAATCCGCCAAACGCGATCGTCCCGGCCGCAAATTGAAATTAGGGTTAGGGTTTTCAT 199 

V V V V V V 

CGTCTTCGCCCGAAAAAGAAAGGGGGAAGTGGGAAGGAAGACGCGAACAACCGTTCCTTT 259 

V V V V V V 

ATGATACAAAAGGTGTCTCTGATCTTCATCGTCATCATCGCTGTATTAATCTTGGTGTTG 319 

M I Q K V S L I F I V I I A V L I L V L 20 

V V V V V V 

CAATCCTCTGCGGCGTTCCACAGTAGCAAAAACAGCATCATGAAGGTCCACCCTGTTCCC 379 

Q S S A A F H S S K N S I M K V H P V P 40 

V V V V V V 

GAAAACGCAACATCTCAATCCAATTCGGCGTCGACGGGGGAATCCCATGTCGGAGCGCAG 439 

E N A T S Q S N S A S T G E S H V G A Q 60 

V V V V V V 

GCGCTGTTGGGAATCGCTGGCAGCAAGAAGCTCCGGCGACTCCCGCACGTGTTCAGCTGC 499 

A L L G I A G S K K L R R L P H V F S C 80 

V V V V V V 

GTCCTGGAGCTCCCGTTCCGCTCCGACGCCGACGTGGTGGTGGAGGAGGACCCCGACTGC 559 

V L E L P F R S D A D V V V E E D P D C 100 

V V V V V V 

TTCCGCTTCGTGGCGGAGACGGAGGGTATCGGCGACGTGAGGGCGCACACGATCGAAATC 619 

F R F V A E T E G I G D V R A H T I E I 120 

V V V,,~ V V V 

CACCCCGGCGTGACGAAGATCGTGGTGAGGGACGGCGGTTCGGTGGAGCTCTCGCTCGAC 679 

H P G V T K I V V R D G G S V E L S L D 140 

V V V V V V 

CAGCTCGAACTGGATATGTGGAGGTTCCGTTTACCAGAATCGACGCGGCCGGAGCTCGCG 739 

Q L E L D M W R F R L P E S T R P E L A 160 

V V V V V V 

AGCGCGGTGTTCGTAGACGGCGAGCTCATCGTGACGGTGCGAAGGCAGGAGAGGAAGACG 799 

S A V F V D G E L I V T V R R Q E R K T 180 
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V V V V V V 

GGTTATGGTGGTGGTAGACTTGTGCTTGTACAGTGATGATGAAGGAATGAGTGGTGAGTA 859 

G Y G G G R L V L V Q * * * 191 

V V V V V V 

ACGAATGATTCTTTTGTTAACTTCATGTTGCCCTCCAAACGTGGCCATATTAGTATGTTG 919 

V V V V V V 

GTTAGATTTCAAGTTGTTGTTGGAACTAGTTTCTCTGTGAATTTTATTGTTGCTATTGTT 979 

V V V V V V 

GAATCAGGAACAAAAATGTTCTATCTGGACAATGGTTTATTCATGGCAATGGCAATTTTC 1039 

V V V V V V 

GTAAATAGGTGTAACTCTGTTCGTGTGTTCTTTTATTTGCTCAGATAACTCTGTTCATGA 1099 

V 

GATTGTTT"""""""'""""""""""""""""'~""""""""""""""'AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

V V V V V 

V 

AAA 1162 

1159 

FIGURA 6. Secuencias nucleotidica y de aminoácidos deducida del 
inserto de la clona pJMR-17. Debajo de la secuencia 
nucleotidica se muestra la secuencia de aminoácidos 
usando el código de una sóla letra. Los codones de tér
mino se señalan con * * * y la secuencia posible de adi
ción de poli-(dA) se muestra subrayada. 
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FIGURA 7, Perfil de hidropatía de la proteína deducida de la se
cuencia nucleotídica de la clona pJMR-17. El análisis 
se realizó por medio del algoritmo de Kyte y Doolittle 
(1982) usando una ventana de 9 residuos. 
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{1) 

El sitio potencial de corte está entre la posición A-24 y A-25. 

La calificación de este sitio es: 8.63 

Secuencia: 

M i q k V s 1 i f i V i i a V 1 i 1 V 1 q s s a A F H 

(2) 

El sitio potencial de corte está entre la posición A-25 y F-26. 

La calificación de este sitio es: 7.37 

Secuencia: 

M i q k V s 1 i f i V i i a V 1 i 1 V 1 q s s a a F H S 

FIGURA 8. Secuencias de los péptidos señal y sus posibles sitios 
de corte predichos por el programa de van Heijne (1986). 
La calificación mínima para un resultado significativo 
es de 6. Se muestran las porciones de la secuencia de 
aminoácidos que tuvieron una calificación mayor. Ambos 
sitios se ajustan a la regla (-3,-1). 

34 



1 Met-Ile-Gln-Lis-Val-ser-Leu-Ile-Fen-Ile.:.vai"-rf~:;r:i~;~ia~Val-

! ! ! ! ! ! ! ! .! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !· i ! # ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !! ,~g! 
46 Gln-ser-Asn-ser;.;Ara:...ser-Tre-Gli-Glu-sE.'.l22~isf.: 

* - ·- .- . . 

61 Ala-Leu~Leu-Gli:...r1e-Ala-Gli-Ser-Lis-Lis-Leu-Arg~Arg-Leu-Pro-

# 

76 His-Val-Fen-Ser-Cis-Val-Leu-Glu-Leu-Pro-Fen-Arg-ser-Asp-Ala-

91 Asp-Val-Val-Val-Glu-Glu-Asp-Pro-Asp-cis-Fen-Arg-Fen-Val-Ala-

106 Glu-Tre-Glu-Gli-Ile-Gli-Asp-Val-Arg-Ala-His-Tre-Ile-Glu-Ile-

121 His-Pro-Gli-Val-Tre-Lis-Ile-Val-Val-Arg-Asp-Gli-Gli-Ser-Val-

136 Glu-Leu-Ser-Leu-Asp-Gln-Leu-Glu-Leu-Asp-Met-Trp-Arg-Fen-Arg-

* # 
151 Leu-Pro-Glu-Ser-Tre-Arg-Pro-Glu-Leu-Ala-Ser-Ala-Val-Fen-Val-

* 
166 Asp-Gli-Glu-Leu-Ile-Val-Tre-Val-Arg-Arg-Gln-Glu-Arg-Lis-Tre-

181 Gli-Tir-Gli-Gli-Gli-Arg-Leu-Val-Leu-val-Gln 

FIGURA 9. Posibles sitios de modificación post-traduccional en la 
secuencia de aminoácidos de la proteína Enodpv-19 
predichos por el programa PROSITE del paquete PC-Gene. 
Los aminoácidos modificables se indican con los 
siguientes símbolos: $ para la N-glicosilación; * para 
la fosforilación por proteína cinasa C; # para la 
fosforilación por caseína cinasa II. con el signo !! se 
señala la región PEST encontrada en esta proteína. 
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120 
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FIGURA 10. Estructura secundaria de la proteína Enodpv-19 predicha 
por los métodos de Garnier, Osguthorpe y Robson (GOR) y 
de Gascuel y Golmard (GGBSM). Se muestra en la primera 
linea la secuencia de aminoácidos de la proteína, en la 
segunda la estructura predicha por GOR y en la tercera 
la correspondiente a GGBSM. Los cuatro posibles 
estados de la proteína se designan como H (hélice), E 
(cadena extendida), T (vuelta) y e (espiral). 
Aquellas porciones de 5 o más residuos consecutivos que 
se encuentran en la misma conformación se muestran con 
una raya encima del residuo. 
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NODULINAS TEMPRANAS 

NOMBRE PROCESO EN EL QUE ORIGEN ESTRUCTURA 
INTERVIENE 

RH-44 DEFORMACION DEL CHICHARO ? 
PELO RADICULAR 

RH-42 ENROSCAMIENTO CHICHARO ? 
DEL PELO RADICU-
LAR 

ENOD-2 MORFOGENESIS DEL SOYA PROTEINA RICA EN 
NODULO HIDROXI-PROLINA 

ENOD-13 MORFOGENESIS DEL SOYA PROTEINA RICA EN 
NODULO HIDROXI-PROLINA 

ENOD-12 INFECCION CHICHARO PROTEINA RICA EN 
HIDROXI-PROLINA 

ENOD-55 INFECCION SOYA RICA EN PROLINA Y 
SERINA 

ENOD-5 CE LULAS CHICHARO SEMEJANTE A LAS ARA-
INFECTADAS BINOGALACTANAS 

ENOD-3 CE LULAS CHICHARO CONTIENE 4 CISTEINAS 
ENOD-14 INFECTADAS QUE PODRIAN UNIR 

METALES (Fe o Mo) . 

TABLA I. Características de las nodulinas tempranas reporta
das hasta ahora. 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BIBUDTECA 

NOMBRE DE LA CLONA TAMAÑO 

pJMR - 93 0,30 

pJMR - 78 0,30 

pJMR - 20 0,40 

pJMR - 18 0,45 

pJMR - 54 0,65 

pJMR - 76 0,70 

pJMR - 88 0,70 

pJMR - 69* 0,75 

pJMR - 80* 0,90 

pJMR - 27 0,90 

pJMR - 17 1.16 

pJMR - 39* 1,20 

TABLA II. Nombre de las doce clonas de ADNc que hibridaron 
específicamente con raíz infectada de 8 días pi 
y tamaño del inserto que contienen (en Kilobases). 
Las clonas marcadas con un asterisco son las 
que presentan dos fragmentos al liberar el inserto con 
una doble digestión Eco-RI y Hind-III. 
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Aminoácido número moles % 

Ala 13 6.81 

Cis 2 1.05 

Asp 9 4.71 

Glu 14 7.33 

Fen 8 4.19 

Gli 14 7.33 

His 6 3.14 

Ile 13 6. 81 

Lis 7 3.66 

Leu 19 9.95 

Met 3 1.57 

Asn 3 1.57 

Pro 8 4.19 

Gln 7 3.66 

Arg 13 6.81 

Ser 18 9.42 

Tir 1 0.52 

Tre 8 4.19 

Trp 1 0.52 

Val 24 12.57 

Número total de residuos : 191 

Peso molecular : 20,856.40 

TABLA III. Composición de aminoácidos de la proteína 
codificada por la clona pJMR-17, expresada como 
moles %. 
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