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Se presenta una sintesis del proceso destacando los avances realizados durante los
iltimos afios en el conocimiento de las etapas de infeccidn por Rhizobium, fijacion del N
atmosférico y asimilacién de N por las plantas. Se plantean posibilidades de desarrollo fu-

turo.

Introducecion

Se celebra este afio el centenario del aisla-
miento por Beijerinck de bacterias del género Rhi-
zobium a partir de nodulos de leguminosas. El uso
de estas plantas para fertilizar el suelo se conoce
desde la antigtiedad y ya Caton (s III A.C.) reco-
mendaba el uso de lupinus como abono verde, Lag
bases cientificas de esta practica agricola comenza-
ron a ser estudiadas a partir del hallazgo de Beije-
rinck y muy pronto se hizo evidente la importancia
del proceso conocido como Fijacion de Nitrogeno.
Se calcula que anualmente se incorporan a la bio-
masa 230 x 10° tons. de N, que provienen de Ni-
trogeno atmosférico fijado como NHj;; de esta can-
tidad un 30Y% se fija a través de una simbiosis entre
leguminosas y Rhizobium con unos costos energé-
ticos muy inferiores a los requeridos para la sinte-
sis industrial del NH; usado como materia prima
para la produccion de fertilizantes.

La crisis energética de la década del 70 y los
problemas de contaminacidn asociados al uso indis-
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criminado de fertilizantes nitrogenados dieron un
nuevo impulso-a las investigaciones sobre la Fija-
cién Simbidtica de Nitrégeno centrandose la aten-
cion sobre el sistema Rhizobium-leguminosa que
constituye una importante alternativa para la pro-
duccion agricola de leguminosas de grano y forra-
jeras.

En este trabajo se presenta un panorama resu-
mido de nuestros conocimientos actuales sobre este
sistema biologice y se sefialan algunos campos don-
de previsiblemente se hardn avances significativos
en un futuro cercano.

Etapas del proceso

Consideraremos tres etapas:

— Infeccién de la leguminosa por el Rhizobium
—  Fijacion del Nitrogeno atmosférico
—  Asimilacion del Nitrégeno por ia planta

Infeccion

Los estudios ultraestructurales de Callaham y
Torrey (1981) y Newcomb (1981) han permitido
una descripcion detallada de los complejos pasos
gue ocurren en esta etapa.

Ella comienza por una colonizacién de la rizos-
fera por las bacterias presentes en el suelo que por
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gquimiotaxis se dirigen a las cercanias de la raiz don-
de la concentracién de nutrientes exudados por la
misma es mayor, Se presenta. entonces una adhe-
sion sobre la superficie del pelo radicular que pare-
ce ser especifica (Caetano-Anollés y Favelukes,
1986) acompatfiada de modificaciones en el mucigel
{Greaves y Darbyshire, 1972). Esta preinfeccion es
seguida por una unién del Rhizobium a la superficie
del pelo que esta caracterizada por un alto grado de
especificidad de modo que una especie dada de Rhi-
zobium infecta una cierta especie de leguminosa
(ej: Rhizobium leguminosarum—Pisum sativum;

Rhizobium meliloti—Medicago sativa, etc.); esta.

especificidad ha servido para clasificar operacional-
mente las especies de Rhizobium.y tiene una base
genética.

La unién especifica de la bacteria causa un re-
direccionamiento del crecimiento de la pared celu-
lar del pelo radicular apareciendo deformaciones y
un encrespamiento marcado del mismo; como re-
sultado el Rhizobium queda atrapado en la curva-
tura del pelo y alli las condiciones locales favore-
cen un incremento de las concentraciones de even-
tuales  metabolitos y enzimas que pueden modificar
la pared celular del hospedero. En este contexto es
interesante la hipotesis de Hubbell (1981) que pro-
pone una interaccion de componentes superficiales
de la bacteria y del pelo conducente a los diferen-
tes tipos de deformacién observados. A continua-
cion el Rhizobium penetra la pared celular del pelo
y provoca una resintesis de la misma quedando en-
capsulado en lo que se conoce como el hilo de in-
feccidn, al interior del cual van proliferando las bac-
terias; paralelamente ocurre una migracién del ni-
cleo del pelo hacia la base orientando el desarrollo
del hilo de infeccién en direccidn de las células cor-
ticales.

En seguida el hilo comienza a atravesar las ca-
pas externas de células corticales induciendo la for-
macién de tejido meristematico en las proximas ca-
pas; una vez que llega alli el Rhizobium, las células
al ser infectadas dejan de dividirse y empieza la di-
visién en la proxima capa lo cual va formando el te-
jido nodular. En esta zona cortical el hilo es intra o
intercelular y con frecuencia aparece ramificado; su
crecimiento y la disposicion de nueva pared celular
es un proceso muy bien regulado.

Al infectar la célula los Rhizobium se despren-
den del extremo del hilo de infeccién que alli no
tiene pared y ocasionan un considerable aumento
en el volumen de la célula, proliferando en su inte-
rior separadas del citoplasma por una membrana
peribacterial, dando origen a los bacteroides cuyas
caracteristicas morfologicas y funcionales son dife-
rentes a las de las bacterias en vida libre. Morfologi-
camente los cambios mas notables residen en la va-
riedad de formas, el adelgazamiento de la pared ce-
lular y la acumulacién polar de polihidroxibutirato
en ciertas especies de Rhizobium. Funcionalmente
los bacteroides maduros poseen una Nitrogenasa
muy activa, excretan NH,, tienen una alta rata de

sintesis de proteinas provocando una acumulacién
de leghemoglobina v dependen de la plania para la
obtencion de energia.

El desarrollc del tejido nodular origina varias
capas bien diferenciadas:

— la corteza que es una region con tejido
vascular

— el meristema

— la zona de infeccidon

— la zona con bacteroides inmaduros

— la zona con bacteroides funcionales

—  tejido senescente

El proceso se detiene cuando el nédulo alcan-
za una masa y morfologia bien definidas para cada
especie y después de varias semanas comienza una
degradacidon del tejido acompaiiada de la muerte de
los bacteroides.

Fijacion de Nitrogeno

El sistema enzimatico bacterial que reduce el
Nitrogeno fue establecido inicialmente en fijadores
asimbiéticos (Clostridium pasteurianum) y se ha
demostrado que estd presente en todos los micro-
organismos fijadores de Nitrogeno. En el nodulo,
los bacteroides expresan un conjunto de enzimas
que transportan los electrones, cedidos por diferen-
tes metabolitos, hasta el Nitrégeno como aceptor
final. Las caracteristicas de estas enzimas se presen-
tan en la Tabla 1. En todas hay un “grupo” de ato-

TABLA 1
Propiedades de Ferredoxina y Nitrogenasa de
Rhizobium
Mr E Metal “Grupo”  Subunid.
(Kd) (volts)
)il
Ferredoxina 6 —043 4Fe TFe7S
1
3 Fe
Dinitrogenasa G6—65 —026 4Fe 4Feds
reductaza (Kp) 2
Dinitrogenasa 56 {a} 2 Mo 20—36S
(Kp) 80 (8) 24—26Fe 24—36Fe 2 2

mos de Fe intimamente asociados a S libil, cuya
estructura no ha sido establecida, participando el
Fe (y Mo en la Dinitrogenasa) en el transporte elec-
tronico; la Dinitrogenasa reductasa y la Dinotroge-
nasa forman en conjunto la Nitrogenasa (Nasa). La
secuencia de reacciones se indica en la Fig. 1; el
ATP, que proviene de la planta (fotosintesis), for-
ma un complejo con Mg+? y ocasiona un cambio
conformacional en la Dinitrogenasa reductasa y dis-
minuye su E'® a —0.490 V. Esta proteina y la Dini-
trogenasa son muy sensibles al 0, que desempefia
un papel regulador muy importante en la fijacion
(Bothe, 1985). Concomitantemente con la reduc-
cién de Nitrdgeno, la Nasa reduce protones produ-
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ciendo H, y consumiendo ATP (Fig. 1); esto impli-
ca una reduccion en la eficiencia de utilizacién de
energia del 25% .

Red. Ferredoxina OX at1p Mg
L N
| Dinitrogenasa v
Ox. Red.
reductasa
ADP-Pi
4 1

Red. Dinitrogenasa 0O x
)

r "
2 2 3
12 ATP+6e.*N2+6H* — 12ADP+2NH3* 12 P

AATP+20 42 H et 4 ADP +H 4 P

Figura 1. Secuencia del transporte de clectrones en la fi-
jacién de Nitrogeno.

En algunas especies de Rhizobium se ha de-
mostrado la presencia de una Hidrogenasa que reci-
cla el H, permitiendo recuperar el ATP consumido
(enzima hup) (Fig. 2) (Sprent,1984); las legumino-
sas infectadas por Rhizobium poseedoras de esta
Hidrogenasa, tienen una mayor productividad. Esta
proteina es reprimida por concentraciones interme-
dias de sustratos carbonados (provenientes de la fo-
tosintesis) y por aire.

ATP ——————=s ADP +Pi
+ 6 e ,//

6 H.+ N2-*2 NH3
ATP

2 H —— Hy—s 2H + 26
2 e

Nasa Hup

ATP ——» ADP +Pi

Figura 2. Reciclaje de Hy por hidrogenasa hup
(Sprent, 1984)}.

Adicionalmente, se encuentran en el nédulo
ca. 20—30 proteinas especificas del mismo que son
codificadas por el genoma de la planta; la sintesis
de estas nodulinas es estimulada por el Rhizobium
de manera coordinada durante el desarrollo del né-
dulo y son expresadas antes de la Nitrogenasa y

aun en nodulos inefectivos (incapaces de fijar N, ).
- en soya (Auger y Verma, 1981) y en arveja (Go-

vers et al, 1985). La nodulina mas abundante es la
Leghemoglobina (con cuatro clases estructurales)
cuya cadena polipeptidica esta especificada por ge-
nes de la planta y cuyo grupo heme es sintetizado
por el bacteroide; esta proteina tiene una gran afi-
nidad por el 0, por lo cual se ha postulado que ac-
tia transportandolo a los bacteroides y tamponan-
do la concentracién de este gas para evitar dafios a
la Nitrogenasa.

La expresion diferencial de las nodulinas es in-
dependiente del grado de desarrollo de los bacteroi-
des, de la excrecion del grupo heme por bacteroi-
des y de la fijacion de Nitrogeno, con excepcion de
una nodulina que nc aparece si no hay fijacion. Ba-
sandose en esta expresion diferencial, Govers et al.
(1985) han prepuesto como funciones posibles para
las nodulinas la formacion de tejido nodular luego
de la diferenciacién y proliferacion de las células
corticales (nodulinas de expresion temprana), el
transporte de sustratos a los bacteroides y la asimi-
lacion del NH; excretado por los bacteroides (no-
dulinas de expresion tardia).

Asimilacion de Nitrogeno

Las leguminosas de zonas templadas (arveja,
frijol, alfalfa etc.) incorporan el NH; producido en
los bacteroides a los sustratos carbonados resultan-
tes de la fotosintesis por medio de reacciones de
transaminacion (Fig. 3) formando Gln (Glutamin
sintetasa especifica del nddulo) y Asn que son ex-
portadas del nédulo al resto de la planta donde pro-
porcionan el Nitrogeno necesario para la sintesis de
aminoacidos.

2HN-§:H
, §H2 +- o
CHy CHy
COOH COOH
2 NH; COOH
NG s
P i
2 ADP + 2P, g-NH 2

Figura 3. Via de la Glutamina para la asimilacion del
Nitrogeno fijado (Sprent, 1984).

En las leguminosas tropicales (soya, mani) la
asimilacion de Nitrégeno involucra la formacién de
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ureidos (Fig. 4) como alantoina y acido alantdico
quienes actiian como transportadores del Nitroge-
‘no fijado. En la sintesis de ureidos los esqueletos
carbonados también provienen de la fotosintesis y
algunas de las enzimas que intervienen son neduli-
nas (uricasa, por ej.).

'
: r - -
Léf‘.}.____ P |“ : ‘e Donor '
B o : ' ;.’/ formilosg ,
- H : T 0

ll"D'onor ,’)\r‘bz .'—-L—"-D—N\N :
w formilo, ” : :
T \ GIN \
] '
e e e e == 1
o 3
SN
NH, SN
| I !
C
H H
H.O
/. 2 Alantoina
v
NHZ COOH NHZ

H

H  Acido alantdico

Figura 4. Asimilacién del Nitrogeno fijade a través de la
formacion de ureidos (Sprent, 1984).

Genética y regulacion de Rhizobium
Genética de la fijacion

La genética molecular de los organismos fija-
dores de Nitrogeno ha sido establecida utilizando
como modelo el fijador libre Klebsiella pneumo-
nige. El grupo de Ausubel y Cannon, (1981) deter-
miné el mapa de los genes responsables de la fijacion
(genes nif ) que presenta las siguientes caracteristi-
cas (Fig. 5):

—  Los genes necesarios para la sintesis de los in-
tegrantes del sistema enzimdtico y los genes
reguladores estan agrupados en una misma re-
gion del cromosoma.

Genes nif Kiebsiella pneumoniae

QBALFMVSUXNEY,KDH J
his DG == = gudme ¢om e o e

T T ! T !
] 10 i5 20 25 Kb

Figura 5. Mapa de los genes fijadores de Nitrégeno (nif)

en Klebsiella pneumoniae (Ansubel y Gannon, 1981}, La

longitud de las flechas indica el tamafio relativo de
cada gen.

— Los 17 genes constituyen una unidad regula-
dora (regulén) ligada al operon his.

— Los genes estan organizados en 8 unidades
transcripcionales; la funcion de la mayoria de
sus productos ha sido establecida (Tabla 2).
Los genes H, D, K codifican las subunidades
de la Dinitrogenasa reductasa y de la Dinitro-
genasa, el gen F codifica la ferredoxina y el
procesamiento y sintesis del factor FeMoCo
se realizan por los transcriptos de varios genes.
Los genes L y A actiian como reguladores; el
producto de nifA (NIFA) se necesita para la
expresion de todos los genes nif (salvo nifA y
nifL)) ¥ el productc de nif L (NIFL) modula la
actividad de NIFA y es afectado por altos
niveles de NH; yde O,.

TABLA 2
Genes nif de Klebsiella Pneumoniae y su funcion

45 Represor de proteina NIFA

57 Regulacidn transcripeion

? Sint. regulacion factor FeMoCo
? ?

Gen Proteina Funcion

(Kd)
J 120 Piruvato-flavodoxina oxidoreductasa
H 35 Sint. dinitrogenasa reductasa (pr Fe)
D 56 Sint. sub. dinitrogenasa (pr Fe-Mo}
K 60 Sint. sub. dinitrogenasa (pr Fe-Mo)
Y 21 ?
E 46 Sint. factor FeMoCo (dinitrogenasa)
N 50 Sint. factor FeMoCo (dinitrogenasa)
X 18 ?
U 25--32 ?
5 45 ?
\Y 42 ?
M 28 Procesamiento de proteina NIFH
F 17 Transp. e” a dinitrogenasa (Ferredoxina)
L
A
B
Q

En Rhizobium los genes nif estan localizados
en un plismido de gran tamafio (plasmido sym)
quie hibridiza con los genes nif de Kiebsiells pneu-
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monige ya que hay una homologia interespecies
muy marcada (Ruvkun et al.,1981). Se ha estable-
cido la presencia de dos clases de genes (Fig. 6):

Genes nifyfix R.mel

AB CX F fix
K DH A B nif
. VAR, . .- -_— «
4 Kb 36 Kb 256 Kb

Figura 6. Mapa de los genes nif y fix de Rhizobium meli-
loti (Ausubel et al., 1985; Szeto et al, 1987, Beynon ct
al.,, 1988).

— Los genes nif, analogos estructural y funcio-
nalmente a los genes nif de K. pneumonice; en
esta clase se han localizado los genes nifHDK
(Ausubel et al, 1985), nifA (Beynon et al.,
1988) y nifB (Buikema et al.,1987).

—  Los genes fix, necesarios para la fijacion del
Nitrogeno, no tiene homdlogos en K. pneu-
moniae y su funcidn es desconocida.

Se han identificado los genes fixABC en Rhi-
zobium meliloti (Earl et al., 1987) y en Bradyrhizo-
bium japonicum (Gubler y Hennecke, 1986), fixF
(Aguilar, et al,, 1985) v fixX (Earl et al., 1987) en
R. meliloti.

Los productos de los genes nifHDK son muy
similares a los de Klebsielln y constituyen la Nitro-
genasa cuya expresion esta regulada por nifA que
se encuentra en todas las especies de Rhizobium.
En la proteina NIFA la region N-terminal no es
esencial para su actividad y a diferencia de NIFA
de Klebsiella, la proteina de R. meliloti es sensible
al 0, (Beynon et al., 1988).

Es de notar que el gen regulador nifL. sdlo se
ha detectado en dos especies de Klebsiella y de exis-
tir en Rhizobium no tendria similitud estructural
con los de Klebsiella,

Los genes fixABC no tienen homologia con
ninguno de los 17 genes de K. pneumoniae y son
incapaces de complementar los mutantes nif—de es-
ta especie. El gen fixF estd cerca de la region con
los genes responsables de la nodulacion pero no tie-
ne relacion con la infeccidn; su ausencia no impide
la expresion de la Nasa y es activado por los produc-
tos de nifA de K. pneumoniage y de R. meliloti.

Regulacion de la fijacion

En los illtimos afios se ha comenzado a enten-
der como opera la regulacién de la transcripcion de
los genes nif en Klebsiella pneumoniae en respuesta

a ciertas concentraciones de Nitrogeno fijado y
deO,.

Se sabe que la regulacion opera en dos niveles:
—  Una regulacion especifica, mediada por los ge-

nes nifA y nifL, que estan dentro del grupo de
genes fijadores; y

—  Una regulacion general, en la que intervienen

genes del tipo ntr que actian controlando mu-
chos operones en respuesta a fuentes externas
de Nitrégeno; en K. pneumoniae se han iden-
tificado los genes ntrA, ntrB, nirC y glnA que
se encuentran lejos del grupo de genes nif.

El modelo actual propuesto por Dixon et al
{1987) (Fig. 7) reline los genes ntrB, ntrC y glnA
en una unidad (regulén) en la cual ntrC expresa
una proteina bifuncional (NTRC) gue actiia como
activador o inhibidor de la transcripcién uniéndose
er el primer caso a un segmentc de DNA ca. 100
kb arriba del gen promotor de nifLA; su actividad
es maodulada por el producto de ntrB (NTRB) que
en presencia de un exceso de Nitrogeno inactiva
NTRC y por ende la transcripcion de nif.

Regulacion genes nif Kiebsiella

ntrA glnA ntrB ntrC
| ’ | T 1 ”
NTRB |
1
NTRA f NTRC
nifL nifA genes nif
1 v ] g
L__et

Figura 7. Modelo de regulacién de la fijacién de Nitroge-
no. (Dixon et al., 1987) en Klebsiella pneumoniae.

El gen ntrA, localizado en una region alejada
del regulén, produce una proteina identificada co-
mo un factor sigma 60 de la RNA polimerasa que
tiene dos regiones capaces de unirse al DNA; esta
-proteina (NTRA) actia sobre el promotor de
nif LA y sobre los promoticres de los restantes genes
nif. El gen ntrA tiene unefecto pleiotrépico y actiia
sobre muchos operones regulados por Nitrogeno.

El producto de nifA (NIFA) es una proteina
activadora requerida para la transcripcion de los ge-
nes nif. En presencia de un exceso de Nitrégeno fi-
jado o de 0,, es inactivado por NIFL observiandose
una represion muy rapida de la sintesis de Nasa y
de las otras proteinas codificadas por los genes nif.
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. En conjunto el sistema regulador evidencia
una capacidad de ajuste muy fina y el esclarecimien-
to de los sitios y mecanismos de accion de cada una
de las proteinas involucradas (Dixon et al.,1987)
permitird comprender como opera la regulacién glo-
bal frente a las fuentes externas de Nitrdgeno.

Genética de la infeccion

Existen en Rhizobium genes responsables de
los diferentes pasos de la infeccién que culmina exi-
tosamente en la formaciéon de un nddulo; estos ge-
nes de .nodulacién (nod) han sido particularmente
bien estudiados en R. meliloti. En el megapldasmido
sym (1500 kb) de esta especie se han identificado
dos grupos de genes nod:

-~ los genes comunes para nodulacién (cng)

‘— los genes especificos en la infeccion (hsn)

Los genes comunes estdn presentes en todas
las especies de Rhizobium y tienen entre si un alto
grado de homologia estructural y funcional no sien-
do responsables del reconocimiento especifico (Fis-
cher et al., 1985). Se encuentran organizados en dos
unidades transcripcionales divergentes (nodABC) y
(nodD) (Figs. 8 y 9) que son estimuladas por pro-
ductos presentes en exudados de la raiz; son nece-
sarios para el encrespamiento del pelo radicular
(Hac+) y para la induccion de la organogénesis del
nodulo. En el proceso de infeccién el primer signo
visible es la formacion de una mancha refractil en
la curvatura interna del pelo encrespado donde se
acumulan las bacterias; esto es dependiente de los
genes nodABC que también controlan la induccion
de la organogénesis (Debelle et al., 1986).

Los genes especificos (Figs. 8 y 9) son carac-
teristicos de cada especie de Rhizobium y en R.
meliloti estan como dos unidades divergentes:
nodFEG (o hsn ABC) y nodH (o hsnD), localizadas
entre la region de los genes nod comunes y la re-

Genes nod R. meliloti

nod nod nif KD H fix nif fix
R | |

4kb 6Kb 4Kb 4Kb? 1Kb

DABC

4—/-»—»—»|H+H++H-H+I-H+|'—ll —

4 6 Kb

Figura 8. Mapa dc los genes comunes y especificos res-

ponsables de la nodulacién (nod} en Rhizobium meliloti

{Horvath et al., 1986; Schmidt et al, 1986; Rossen et

al., 1987). Lalongitud de las flechas indica ¢! tamafio re-
lativo de cada gen.

gién de genes nif (Putnoky y Kondorosi, 1986).
Los genes nodFE controlan el desarrollo del hilo de
infeccion en la planta homéloga y nodH controla
positivamente el encrespamiento junto con nod ABC
y su especificidad resulta de que no es complemen-
tado por nodH de otras especies de Rhizobium; en
hospederos heterélogos estos genes ejercen un con-
trol negativo previniendo la infeccion (Debelle et
al., 1986). La transferencia de los genes especificos
implica la transferencia de especificidad en la in-
feccion.

Genes nod Rhizobium

M L EFD AB CI

— g A—

J X

Id—[-b—b—»—b — =p

R leg

EFD ABC
‘—‘l"/-b—»—b R trif
AB C E F H
R mel p—lo-»-vlllp—ﬂt—dll—r
K b 6 Kb

Figura 9. Mapa de los genes nod comunes y especificos

en algunas especies de Rhizobium (Horvath et al., 1986;

Shearman et al., 1986; Schmidt et al.,, 1986; Rossen et

al,, 1987). Lalongitud de las flechas indica ¢l tamafio re-
lativo de cada gen.

En otras especies de Rhizobium se encuentran
adicionalmente otros genes nod comunes cuyos fe-
notipos han sido parcialmente determinados.

Las funciones y algunas propiedades de los
transcriptos de los genes nod se indican en la Tabla
3. La proteina de nodA se encuentra en el citoplas-
ma, tiene un papel en el encrespamiento y es indu-
cida por exudados de raiz como la luteolina y la tri-
gonelina (Schmidt et al.,, 1986). La proteina de
nodC estd asociada a la membrana externa de R.
meliloti y durante el desarrolle nodular su precur-
sor de 46.8 Kd es procesado a un polipéptido de 34
Kd. La secuencia de los genes nod FEGH y el PM de
sus transcriptos han sido determinados por Horvath
et al. (1986) y una comparacion de las secuencias
muestra una homologia parcial de nodF con la pro-
teina transportadora de grupos acilo.

El Gnico gen regulador en infeccién identifica-
do hasta ahora es nodD quien activa la transcrip-
cion de nodABC y para ello requiere la presencia
de exudados de raiz; el gen es funcionalmente equi-
valente en diferentes especies de Rhizobium y pare-
ce que interacta especificamente con el inductor
del hospederc normal. Shearman et al. (1986) de-
mostraron que en R. leguminosarum, la induccién
de nodFE requiere la proteina de nodD y exudado
de raiz; esta proteina se uniria a la regién de DNA

_altamente conservada en nod ABC.
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TABLA 3
GENES nod de: Rhizobium y su funcion
Genes comunes Proteina Localizacién prot.  Fenotipo Funcion
(Kd)
A 21.8 Citoplasma Hac Encresp.— Organcg.
B Hac Encresp.— Organog.
C 34.0 Membrana Haéc Encresp.— Organog.
D Hac Regulacion
I Membrana Retraso nodulacion
dJ Retraso nodulacién
L ?
M ?
X Nod* Nod. arveja Afghan.
Genes especificos
F 9.7 Citopl. (PTA) Hac," Inf Desarr. hilo inf.
E 41.7 Hac," Inf Desarr. hilo inf.
G 26.7 Deshidrog. Hac," Inf Retraso nodulaciéon
H 28.6 Hac,  Inf Especificidad y
desarrollo hilo

Accion de exudados de raiz

Los trabajos de Bhuvaneswari y Solheim
{1985) mostraron que en los exudados hay factores
que inducen deformaciones del pelo radicular simi-

lares a las producidas en las etapas iniciales de la in-

feccion; algunos de estos factores son termoestables,
con bajo PM y la deformacién ocurre ripidamente
(ca. 90 min.). Los componentes activos son del ti-
po de las flavonas o flavanonas como la luteolina y
la 7,4 dihidroxiflavona (Peters et al., 1986; Red-
mond et al,,1986). Estudios con analogos estructu-
rales de la luteolina mostraron que la actividad de-
pende de la presencia de hidroxilos o glicosidos en
las posiciones 7 (anillo A) y 4’ (anillo B); los mas
potentes actilan a concentraciones 1077 — 10°® M
siendo algunos poco especificos (luteolina) y otros
bastante especificos (hesperitina para Rhizobium
leguminosarum).

En Rhizobium temperados la induccion de los
genes nod puede ser bloqueada por accion de iso-
flavonas o flavanoles a concentraciones similares a
las existentes durante la germinacion (5—10 ,M)
(Firmin et al., 1986). Debido a la similitud estruc-
tural entre inductores y anti-inductores se cree que
actian competitivamente frente a la proteina de
nodD.

El conjunto de resuitados recientes ha sido in-
tegrado en un modelo (Downie y Johnston, 1986)

que describe los factores que intervienen en los pa- -

508 iniciales de nodulacidén. Sin embargo persisten
muchas preguntas sobre el papel que desempeiian

en la infeccidén diversos compuestos y algunas de
ellas se discuten en la proxima seccion.

INCOGNITAS
Papel de exopolisacaridos y glucanos

La funcidén de los exopolisacaridos (EPS) se-
cretados por el Rhizobium ha sido frecuentemente
reevaluada ya que se han aislado mutantes cuyos
fenotipos son, muy diferentes; algunos de los defi-
cientes en EPS son Nod—, otros son Nod+ Fix—y
otros Nod+ Fix+. Los genes responsables de la sin-
tesis'de EPS estarian en un plismido diferente al
plasmido portador de los genes nod/nif y se detec-
t0 un gen en el plismido sym de R. phaseoli, que
inhibe la produccién de EPS en bacteroides (Bor-
thakur et al., 1985). Su gran diversidad estructural
(Jansson, 1979; Jansson et al; 1979; Somme 1985;
Robertsen et al., 1981), es intrigante si se tiene en
cuenta su ocurrencia en especies que actualmente
se consideran como bhiovariedades debido a su alto
grado de homologia genética. Actualmente se cree
que los EPS juegan un papel durante la invasion y
no durante el desarrollo del nddulo.

La importancia de los glucanos 1, 2 ha sido
relevada recientemente por Geremia et al. (1987)
guienes encontraron un mutante incapaz de sinteti-
zar este polisacarido (y que curiosamente tiene el
doble de EPS habitualmente presente), que forma
seudonddulos inefectivos y cuyas propiedades son
similares a las de mutantes avirulentos chvB de

Agrobacterium tumefaciens, Simultineamente se
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ha encontrado una alta capacidad de complementa-
cion de los genes chvB de A, tumefaciens, causan-
tes de la virulencia, con los genes nvd de Rhizo-
bium.

Papel de las lectinas

Una caracteristica de la simbiosis es la especi-
ficidad que se manifiesta en la interaccion entre el
Rhizobium y su planta hospedera. Dado que en la
rizosfera existe un gran nimero de bacterias dife-
rentes del Rhizobium y que solo ciertas cepas son
capaces de infectar una leguminosa dada, debe exis-
tir un mecanismo muy preciso gque permita deter-
minar la selectividad.

La frecuente ocurrencia de lectinas en las le-
guminosas, sus propiedades funcionales (Goldstein
v Hayes, 1978; Lis y Sharon, 1981; Liener et al.,
1986) y la evidencia previa obtenida por Hamblin y
Kent (1973) ¥ Bohlool y Schmidt (1974} conduje-
ron a Albersheim y Anderson-Prouty (1975) a pro-
poner que ¢l reconccimiento se realiza a través de
la interaccion lectina del hospedero con los polisa-
caridos presentes en la superficie bacterial.

En el sistema trébol —Rhizobium trifolii Daz-
zo y Hubbell (1975) demostraron que las raices de
trébol y las bacterias infectivas poseen antigenos
superficiales comunes y que la lectina extraida de
las semillas de trébol se une especificamente al R.
trifolii. Con base en estos resultados estos investiga-
dores propusieron que la lectina actia como un
puente entre el pelo radicular y la bacteria. Poste-
riormente Dazzo y Brill (1977) aislaron de las rai-
ces de trébol una lectina (Trifolina A) que se une
tanto a las bacterias como a las raices; la proteina,
presente preferencialmente en los pelos radiculares,
fue caracterizada encontrandose que la 2-deoxiglu-
cosa inhibe la union. Dada la presencia de Trifolina
A en los exudados de raiz (Dazzo y Hrabak, 1981)
el modelo ha sido reelaborado adecudndolo al pro-
puesto por Solheim. Este investigador considera
que una vez que la lectina es excretada por la raiz,
reconoce la bacteria y este complejo se une a un re-
ceptor de la superficie radicular.

El sisterna modelo soya —Rhizobium japoni-
cum permitié a Bohlool y Schmidt (1974) demos-
trar que la lectina de soya se une especificamente
con 22 (de un total de 25) cepas de R. japonicum
sin que haya interacciones con Rhizobium no no-
dulantes de soya. El grupo de Bauer confirmd es-
tos resultados y observo que los sitios receptores en
la bacteria son transitorios dependiendo su presen-
cia de la fase en que se encuentre el cultivo del mi-
croorganismo. Esto se explicO mas tarde al encon-
trar que la composicion del polisacdrido capsular
cambia con la fase de crecimiento. Estos receptores

se pueden inducir cultivando las bacterias én presen-

cia de exudados de soya o asociadas a las raices. La
revision mas reciente de los resultados obtenidos en
este sistema ha sido publicada por Bhuvaneswari

(1981) y en ella se apoya el modelo dinamico pro-
puesto por Bauer (1981) segiin el cual la interac-
cion bacteria-hospedero ‘desencadena una serie de
respuestas reciprocas iniciadoras de la infeccion.

A pesar de la evidencia acumulada en favor de
la hipotesis que postula a las lectinas como respon-
sables del reconocimiento, ésta es objeto de contro-
versia ya que es necesario considerar los siguientes
hechos:

— Cepas de Rhizobium provenientes de todos
los grupos de inoculacion se unen con lectinas
de plantas que no son infectadas por la cepa
en cuestion (rizobio heterdloga)(Law y Strij-
dom, 1977) y en muchos casos los rizobios
gque nodulan su hospedero normal (rizobio ho-
mologo) no se unen con la lectina aislada de
las semillas de ese hospedero (Chen y Phillips,
1976).

—  Se ha demostrado (Su et al, 1980) la ausencia
de lectina en semillas de 6 variedades de soya
gue son noduladas por R. joponicum. Estas
variedades son portadoras del gen recesivo “le
le” y en ellas no se ha logrado detectar lectina
en las raices.

—  En el sistema R. meliloti-lectina de alfalfa Han-
delsman et al. (1984) encontraron que cepas
nodulantes ¥ no nodulantes se unen a la lecti-
na. Paraddjicamente entre las cepas nodulan-
tes son mas competitivas aquellas que presen-
tan el menor grado de interaccion (aglutinabi-
lidad) con la lectina.

La controversia existente en este campo impul-
s6 al Grupo de Bioquimica (Deptc. Quimica, U.
Nacional) que estudia la biogquimica de la infeccion
a realizar estudios para precisar la especificidad de
la interaccién lectina-Rhizobium; en sintesis los re-
sultados obtenidos (Lugque, 1981; de Navarro,
1982; Orjuela, 1984; Pérez, 1985) permiten:

—  Corroborar la influencia de las condiciones de
crecimiento y de incubacién, validando por
microscopia de fluorescencia las conclusiones
obtenidas en los ensayos de bactoaglutinacion
directa.

—  Establecer la no-dependencia entre bactoaglu-
tinacién y union lectina-Rhizobium tanto en
sistemas homélogos como heterdlogos.

— Introducir un nuevo criterio para definir la
“‘ausencia de interacciéon lectina-Rhizobium”
comao la ausencia simultanea de bactoaglutina-
cién y de unién detectable por microscopia
de fluorescencia.

El conjunto de resultados referentes a la inter-
acciéon evidencian que la union de la lectina al Rhi-
zobium se realiza en forma inespecifica y no apo-
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yan la intervencion de la lectina como un agente se-
lectivo en el reconocimiento de la bacteria por par-
te de la planta. Dado el desconocimiento actual so-
bre la forma como los componentes de la rizosfera
afectan la composicidn de la superficie bacterial y
sobre las condiciones locales que prevalecen duran-
te la interaccién en condiciones naturales, es nece-
sario ahondar en la investigacion de estos factores.

Estan por ser resueltas varias preguntas:

~  ¢En qué medida es vilida la hip6tesis que pos-
tula la lectina de la planta como la responsa-
ble del reconocimiento de la cepa homodloga
(simbionte natural) de Rhizobium?

—  ¢Son aplicables a lectinas de raiz los resulta-
dos obtenidos con lectinas de semilla? Esta
pregunta es crucial para la evaluacion de los
madelos propuestos y tiene plena vigencia pues
la evidencia disponible ademds de escasa es
contradictoria. Desafortunadamente general-
mente se asume a priori que las dos lectinas son
idénticas y se extrapolan al proceso de infec-
cion los resultados obtenidos con lectinas de
semilla. Los datos obtenidos por nuestro grupo
{(Luque, 1981; de Navarro, 1982; Maldonado,
1982) indican diferencias estructurales y fun-
cionales importantes entre los dos tiposde lec-
tinas.

— De acuerdo con la hipotesis de Dazzo y Hub-
bell (1975) es dable pensar que las lectinas de
raiz deben ser componentes superficiales si-
tuados en las células epidérmicas. ;Cémo se
transportan {y/o procesan) estas proteinas al
exterior? ;Cual es el tipo de uni6én entre estas
proteinas y los constituyentes de la pared ce-
lular o del mucigel? ;Como se afecta la infec-
cion cuando se tratan las raices con procedi-
mientos encaminados a remover las lectinas de
la superficie?

Pectinasas en infeccion

Una de las hipotesis que explica la penetra-
cién del pelo radicular por el Rhizobium postula la
participacién de enzimas pectoliticas y celuloliticas.
Esta hipotesis se epoya en la presencia de enzimas
hidroliticas producidas por las raices (Fahraeus y
Salman, 1976; Verma y Zogbi, 1978) o por algunas
especies de Rhizobium (Martinez-Molina et al,
1979; Martinez-Molina y Olivares, 1982; Plazinski
y Rolfe, 1985); la evidencia 'ultraestructural apor-
tada por Callaham y Torrey (1981) muestra la de-
gradacion de la pared celular durante la infeccién.

Sin embargo diversos autores (Lillich y Elkan,
1968; McMillan y Cooke, 1969; Vance, 1983) refu-
tan la hipotesis propuesta. Recientemente nuestro
grupo ha iniciado un estudio (Martinez, 1987) para
detectar bajos niveles de pectinasas y determinar si
en filtrados de cultivos de R. meliloti existe activi-

dad pectolitica. Ademas de establecer los métodos
de deteccion, se ha puesto en evidencia la facilidad
de inactivacién de la enzima, lo cual podria expli-
car los resultados contradictorios obtenidos por los
diversos autores.

PROBABLES DESARROLLOS FUTUROS

En el campo de la fijacion el establecer la es-
tructura molecular del grupo de atomos de Fey 8
que participan en los sitios activos de la Dinitroge-
nasa reductasa y de la Dinitrogenasa, asi como la
forma en que el Fe y el Mo interactiian para redu-
cir el Nitrogeno, reviste mucha importancia pues
podria dar lugar al disefio de catalizadores con gran
capacidad reductora. Es por ello que actuaimente
se trabaja en la sintesis de compuestos bioinorgini-
cos que simulen funcionalmente estas agrupaciones.

También en este campo el conocimiento de la
estructura, funcién y regulacion de los genes que
codifican la Hidrogenasa hup, posibilitaria su inser-
cién en cepas de Rhizobium que carecen de ellos.
Esto implicaria la disponibilidad de cepas energéti-
camente mas eficientes y por ende de mayores ren-
dimientos en las cosechas de leguminosas de grano
y forrajeras.

Actualmente solo se conocen muy parcialmen-
te las reacciones metabdlicas que gobiernan la asi-
milacién de Nitrogeno fijado, la interdependencia
de la fijacion con la fotosintesis y muchos aspectos
fisiolégicos de las plantas en que ocurre la fijacion.
Este es un amplio campo en el cual se esta experi-
mentando activamente.

Es en el campo de la genética molecular don-
de probablemente se den los avances mas notables.
El funcionamiento de los genes en microorganismos
como Agrobacterium tumefaciens, que presenta
ventajas para el manejo experimental y posee mu-
chos genes analogos a los de Rhizobium, es objeto
de intensos estudios; en particular el andlisis de los
genes vir (causantes de la virulencia) ha evidenciado
su induccion por isoflavonas o flavonocles a través
del bloqueo de nodD. Estos genes también estan in-
volucrados en la sintesis de los glucanos —§1, 2,
que intervienen en la formacion de tumores vegeta-
les, existiendo intrigantes similitudes con la organc-
génesis del nodulo en Rhizobium.

La regulacién de la aparicién y nGmero de si-
tios de infeccion, hasta hoy inexplicada, probable-
mente tiene que ver con la competencia entre “in-
ductores™ (flavonoides) y “‘anti-inductores™ (isofla-
vonas) respecto a la proteina producida por nodD.
Conocer los mecanismos de union de estos com-
puestos a la proteina y las modificaciones confor-
macionales resultantes ayudara a entender esta re-

gulacion.

La secuenciacién en varias especies de Rhizo-
bium de los genes nod responsables de la especifici-
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dad, podria conducir, en un mediano plazo, al dise-
fio de un gen sintético que permitiera eliminar la
barrera de la especificidad que actualmente es una
limitante tecnolégica importante.

Por Gltimo es fundamental, y ya se estan dan-
do los primeros pasos, conocer cuiles genes de la

planta y de qué manera intervienen en el estableci-
miento de una simbiosis eficiente, Debido a la com-
plejidad del sistema, no obstante el desarrollo de la
biologia molecular, éste serd un avance a un plazo
mas largo que serd de capital importancia para la
tecnologia agricola del futuro.
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