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                                      Introducción

Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN)

El nitrógeno molecular (N2) es el componente más abundante de la atmósfera, donde

representa el 78% del aire. Forma parte de varias moléculas esenciales para la vida, tales

como proteínas, ácidos nucleicos, vitaminas etc. En muchas situaciones naturales, el nitrógeno

aparece como un factor limitante del crecimiento, en particular de las plantas, ya que no

obstante su abundancia en el aire, las plantas no lo pueden utilizar directamente sino a través

de moléculas tales como nitratos o amonio presentes en los suelos.

En la naturaleza existen microorganismos capaces de convertir ese nitrógeno atmosférico y

transformarlo en compuestos asimilables para si mismos y para otros organismos. El proceso

se denomina Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN), consiste en una reacción metabólica que

combina el nitrógeno atmosférico con hidrógeno para formar amoníaco. Estos procariontes se

caracterizan por poseer el complejo enzimático de la nitrogenasa, que cataliza la reducción de

nitrógeno atmosférico según la siguiente reacción:

N2+ 8H++ 8e-+ 16 ATP + 16 H2O  2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

La estequiometría de la reacción revela la necesidad de una importante inversión de energía

en la forma de ATP y equivalentes de reducción. Los microorganismos  fijadores de

nitrógeno se  distribuyen  en muy variados grupos taxonómicos y reducen el N2 en diferentes

situaciones, esto es, libres o en asociación más o menos íntima con plantas. Los microbios

que llevan a cabo la FBN reciben el nombre de diazótrofos (azoe: nitrógeno; trofos:

alimentación). Entre las bacterias fijadoras en vida libre, las hay anaerobias estrictas y

facultativas, aerobias y fotótrofas. Entre las asociaciones fijadoras, se encuentran rizocenosis

diazotróficas (Ej.: Gluconacetobacter con gramíneas), simbiosis asociativas (Ej.: Nostoc con

musgos y hepáticas) y rizoendobiosis diazotróficas (Ej.: Rhizobium con leguminosas).

El grupo de bacterias conocido colectivamente como rizobios induce la formación de

estructuras especializadas en las raíces (o en el tallo) de las leguminosas, denominados

nódulos, que alojan a los rizobios. El nódulo constituye un ambiente apropiado para la

expresión de la enzima nitrogenasa. Además de ATP y equivalentes de reducción, la FBN

necesita un entorno con baja tensión de oxígeno, ya que la enzima nitrogenasa es inactivada

irreversiblemente por O2. Para protegerse del oxígeno, los sistemas fijadores de nitrógeno han
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desarrollado, a lo largo de su evolución, una serie de estrategias fisiológicas para excluir total

o parcialmente dicho gas de los lugares de fijación, entre los cuales se pueden citar: - una

mayor actividad respiratoria en el caso de fijadores libres; - en cianofíceas, aunque con

excepciones, algunas células se diferencian en formas especializadas  llamadas  heterocistos,

en los cuales se localiza exclusivamente la nitrogenasa y es inactiva la fotosíntesis, - en los

nódulos radicales de las leguminosas, donde existe un molécula  semejante a la hemoglobina

de la sangre, que mantiene niveles bajos de oxígeno libre, y regula el suministro de oxígeno al

microbio para su respiración. Esta  proteína refleja la complementaridad entre los dos

organismos simbióticos, puesto que el grupo hemo- es sintetizado por la bacteria, y la globina

es de origen vegetal.

La fuente de energía para la reducción de dinitrógeno varía según el tipo de organismo. Los

organismos que fijan en vida libre deben generar su propia fuente de energía, mientras que los

organismos simbióticos usan los fotosintatos producidos por la planta como fuente de ATP y

poder reductor, por lo que es un proceso muy eficiente para la bacteria. Por esto, la fijación

simbiótica es muy importante ya que a diferencia de la reducción química utiliza energía que

depende de recursos renovables.

El interés que  tienen las bacterias fijadoras de nitrógeno, especialmente los rizobios que

establecen simbiosis con leguminosas, ha motivado la realización de investigaciones extensas

básicas y aplicadas, incluyendo estudios sobre la diversidad y la taxonomía de los rizobios, y

los mecanismos moleculares de la interacción simbiótica.

Importancia de la FBN

La FBN aporta la mayor parte del nitrógeno fijado en los ecosistemas terrestres, estimada en

unos 275 millones de toneladas de nitrógeno al año. De esta cantidad 30 millones de toneladas

se fijan por causas naturales como descargas eléctricas, erupciones volcánicas, etc., 70

millones de toneladas mediante el proceso industrial de Haber-Bosch y 175 millones de

toneladas mediante fijación biológica (Sevillano & Rodríguez-Barrueco, 1987).

El proceso industrial requiere poder reductor bajo la forma de hidrógeno, el cual es derivado

del gas de petróleo, y altas temperaturas (300 a 600 °C) y altas presiones (200 a 800

atmósferas) para romper el triple enlace de la molécula de nitrógeno. Esta transformación

química posee un elevado costo energético, estimándose que el 5% del consumo de gas

natural a nivel mundial se destina al proceso de Haber-Bosch. Esto incide en el costo de los

fertilizantes nitrogenados, afectados directamente por el costo del petróleo.
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De los 175 millones de toneladas de nitrógeno fijado biológicamente, 35 millones se fijan

mediante fijación en vida libre y 140 millones de toneladas mediante fijación simbiótica

(Sevillano & Rodríguez-Barrueco, 1987)

El uso apropiado de  la FBN  resulta de la necesidad de incrementar la productividad agrícola

y consecuentemente la producción de alimentos, para poder abastecer la población en

constante aumento. Además, es importante por varias razones de naturaleza ambiental y

económica: - por la conveniencia de disminuir el uso de fertilizantes por su costo y la posible

escasez de materia prima (gas y petróleo), - por la contaminación del ambiente que conlleva

su uso, - por  su baja eficiencia de aprovechamiento, y por la necesidad de preservar los

ecosistemas naturales. La aplicación de fertilizantes nitrogenados, sumado a otras acciones

industriales y antrópicas han alterado las condiciones básicas del ciclo natural del nitrógeno y

han contribuido a la contaminación de los ecosistemas terrestres y acuáticos, con nitratos que

representan un grave riesgo para la salud humana.

La interacción mutualista entre las leguminosas y los rizobios ha sido objeto de numerosos

estudios en los últimos 40 años. La simbiosis que establece las leguminosas con los rizobios

es responsable del 60% de la FBN mundial, y provee a estas plantas y a otros cultivos una

fuente de nitrógeno ilimitada y renovable. Se estima que mediante esta asociación entre 40 y

60 millones de toneladas de N son fijadas anualmente por las leguminosas, por lo que se

calcula que U$S 10 billones son ahorrados anualmente en fertilizantes.

La cualidad de los cultivos de leguminosas para enriquecer la fertilidad de los suelos, es un

rasgo  conocido desde hace mucho tiempo, y se utiliza en la práctica agrícola alternando

cultivos que incluyan a las leguminosas. Además, la abundancia de raíces de esta familia de

plantas hace también posible la mejora de las características físicas de suelos de zonas áridas

y semiáridas. Es por ello que leguminosas arbustivas y arbóreas se emplean como plantas

pioneras en la reforestación de suelos de esas regiones.

La asociación simbiótica fijadora de N2 entre leguminosas y rizobios

En general, se considera a la simbiosis mutualista como  la convivencia de dos organismos

no semejantes en una relación de beneficio mutuo, generándose una interdependencia

fisiológica. En particular, el establecimiento de la simbiosis entre rizobios y su planta

hospedadora comienza con un reconocimiento específico

La especificidad de la interacción simbiótica viene dada por el intercambio inicial de señales

químicas entre la planta y el rizobio, que activan programas genéticos específicos de
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nodulación en ambos simbiontes.  En el interior de las células del nódulo, los rizobios se

diferencian en bacteriodes, que es la forma especializada que lleva a cabo la FBN, utilizando

fotosintatos de la planta,  a cambio del aporte de compuestos nitrogenados.

Esta simbiosis es la adaptación a un medio deficitario en nitrógeno, ya que en suelos ricos en

N, las leguminosas utilizan preferentemente el N inorgánico presente en el suelo. Si por el

contrario, los niveles de N disponible son bajos, la planta estimula el inicio de una interacción

que conduce a la formación de nódulos fijadores de N2.

Como la planta debe producir los compuestos carbonados, existe una relación directa entre

fotosíntesis y fijación biológica. Por lo tanto, la fijación biológica se relaciona estrechamente

a la producción de biomasa aérea y rendimiento, ya que ambos procesos se encuentran

afectados recíprocamente: cuanto mayor sea la biomasa aérea, mayor será la fotosíntesis, y

habrá mayor fijación, y viceversa.

Las cepas de rizobios pueden caracterizarse mediante una serie de parámetros, como

especificidad, infectividad, competitividad, efectividad y eficiencia. Mediante selección es

posible se conseguir un buen balance entre estas características, aunque existen hoy

suficientes conocimientos que sirven para manipular estos rasgos de tal forma que puedan

alcanzarse mayores rendimientos de los cultivos. Sin embargo, el fruto del incremento de la

infectividad o de la efectividad, esto es, la capacidad de producir nódulos o fijar nitrógeno,

respectivamente, está limitado por la planta, no sólo por su grado de susceptibilidad a la

infección, sino también por la dependencia energética de la fijación de la disponibilidad de

fotosintetizado que llega a los nódulos desde las hojas y la mayor o menor facilidad del

transporte del amonio incorporado.

Evolución de la simbiosis rizobio-leguminosa

La simbiosis formadora de nódulos en raíces (RNS, Root Nodule Symbiosis) incluye  las

leguminosas y las plantas actinomicorrícicas, que se asocian  con las bacterias Gram negativas

llamadas colectivamente rizobios y los actinomicetes Gram positivos del género Frankia,

respectivamente. La asociación simbiótica fijadora de nitrógeno fue descripta por

investigadores alemanes hace más de 100 años (Hellriegel & Wilfarth, 1888). Otra asociación

que se encuentra en la mayoría de las plantas es la simbiosis con hongos micorrízicos, que

favorecen su nutrición, facilitando la absorción de agua y nutrientes, principalmente fósforo,

ya que las hifas del hongo en el exterior de la raíz actúan como prolongación de la misma, lo

que  permite explorar  un mayor volumen de suelo. Se trata de una asociación endorrícica



Introducción

5

mutualista hongo-planta, mucho más ancestral que la interacción entre rizobios y leguminosas

y que es característica de la gran mayoría de las plantas superiores contemporáneas, que data

de 450 millones de años, comparado con los 65 millones de años de RNS (Herendeen et al.,

1999; Brundrett, 2002; Soltis et al., 2002). La hipótesis de una coevolución entre plantas y

hongos sugiere que el origen de las plantas terrestres  resultó de una integración con hongos

que les suministraban agua y nutrientes (Douglas, 1994). En la simbiosis micorriza-planta, al

igual que en la simbiosis rizobio-leguminosa, se pone de manifiesto un intercambio de señales

de reconocimiento y aceptación entre los simbiontes. Se propone que  parte de la batería

genética de la planta que controla el desarrollo del nódulo  se originó   durante la coevolución

de las plantas arcaicas con los hongos micorrízicos (Parniske, 2000, 2008; Geurts et al., 2005;

Kistner et al., 2005; Markmann & Parniske, 2009). Estos genes ancestrales habrían sido

reclutados y adoptados por las leguminosas durante la evolución de la nodulación.

Diversidad de las plantas leguminosas y rizobios

Las leguminosas son muy diversas en su morfología, hábitat y ecología, desde las plantas

anuales del ártico, hasta los árboles tropicales. Sin embargo, la gran mayoría de ellas son

infectadas por los rizobios (Young & Johnston, 1989). Con aproximadamente 700 géneros y

18000 especies, la familia Leguminosae es la tercer familia más numerosa de las plantas con

flores (Angiospermas). La familia Leguminosae se divide en tres subfamilias:

Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae. Existen cerca de 152 géneros y 2800

especies en Caesalpinioideae, cerca de la misma cantidad en Mimosoideae y 480 géneros con

12000 especies en Papilionoideae (Somasegaran & Hoben, 1994). El proceso de nodulación

ha sido encontrado en más del 90 % de las plantas pertenecientes a las subfamilias

Mimosoideae y Papilionoideae, y en un 30 % de las Caesalpinioideae (Vincent, 1982).

Las leguminosas representan una fuente directa de alimentación humana y también son

utilizadas como forraje para consumo animal. Otras propiedad de las leguminosas que

remarca su importancia a nivel de producción agrícola es el alto contenido proteico de sus

granos, con niveles dos o tres veces superiores al de los cereales. Además, proveen el 33% del

total de proteína consumida en la dieta humana (Vance et al., 2000), porcentaje que puede

duplicarse en el caso de aquellas poblaciones de regiones pobres o que se encuentran  en vías

de desarrollo (Vance et al.,  2000; Graham & Vance, 2003).

Como fuera descripto más arriba, la fijación de nitrógeno (diazotrofía) es un proceso

exclusivo de procariontes. Sólo 6 de las aproximadamente 53 phyla o linajes de Bacteria
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cuentan con especies fijadoras de nitrógeno. Este recuento corresponde a los diazótrofos que

han sido cultivados, y es muy probable que también existan otros comprendidos en phyla de

bacterias no cultivables o entre los que sólo se han podido cultivar recientemente. Estos

organismos constituyen un grupo taxonómico heterogéneo que comparten la única

característica  de poseer la enzima nitrogenasa. Estas bacterias comprenden organismos

fotótrofos, pertenecientes a la familia Rhodospirillaceae, Clorobiaceae y Cianobacteriae;

organismos quimioautótrofos, como bacterias de los géneros Thiobacillus, Xanthobacter y

Desulfovibrio y organismos heterótrofos como las bacterias pertenecientes a la familia

Frankiaceae, al grupo Rhizobiaceae, estudiado en este trabajo, y a los géneros Azotobacter,

Enterobacter, Klebsiella y Clostridium (Sprent & Sprent, 1990). En particular, la taxonomía

actual de los rizobios se basa en un enfoque polifásico que incluye morfología, bioquímica,

fisiología, genética y filogenia. También se encontraron algunas arqueas metanógenas capaces

de fijar nitrógeno (Postgate, 1998).

La mayoría de estos microorganismos se han agrupado en el orden Rhizobiales dentro de la

subdivisión o grupo denominado α- proteobacterias. En la actualidad se han descripto más de

40 especies  pertenecientes a 8 Géneros  distribuidos en 4 familias (Rhizobiaceae,

Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae (Madigan et al., 2000).  Dentro

de estas familias sólo unos determinados géneros son capaces de efectuar el proceso de

fijación de nitrógeno: Rhizobium, Sinorhizobium, Meshorizobium, Bradyrhizobium,

Azorhizobium y Allorhizobium (Young & Haukka, 1996; de Lajudie et al., 1998a; de Lajudie

et al., 1998b; Sprent,  2007). El hallazgo relativamente reciente de cepas nodulantes dentro de

la sub-división -proteobacteria (Moulin et al., 2001)  amplió el inventario de diazótrofos

capaces de nodular dentro de la división Proteobacteria con la descripción de dos nuevas

ramas de simbiontes  asignadas a  los géneros Burkholderia y Wautersia (Vaneechoutte et al.,

2004).

Etapas de la infección y la nodulación

Las plantas, en contacto con los rizobios compatibles, responden a través de una serie de

cambios fisiológicos, morfológicos y moleculares. Estas etapas que pueden separarse espacial

y temporalmente, se llevan a cabo en forma coordinada. Los eventos más tempranos tienen

lugar en la epidermis de las células, donde son evidentes cambios en la morfología del pelo

radical. Paralelamente, en el córtex, se activa la división celular que dará lugar al primordio

de nódulo que alojará las bacterias que logran invadir las células de las plantas.
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En las secciones que siguen  se describen las etapas principales que se identifican en la

formación del nódulo, así como los componentes de las bacterias y de la planta que son

esenciales en la simbiosis.

Primer contacto entre simbiontes: flavonoides y factores de nodulación

Las plantas leguminosas liberan a la rizósfera moléculas que, en muchos casos, actúan como

quimioatractantes bacterianos. Entre estos compuestos exudados se encuentran flavonoides

(derivados de 2-fenil-1,4 benzopirona) y no-flavonoides que incluyen a betaínas y ácidos

aldónicos (Downie, 1994; Phillips & Streit, 1996; Spaink, 2000). El espectro de los

flavonoides sintetizados depende del estado fisiológico y  edad de la planta. En respuesta a los

flavonoides de la planta, los rizobios sintetizan otra molécula señal, los factores de nodulación

(NF, por nod factor). La naturaleza de ambas señales,  flavonoides y factores de nodulación,

es central para el establecimiento de una interacción específica, garantizando que la planta

hospedadora sólo permita la simbiosis con el rizobio compatible.

Factores Nod, lipoquitooligosacáridos sintetizados por los rizobios

En el año 1990 se identificó el factor responsable de provocar cambios en los pelos radicales,

y que pasó a denominarse factor Nod. Esta molécula de señalización fue purificada a partir

del análisis de una fracción del medio de cultivo de rizobios suplementado con inductores de

los genes de nodulación (flavonoides). Considerada la molécula del año (Lerouge et al.,

1990), su estructura química fue determinada en varias especies de rizobios. La estructura

química básica del factor o factores de nodulación es compleja, pero con gran semejanza entre

los producidos por las distintas especies de Rhizobium.

La genética de la nodulación del rizobio ha sido muy estudiada y actualmente se dispone de

un conocimiento detallado de la organización y regulación de los genes bacterianos

requeridos para la simbiosis. Los genes de nodulación se definen como aquellos necesarios

para que ocurra el proceso o que se expresan coordinadamente con estos. Aunque son

llamados de modo general como genes nod, comprenden a los genes colectivamente

designados como nod, nol y noe. Estos genes están generalmente agrupados bien en

plásmidos o en una región del cromosoma. Los genes de nodulación se agrupan generalmente

en “regulatorios” (nodD), “comunes” (nodABC), y “específicos de hospedador” (Hsn) (van

Rhijn et al., 1995; Dénarié, 1996). NodD es una proteína bacteriana que funciona como
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activador transcripcional de los genes de nodulación. Los genes nod están precedidos por una

secuencia de ADN denominadas cajas nod, que es reconocida por la proteína NodD. Cada

proteína NodD responde  a un tipo característico de flavonoides (Spaink et al., 1987). Por esta

razón, NodD es un determinante de la especificidad de nodulación del hospedador. La

activación de los genes nod por el complejo flavonoides-NodD-caja nod tiene como resultado

la biosíntesis de proteínas implicadas en la producción y excreción de moléculas señal, los

NF,  que son lipo-quito-oligosacáridos (LCOs, del inglés: lipo-chitin oligosaccharides). Su

estructura consiste en un esqueleto oligosacarídico de N-acetil-glucosaminas unidas por

enlaces (1-4). Su longitud varía entre 2 y 5 residuos, dependiendo de la especie de rizobio.

Presentan en el extremo no reductor un ácido graso de longitud y saturación variable. Además

pueden llevar distintos sustituyentes tanto en el extremo reductor como en el no reductor. En

la Figura 1 se muestra la estructura básica, con la diferentes decoraciones que puede llegar a

presentar el esqueleto básico del FN.

Figura 1. Estructura genérica de los LCOs producidos por diferentes rizobios. Las posibles modificaciones
introducidas incluyen: R1) variaciones en el grado de insaturación y en el largo de la cadena acilo, R2) metil,
R3) carbamoil, R4) carbamoil, R5) carbamoil y acetil, R6) acetil, R7) fucosil, R8) acetil, fucosil, R9) manosil y
glicerol, R10) arabinosil (Figura tomada de D’Haeze & Holsters, 2002).

La biosíntesis del esqueleto de los NF es catalizada por los productos de los genes nodA,

nodB, y nodC. La proteína NodC presenta actividad N-acetilglucosamina β,1-4 transferasa

(quitina sintasa); NodB es una deacetilasa que elimina el grupo acetilo del extremo no

reductor y NodA transfiere el ácido graso a esta posición (Geremia et al., 1994). Existen

muchos otros genes involucrados en la modificación específica de la estructura básica del NF

en las diferentes especies de rizobio. Las decoraciones del esqueleto  confieren la

especificidad de hospedador (Fisher & Long 1992; Dénarié & Cullimore 1993; Schultze et

al., 1994; van Rhijn & Vanderleyden, 1995; Denarie et al. 1996; Mergaert et al., 1997; Perret

et al., 2000) y su síntesis está determinada por los genes nod específicos. Una modificación

frecuente en la posición amino (-N) del extremo no reductor (R2) es la introducción de un
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grupo metilo, llevado a cabo por NodS (Geelen et al., 1993; Jabbouri et al., 1995). La

proteína NodU está involucrada en la incorporación de un grupo carbamoil en la posición R3

ó R4. La sustitución más frecuente corresponde a la posición R6 del extremo reductor, en la

cual se puede detectar sulfatación (determinado por los genes nodH, nodP y nodQ), la

acetilación (nodX), glicosilación (metilfucosa, acetilfucosa, acetilmetilfucosa y

sulfatometilfucosa, en la que participa el producto del gen nolZ codificante de una fucosil-

transferasa (Stacey et al., 1994; Quinto et al., 1997), y la acetilación de la fucosa es producto

de la actividad de la proteína NolL (Corvera et al., 1999). La transcripción de la mayoría de

los genes nod se reprime en la etapa posterior a la diferenciación de la bacteria en bacteroide,

cambio que ocurre ya dentro de la célula eucariota (Sharma & Signer 1990; Schlaman et al.,

1991; Krause et al., 1997).

Los NF purificados son capaces de inducir en la planta reacciones similares a las que

producen los rizobios, reiniciando la división de las células ya diferenciadas del córtex de la

planta. Por ello a los NF se los considera intrínsecamente como morfógenos y se ha sugerido

que su estructura imita señales u hormonas de la propia planta, aún no identificadas. Los NF

son requeridos durante las etapas tempranas de la interacción para el desarrollo de los hilos de

infección y la invasión de la célula vegetal. Son activos a concentraciones muy bajas similares

a la de las hormonas.

El análisis comparativo de la estructura de los NF de diversos rizobios con diferentes

capacidades para reconocer hospedadores no permiten concluir que el NF constituye el único

determinante de reconocimiento y rango de hospedador (van Rhijn et al., 1995; Perret et al.,

2000; Smit et al., 2007). Mas aún, recientemente, se describieron un grupo de bradirizobios

fotosintéticos, que forman nódulos pero que no sintetizan NF (Giraud et al., 2007).

Especificidad de  la asociación simbiótica

En general, cada rizobio es capaz de formar nódulos en un número restringido de plantas

leguminosas, y cada una de las mismas es nodulada por un pequeño grupo de rizobios.

La coevolución de los rizobios y las leguminosas ha llevado a la especialización de los

factores de nodulación que han generado una amplia gama de decoraciones para adecuarse a

su hospedador, en algunos casos con alta especificidad como el caso de Azorhizobium

caulinodans, que sólo nodula a Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988) y en el extremo

opuesto se encuentra la cepa con la mayor promiscuidad reportada, Sinorhizobium sp.
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NGR234 que abarca un amplio rango de hospedador, nodula a 232 (51%) de 452 leguminosas

probadas (Pueppke et al., 1999).

La capacidad de un determinado rizobio de producir NF con estructuras diferentes se ha

relacionado con la capacidad de ser reconocido por un amplio  rango de hospedadores (Burn

et al., 1987; McIver et al., 1989). Probablemente la forma ancestral de los NF fue promiscua,

y conforme el rizobio fue coevolucionando con su hospedador, el juego de señales de la

pareja se fue especializando para producir las relaciones de promiscuidad o especificidad

entre ambos miembros de la pareja de simbiontes (Broughton et al., 2000).

Estructura de los factores de nodulación producidos por microsimbiontes de poroto

El poroto, como otras leguminosas, libera a la rizósfera una serie de flavonoides que inducen

la síntesis de NF por parte de los rizobios. Las principales molécula señal sintetizadas por

poroto incluyen cumestrol, daidzeina, eriodictiol, naringenina y liquiritigenina (Hungria et al.,

1991; Bolanos-Vásquez & Werner, 1997).

La planta de poroto puede ser nodulada por un grupo muy heterogéneo de rizobios (Romero et

al., 1991; Segovia et al., 1993; Pinero et al., 1998). Sin embargo, a pesar de ser una

hospedadora promiscua, existen preferencias por un determinado tipo de decoración en el NF,

manifestándose en una jerarquía de preferencias donde la acetil fucosa en el extremo reductor

es preferida por sobre otras modificaciones (Corvera et al., 1999; Laeremans et al., 1999), lo

que no limita su capacidad de responder a  una gran variedad de NF, desde muy sencillos

estructuralmente como los producidos por Rhizobium GRH2 (López-Lara et al., 1995) hasta

otros más complejos, como los de R. etli CFN42, R. tropici CIAT899 ó CFN299 (Cárdenas et

al., 1995; Poupot et al., 1995; Folch-Mallol et al., 1996). Una cepa de R .etli, KIM5s, sintetiza

LCOs muy distintos a los de R. etli CFN42, ya que se encontró que produce oligómeros de 6

unidades de GlcNAc, con ácido vaccénico y un grupo metilo en el extremo no reductor como

únicos sustituyentes (Pacios-Bras et al., 2002). A pesar de la baja complejidad de sus LCOs,

esta cepa es muy competitiva por la ocupación de nódulos (Josephson et al., 1984; Streit et

al., 1992), por lo que esta molécula per se no afectaría directamente la eficiencia de

nodulación ni la competencia por la ocupación de nódulos. Sin embargo, las condiciones de

inducción in vitro no necesariamente reflejan las que se presentan en el exudado de las raíces,

que inducirían en KIM5s la producción de una gama de LCOs diferentes (más decorados) que

los obtenidos con la inducción con naringenina en el laboratorio.
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Las  especies R. etli y M. loti, simbiontes de poroto y Lotus, respectivamente, producen LCOs

cuyo componente principal es un polímero de 5 residuos de GlcNAc con ácido vacénico

(C18:1) en el extremo no reductor, y una acetilfucosa en el C6 del residuo de N-acetil

glucosamina del extremo  reductor. CE3 puede nodular Lotus japonicus y Lotus corniculatus,

a pesar de que estas leguminosas no son su hospedador natural (Bamba et al., 2001,

Hernández-Lucas et al., 2001), sin embargo, la esta cepa no persiste en los nódulos formados

en estas leguminosas, y la infección crónica no se establece.

Los NF con un grupo metilo en la posición R2 son más activos en cuanto a la deformación de

los pelos radicales y rearreglo del citoesqueleto de actina en raíces de poroto, comparados con

NF no metilados. El efecto de otras modificaciones, sin embargo, provocan las mismas

respuestas, independientemente de su presencia o no en el esqueleto del NF, como la

acetilación de la fucosa en el extremo reductor del NF y el grupo carbamoil en R3 ó R4

(Cárdenas et al., 2002). En concordancia con estos resultados, un mutante de R. etli en nolL,

responsable de la o-acetilación de la fucosa, tiene un efecto insignificante en la tasa de

nodulación de Negro Jamapa, por lo que este sustituyente no sería indispensable para la

nodulación de P. vulgaris, sin embargo no descartan un posible rol en la nodulación de otros

cultivares, posiblemente incrementando la eficiencia de nodulación (Corvera et al., 1999). Por

otro lado, mutantes de rizobios en los genes nodZ y nolL, responsables de la incorporación de

la fucosa y de la acetilación de la misma, respectivamente, en el extremo reductor del NF,

poseen fenotipos asociados al hospedador en Lotus sp. (Rodpothong et al., 2009).

La elucidación   del significado de la producción de mezclas de NF y el posible rol fisiológico

en la interacción, son preguntas que han sido abordada parcialmente por algunos

investigadores (Schultze et al., 1992). En S. meliloti, los rasgos estructurales tales como la

longitud de la cadena, la acilación en el extremo no reductor y la sulfatación en el terminal

reductor parecen determinar la estabilidad de las moléculas frente a las quitinasas producidas

por las raíces de Medicago spp. (Staehelin et al., 1994). Por otro lado, ciertas modificaciones

incrementan la resistencia a la degradación, pero disminuyen la actividad biológica (Staehelin

et al., 2000).

En ambientes naturales, las ventajas competitivas entre dos o más cepas de rizobios

determinan el éxito en la colonización de la leguminosa (Aguilar et al., 2004). Se puede

suponer que la competitividad resulta de la contribución de diversas características genéticas

y fenotípicas de la bacteria, tales como la movilidad (Althabegoiti et al., 2008) y las

características de la superficie celular (González et al., 1996; Summers et al.,  2000; Parada et

al., 2006). Las moléculas superficiales de las células incluyen a los polisacáridos
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extracelulares (ó exopolisacáridos, EPS), lipopolisacáridos (LPS) y polisacáridos capsulares

(KPS) (Broughton et al., 1999; Perret et al., 2000).

Polisacáridos y componentes de superficie: otros componentes de la bacteria requeridos

para el proceso de infección y nodulación

Como se ha descrito en la sección anterior, los NF tienen un papel clave en la inducción de las

etapas iniciales de nodulación. Sin embargo, otros requerimientos son necesarios para la

formación de nódulos simbióticamente efectivos. Los constituyentes de superficie de los

rizobios que han sido estudiados en relación a su función en la simbiosis son: EPS, LPS, KPS

y glucanos cíclicos En muchos casos los mutantes presentan diferentes fenotipos simbióticos

dependiendo de la pareja planta-rizobio. Se sugiere que los EPSs están implicados en suprimir

la reacción de defensa de la planta y parecen ser requeridos para la infección de los pelos

radicales (Parniske et al., 1994). En general, los EPS se requieren para nodular plantas que

forman nódulos indeterminados (Ej. alfalfa) (González et al., 1996) y los LPS para nodular

plantas que forman nódulos determinados (Ej. poroto) (Kijne et al., 1992). Como en el caso

de EPS y KPS, se ha propuesto que el LPS funcione como señal o bien sea necesario para

evadir la repuesta de defensa de la planta (Perotto et al., 1994). Los beta-glucanos cíclicos son

moléculas cíclicas de glucosa, están presentes en el periplasma y también se secretan al

medio. Al igual que otros polisacáridos de superficie, funcionarían como supresores de la

respuesta de defensa de la planta (Gibson et al., 2008).

Respuestas de las plantas a los NF

Cambios morfológicos y fisiológicos en las raíces de las plantas: una serie de cambios

fisiológicos ocurren en las células de las plantas luego de que son percibidos los NF de los

rizobios compatibles. La susceptibilidad de los pelos radicales a los NF depende de su estadio

de desarrollo (Hadri & Bisseling, 1998). Una de las primeras respuestas observadas en los

pelos de epidermis de la planta es la alcalinización del citosol, y despolarización de la

membrana.

Pocos minutos después de que la planta percibe la presencia de rizobios, los pelos radicales,

en contacto con las señales producidas por los rizobios se hinchan en la punta presentando un

aspecto refringente debido a la detención del crecimiento polar, que luego se reinicia en una

nueva dirección produciendo un crecimiento isotrópico (Figura 2), redireccionando el
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crecimiento del pelo. Dichas modificaciones implican un rearreglo de los filamentos de actina

(van Batenburg et al., 1986)

Figura 2. Representación esquemática de las respuestas observadas
en los pelos radicales. Un complejo receptor de señalización se activa en
todas las células epidérmicas de la zona susceptible a la infección (S). Sólo
un número limitado de pelos se deforma (curling), vía señalización de un
complejo receptor de entrada (E), permitiendo la infección y subsiguiente
formación del hilo de infección. Adaptado de Geurts et al., 2005.

En la zona del ápice del pelo radical, donde ocurren estos cambios, la pared celular se

hidroliza, la membrana plasmática se invagina y un nuevo depósito de pared celular se lleva a

cabo formando una estructura tubular, el hilo de infección, o infection thread (IT) (Mylona et

al., 1995). Algunas bacterias quedan atrapadas por este enrulado y permanecen unidas a la

superficie de la raíz probablemente a través de los exopolisacáridos de superficie (SPS) que

tienen capacidad de unirse a las lectinas ubicadas en particular en la punta de los pelos

radicales (Díaz et al., 1995). El rizobio penetra y se divide dentro del IT, el cual

subsecuentemente transvasa el pelo radical y se ramifica en las células corticales (van Brussel

et  al., 1992; Brewin, 2004; Gage, 2004). La formación del IT está determinada por la planta

aunque necesita de la presencia de la bacteria, ya que sin ésta no se observa la aparición de

verdaderos IT (Gage, 2004). En la imagen de la Figura 3 se observa un IT formado por

bacterias fluorescentes, avanzando hacia las células corticales.

Figura 3. (a) Imagen de un pelo radical inoculado con un rizobio marcado con GFP atrapado en la punta del
pelo. (b) IT creciendo hacia dentro del pelo. (c) IT avanzando hacia el primordio del nódulo formado en las
capas corticales internas de la raíz. Imagen tomada de Geurts et al., 2005.

El número de ITs iniciados en el hospedador luego de la inoculación con un rizobio

compatible usualmente excede grandemente al número de nódulos que luego eventualmente

se desarrollan. Este hecho sugiere que el hospedador modula activamente la extensión de los



Introducción

14

IT iniciados o bien el movimiento de los rizobios hacia la célula eucariota. Numerosos autores

postularon que el desarrollo de la mayoría de los nódulos potenciales es suprimido por la

planta hospedadora rápidamente luego de la invasión inicial de la bacteria al pelo radical

(Caetano-Anolles & Gresshoff, 1991).

La planta controla la tasa de infección, la distribución de la misma, y cuántas de las

infecciones progresan a nódulos fijadores de nitrógeno mediante la activación de muchas

funciones descriptas durante las respuestas de hipersensibilidad que desencadenan los

patógenos (Hirsch, 1992). Desde que la bacteria entra en contacto con la raíz hasta que se

transforma en bacteroide activo, está sujeto a una situación continua de rechazo que tiene que

superar, y su control es fundamental para la buena marcha de la asociación en su camino hacia

una nodulación efectiva. El balance final de la interacción dependerá del contenido de exo y

lipopolisacáridos  y de los glucanos cíclicos, componentes de superficie de los rizobios. Estas

moléculas pueden inhibir los sistemas de defensa de la planta o bien hacer que las bacterias

resistan a estos mecanismos. Intensas reacciones de defensa pueden también estar sumamente

implicadas en el desarrollo de los IT, gran parte de los cuales son bloqueados o abortados en

estadios tempranos de preinfección (Broughton y Perret, 1999; Brewin, 2004). Además de los

mecanismos que controlan al endosimbionte en la planta hospedadora, las leguminosas tienen

la capacidad de autorregular el número de nódulos formados en sus raíces, mediante señales

sistémicas que involucran a la parte aérea de la planta (Koosslak & Behlool, 1984; Abd-Alla,

1999; Oka-kira & Kawaguchi 2006 Magori & Kawaguchi, 2009). El modelo propuesto en L.

japonicus de autorregulación de la nodulación (AON) mediado por un receptor tipo quinasa

rico en leucina (RLK-LRR) se esquematiza en la Figura 4, e involucra la síntesis en la raíz,

tras la percepción del NF, de compuestos inhibitorios  que actúan a distancia (RDS: root

derived signal). La mayor evidencia de la naturaleza de esta señal sugiere que los mejores

candidatos son péptidos (CLE-RS1/2), que se transportan al tallo, donde inducen la síntesis de

otra señal (SDS: shoot derived signal), en el que participan receptores tipo quinasa

(HAR1/NARK/SUNN/SYM29 y KLAVIER). La señal sintetizada en el tallo se transloca a la

raíz, donde regula negativamente la nodulación a través de TML/RDH1.
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Figura 4. Autorregulación de la nodulación. (1) La
percepción del factor Nod induce en la raíz la síntesis de
una RDS, de naturaleza peptídica, que es transportada al
tallo (2), donde inducen la síntesis de otra señal mediada
por receptores tipo quinasa. Esta señal generada en el
tallo se transloca a la raíz (3), donde regula negativamente
la nodulación (4). NOD3 y RDN, de Pisum sativum y
Medicago truncatula, respectivamente, que actúan en la
raíz, tendrían un rol en la transmisión de de la señal de la
raíz, o la percepción de la señal generada en el tallo.
Imagen extraída de Kouchi et al., 2010.

Genes del hospedador requeridos en la simbiosis

El reconocimiento de los NF por los receptores de la planta abre la puerta para la infección.

La deformación tiene lugar en aquellos pelos jóvenes que se encuentran en estado activo de

crecimiento. Si el reconocimiento de los NF es responsable de la deformación del pelo

radical, estos deben poseer también receptores específicos para los NF (Relic et al.,  1994;

D’Haeze et al., 1998). Así, se identificaron en L. japonicus dos genes que codificarían para

receptores, NFR1 y NFR5 (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 2006).

También se identificaron los receptores en otras leguminosas: Glycine max (Indrasumunar et

al., 2010), LYK3 y NFP en M. truncatula  (Limpens et al., 2003;  Arrighi et al., 2006), y

SYM37 y SYM10 en Pisum sativum  (Zhukov et al., 2008).  Estos codificarían proteínas tipo

quinasas con dominios transmembrana LysM. Variantes mutantes en estos genes muestran un

fenotipo defectivo en simbiosis (Nod-) y son candidatos para cumplir la función de percepción

de los NF, y por ende para el reconocimiento de rizobios compatibles en L. japonicus

(Radutoiu et al., 2003, 2007). De acuerdo al modelo propuesto por Radutoiu et al., (2003),

NFR1 y NFR5 formarían un heterodímero capaz de reconocer a los NF con sus dominios

LysM extracelulares, y serían requeridos para desencadenar las respuestas fisiológicas y

moleculares en la raíces de la plantas leguminosas. Mutaciones en NFR1 y NFR5 previenen

todas las respuestas inducidas por LCOs. Incluso se encontró que la especificidad de
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interacción está dada por estos receptores ya que la transferencia de los genes NFR1 y NFR5

de L. japonicus a M. truncatula confiere a esta ultima la capacidad de ser nodulados por el

simbionte de L. japonicus, Mesorhizobium loti, reafirmando su posible función como

receptores (Radutoiu et al., 2007).

La percepción temprana de los NF provoca cambios en las concentraciones de calcio. De este

modo, los canales de calcio sensibles a voltaje se abrirían, produciendo un acelerado pico de

calcio (Berridge, 1993). La frecuencia en la apertura y cierre de estos canales iónicos originan

el “calcium spiking”. En el progreso de identificación de genes y funciones se han descripto

posibles canales catiónicos: castor y pollux (o su homólogo en Medicago truncatula dmi1), y

un receptor tipo quinasa, symrk (o Mtdmi2) con dominios ricos en leucina (Endre et al., 2002;

Stracke et al., 2002). Las plantas mutantes dmi3, afectadas en una CCaMK (Calcium and

calmodulin-dependent protein kinase) (Mitra et al., 2004) retienen la capacidad para inducir

el “calcium spiking” pero pierden las respuestas downstream, como la inducción de genes

activados por el NF, denominados colectivamente nodulinas,  y el desarrollo del nuevo

órgano. Se especula que el producto de dmi1 (Castor y Pollux en L. japonicus) participa en la

liberación de calcio desde el núcleo y el retículo endoplásmico (Ane et al., 2004; Riely et al.,

2007; Charpentier et al., 2008), mientras que DMI3 actuaría como sensor de los picos de

calcio, desencadenando una serie de respuestas que activa la inducción de nodulinas (Levy et

al., 2004; Mitra et al., 2004). Las nucleoporinas NUP85 y NUP183 también son importantes

para la generación de las señales de calcio (Kanamori et al., 2006,  Saito et al., 2007; Meier &

Brkljacic, 2009). Una proteína quinasa dependiente de calcio y calmodulina, CCaMK, (Ca2+

and calmodulin (CaM)-dependent protein kinase) percibiría las oscilaciones de calcio, que a

su vez activarían la expresión de genes de nodulación a través de tres reguladores

transcripcionales, dos pertenecientes a la familia GRAS (NSP1 y NSP2) y uno perteneciente a

la familia ERF (Levy et al., 2004; Heckmann el al., 2006; Middleton et al., 2007; Hirsch et

al., 2009). También ha sido descrito otro factor de transcripción, MtHAP2, que es esencial

para el desarrollo del nódulo (Combier et al., 2006)

Recientemente ha surgido evidencia de que las proteínas GRAS serían capaces de formar un

complejo en el DNA (Hirsch et al., 2009). A su vez, el factor de transcripción ERF y dos

homólogos cercanamente relacionados se unen al promotor de ENOD11, un gen de nodulina

temprano inducido en la epidermis, lo que refuerza la idea de que participe en la activación de

nodulinas (Andriankaja et al., 2007).

Simultáneamente a la formación del IT y los cambios en la epidermis, determinadas células

del córtex sufren una serie de cambios morfológicos, como reorganización de los
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microtúbulos, migración del núcleo hacia el centro de la célula y la formación radial de

nuevas paredes celulares, lo que se traduce en una reactivación de la actividad mitótica, que

origina lo que se denomina primordio nodular (Kondorosi & Kondorosi,  2004). La activación

del ciclo celular en las células del córtex está marcada por la expresión de genes del ciclo

celular, como ciclinas y CDK (ciclin dependent kinase) (Yang et al., 1994), que forman el

hilo de preinfección, que es la estructura que precede al IT (Van Brussel et al., 1992; Timmers

et al., 1999). Esta diferenciación, junto a la activación de genes del ciclo celular, indica que la

infección y las divisiones celulares están relacionadas (Van Brussel et al., 1992; Yang et al.,

1994; Timmers et al., 1999; Foucher and Kondorosi, 2000; Roudier et al., 2003).

Se distinguen dos tipos de nódulos en función de las células del córtex que entran en mitosis,

determinado e indeterminado. En Lotus, soja y poroto, leguminosas tropicales que forman

nódulos determinados, la actividad meristemática de las células del córtex externo está

restringida a las etapas tempranas de desarrollo del nódulo, y los nódulos formados adquieren

un aspecto redondeado. En cambio, en leguminosas de climas templados, como M. sativa, M.

truncatula  y P. sativum, las células del córtex externo que comienzan a multiplicarse dan

lugar a un meristema persistente. Los nódulos que se forman de tipo indeterminado son

alargados (Gage, 2004).

Figura 5. Arquitectura de nódulos indeterminado y determinado. Adaptado de Maunoury et al., 2008.

La transducción de la señal percibida por la planta es bastante compleja, con una gran

cantidad de genes implicados en los múltiples pasos del proceso. En la Figura 6 se representa

la vía de señalización simbiótica temprana, desde la percepción de los NF.



Introducción

18

La infección puede ser separada de la organogénesis del nódulo, pudiendo ocurrir la

organogénesis en ausencia de infección bacteriana e infección en ausencia de organogénesis

(Gleason et al., 2006; Murray et al., 2007). Sin embargo, para generar un nódulo infectado

con bacterias ambos procesos deben estar finamente coordinados entre sí, en particular porque

el primordio del nódulo se debe desarrollar en forma subyacente al sitio de infección. Tras

diversos intentos de dilucidar el mecanismo por el cual ocurre esta coordinación, se identificó

un mutante (snf1) en M. truncatula, con ganancia de función en CCaMK que nodula

espontáneamente, activando a la nodulina ENOD11 en las células epidérmicas y corticales de

la misma manera que cuando la nodulación es inducida por rizobios (Journet et al., 1994;

Tirichine et al., 2006; Madsen et al., 2010).

Figura 6. Modelo actual propuesto del SSP (symbiotic signaling pathway). (A) En respuesta a los NF, la señal
generada por los receptores NFR1/NFR5 se divide en dos vías; una hacia el CSP (common symbiosis pathway,
señalada con la línea azul), y la otra, señalada con la línea rosada, es prerrequisito para la infección de los
rizobios. Los 7 genes del CSP están indicados en verde. La integración de las respuestas de la epidermis con las
del córtex está mediada por NIN (NODULE INCEPTION) (Schauser et al., 1999; Marsh, 2007). Mutaciones en
este gen provocan la ausencia de formación de IT en la epidermis y formación del nódulo en el córtex. (B)
Señalización por Ca2+ y activación de CCaMK en la formación y crecimiento del IT. Extraído de Kouchi et al.,
2010.
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Expresión de nodulinas o genes marcadores de nodulación

Los genes simbióticos identificados con rol en la nodulación son las llamadas “nodulinas”

(Kouchi & Hata, 1993; Colebatch et al., 2002). Para identificar estos genes se han comparado

espectros de genes expresados en plantas noduladas con raíces no inoculadas. Este abordaje

ha permitido diferenciar entre “nodulinas tempranas” activadas antes de la aparición de la

fijación de nitrógeno y “nodulinas tardías” que aparecen durante y después del comienzo de la

fijación de nitrógeno (Kouchi et al., 2003).

La mayoría de los genes encontrados están presentes en no leguminosas y, de hecho, muchos

han sido bien estudiados en Arabidopsis y otras especies vegetales. Así se ha visto que la

nodulina ENOD40 afecta en tabaco la elongación de ciertas células por alteración de la

cinética de la biosíntesis de etileno. En leguminosas está relacionada con el balance hormonal

durante los estadios iniciales del establecimiento del nódulo (Fang & Hirsch, 1998). Esta

nodulina parece controlar la relación entre auxinas y citoquininas, que se altera

significativamente después de la inoculación con Rhizobium y juega un papel importante en la

formación del primordio nodular y anatomía general del nódulo (Hirsch & La Rue, 1997;

Mathesius et al., 1998).

Otras están relacionadas con la formación de estructuras simbióticas, como por ejemplo la

nodulina temprana ENOD2, activamente sintetizada en el parénquima nodular, mientras que

las nodulinas ENOD5 y ENOD12 están localizadas en las paredes del IT (Mylona et al.,

1995). La nodulina N-26, sintetizada durante la liberación de las bacterias del IT, es un

componente de la PBM, y puede estar relacionada con el transporte de nutrientes entre los

simbiontes.

Muchas nodulinas tempranas codifican para PRPs (proteínas ricas en prolina, del inglés

Proline Rich Proteins), como ENOD10 (Lobler & Hirsch, 1993), MfPRP4 (Wilson et al.,

1994), y ENOD11. Estas proteínas pertenecen a la superfamilia de las extensinas, proteínas

ubicadas en la pared celular (Kieliszewski & Lamport, 1994), con capacidad de generar

uniones covalente. Esta reacción estaría mediada por peroxidasas, que facilitaría la

producción de peróxido de hidrógeno como sustrato. La coincidencia en la expresión espacial

y temporal de estas nodulinas con RIP, una peroxidasa, está de acuerdo con la idea de que las

modificaciones en la arquitectura de la pared celular, en los sitios donde se localiza el “burst”

oxidativo, contribuirían a la reparación y fortificación de la pared. En las interacciones planta-

patógeno, es común que se induzcan en simultáneo peroxidadas y proteínas de pared, pues el

cross-linking limitaría el ingreso del patógeno (Bradley et al., 1992). De la misma forma, en
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las interacciones compatibles rizobio-leguminosa, es común el arresto en el avance de muchos

hilos de infección.

En M. truncatula, la expresión de RIP1 en el ápice del pelo radical está relacionada con la

competencia de esta zona en la asociación simbiótica. Un mutante con un aumento en 10

veces en el número de nódulos presentó un aumento correspondiente en el nivel de

transcriptos de RIP1, mientras que en una no nodulante como dmi-1, el nivel de RIP1 fue

prácticamente indetectable (Peng et al., 1996; Ramu et al., 2002).  Existen evidencias de que

en las primeras fases de la interacción planta-rizobio se inicia un burst oxidativo, tal como

ocurre en las interacciones planta-patógeno (Bueno et al., 2001; Santos et al., 2001; Ramu et

al., 2002).

Independientemente de los genes que se pueden reconocer como implicados directamente en

la organogénesis del nódulo desde el reconocimiento de la señal, hay otros relacionados con

funciones colaterales tan importantes como la propia fijación o el aprovechamiento del

amonio producido. Tal es el caso de los que codifican la leghemoglobina, de los que

participan en la asimilación del amonio producido y liberado  por el  bacteroide o el transporte

del nitrógeno.

Rol de las hormonas en la organogénesis del nódulo

Las hormonas tienen un rol crucial en el proceso de formación del nódulo (Oldroyd, 2007).

Un mecanismo sugerido para la inducción de cambios hormonales en las células corticales

involucra la producción localizada de flavonoides, que son capaces de inhibir el transporte de

auxinas (Wasson et al., 2006). En raíces en contacto con rizobios, se produce una inhibición

en el transporte de auxina, lo que provoca su acumulación en el sitio de inoculación,

posiblemente estimulando la división de células corticales, dando así lugar a la formación del

primordio (Hirsch et al., 1989). Por un mecanismo similar se forman las raíces laterales (en

respuesta a una acumulación de auxina) (Mathesius et al., 1998).

El rol de las citoquininas en la simbiosis ha sido sujeto de varios estudios (Frugier et al.,

2008). Estas hormonas inducen la división celular, resultando en la formación de un

meristema. La aplicación de citoquininas en las raíces de las plantas promueve la formación

de nódulos (Bauer et al., 1996). Es más, se ha descrito un mutante  ganancia de función en un

receptor de citoquinina que forma nódulos espontáneamente (Tirichine et al., 2007). Junto

con la auxina, la concentración de citoquinina es elevada durante las primeras etapas de la

nodulación, cayendo en nódulos ya maduros. En resumen, auxina y citoquinina, sintetizadas
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principalmente en la parte aérea y raíz, respectivamente, son transportadas en la planta,

creando un “landscape” hormonal temporal y espacial, resultando en una fina regulación de la

organogénesis de raíces laterales y nódulos. Probablemente, la infección de los rizobios

provoque cambios localizados en la relación entre estas dos hormonas, provocando la

inducción de las divisiones corticales (Ferguson & Mathesius, 2003). Asímismo, las

giberilinas y brasinoesteroides inducen la formación de nódulos. Mutaciones que provocan

una reducción de los niveles de estas hormonas en Pisum sativum  reducen la nodulación, y la

aplicación exógena de giberelinas es capaz de rescatar el fenotipo mutante (Ferguson et al.,

2005).

Por su parte, el etileno y los ácidos abcísico, jasmónico (JA) y salicílico (SA) actúan como

reguladores negativos de la nodulación. El etileno es otra de las moléculas clave en las

interacciones patógeno-planta y Rhizobium-leguminosa. El proceso de infección estaría

inhibido por etileno en los pasos del calcium spiking y formación del IT (Oldroyd et al., 2001;

Penmetsa et al., 2003). También participa en la senescencia del nódulo (Sheokand & Brewin,

2003). Por otra parte, sin embargo, el etileno parece proporcionar información posicional al

determinar el lugar de aparición de los nódulos en la raíz. El JA de acuerdo a la concentración

puede modular o suprimir la frecuencia de los picos de calcio (Nakagawa et al., 2006), e

inhibe la nodulación cuando es aplicado exógenamente a las raíces (Ehrhardt et al., 1996).

Otra molécula señal implicada en la simbiosis es el óxido nítrico (NO). La actividad óxido

nítrico sintasa se han detectado en nódulos, regulando negativamente su número y la fijación

de nitrógeno (Shaw & Long, 2003; Lohar et al., 2007). Para un buen funcionamiento y

establecimiento de la simbiosis, el nivel de NO, como el de otros radicales libres del grupo de

las especies reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species), ha de ser controlado, y en

este sentido la leghemoglobina puede estar implicada en su inactivación. Además de ser

reguladoras del crecimiento, el NO y el JA participan en la activación de mecanismos de

defensa contra patógenos, heridas y estrés ambiental.

Etapas tardías de la infección: el proceso de diferenciación

El IT, que se encuentra ramificado a la altura de las células corticales, libera en su interior a

las bacterias, mediante endocitosis (Roth & Stacey, 1989; Kijne, 1992). Durante este proceso

los rizobios se rodean de una membrana derivada del hospedador conocida como membrana

peribacteroidal (MPB) (Robertson & Lyttleton, 1982; Roth et al., 1988; Cheon et al., 1993).
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Al compartimento formado de novo por bacteroides rodeados de la MPB se lo denomina

“simbiosoma” (Roth et al., 1988). En el interior del mismo los rizobios se dividen

limitadamente. Los bacteroides rodeados por esta membrana derivada de componentes de la

célula vegetal se comportan como un nuevo órgano de la planta y están controlados

principalmente por ésta (Mergaert et al., 2006). Los bacteroides en nódulos determinados

aumentan de tamaño en comparación con los rizobios de vida libre, mientras que en nódulos

indeterminados, sufren cambios morfológicos más notables, como elongación celular y/o

adquieren forma de Y. Además, los bacteroides de este último tipo de nódulos, son

funcionales pero no viables, ya que no pueden revertir al estado de vida libre una vez

liberados al suelo (Sutton & Paterson, 1983; Müller et al., 2001; Mergaert et al., 2006). En los

nódulos de tipo indeterminado, la diferenciación terminal de los bacteroides está regulada por

factores de la planta, péptidos ricos en cisteína, NCR (nodule-specific cysteine rich),

producidos por la planta (Van de Velde et al., 2010). En los nódulos de tipo determinado, se

desconoce totalmente el mecanismo que regula la proliferación de los bacteroides.

El sistema vascular de la planta se extiende dentro del nódulo y transporta nutrientes hacia y

desde el nódulo (van de Wiel et al., 1990). Cuando el nódulo se deteriora las bacterias pasan

al suelo. En algunos casos las formas bacteroidales no tienen capacidad de división, pero los

nódulos contienen siempre algunos rizobios en estado de latencia. Estas formas proliferan en

el suelo utilizando como nutrientes algunos de los productos del nódulo destruido y las

bacterias pueden iniciar la infección en otras raíces o mantenerse en estado libre en el suelo.

El nódulo fija nitrógeno atmosférico por un periodo de tiempo determinado, después del cual

esta actividad decrece dando lugar a la lisis y, finalmente, a su muerte. Durante la senescencia

nodular se presentan una serie de alteraciones fisiológicas, bioquímicas y estructurales que

pueden variar entre los nódulos. Dichos cambios están estrechamente relacionados con la

transición de la fase vegetativa a la fase reproductiva de la planta (Vance et al., 1986; Swaraj

et al., 1996), así como con las condiciones ambientales (estrés) bajo las cuales se cultivan las

leguminosas (Vance et al., 1986). Los nódulos de las raíces de las leguminosas se caracterizan

por una senescencia temprana, comparada con la senescencia del resto de los órganos de la

planta (Evans et al., 1999). Los nódulos sencescentes adquieren cambios en la coloración y

turgencia, pasando de un color rosado o rojo, debido a la presencia de la leghemoglobina, a un

color oscuro ó verde, producto de la conversión de este pigmento en biliverdina.
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La asociación simbiótica entre  poroto (P. vulgaris) y rizobios

El poroto pertenece a la familia Leguminosae. Es una especie que se cultiva tanto en el trópico

como en zonas templadas. Posee una dotación cromosómica 2n = 22.  Es una planta anual,

herbácea y de variada morfología. La producción de poroto tiene múltiples utilidades

alimenticias, pudiéndose aprovechar las distintas estructuras de la planta. Se cultiva para la

alimentación humana, consumiéndose sus vainas verdes, los granos tiernos o los granos secos.

Diversificación del cultivo de poroto

El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), ubicado en Cali, Colombia, cuenta

con la colección de variedades de poroto más completa en América, habiéndose registrado

más de 10.000 introducciones. La distribución del poroto es muy amplia en la región

americana que se extiende mayoritariamente a lo largo de los Andes. Se han identificado dos

grandes centros de diversificación genética, una en Mesoamérica (México, América Central,

Colombia) y la otra en la región andina central  sudamericana (Perú, Argentina y Ecuador)

(Singh et al., 1991; Velásquez & Gepts, 1994; Tohme et al., 1996; Beebe et al.,  2001). Esta

propuesta ha resultado del análisis de diversos rasgos de las poblaciones de poroto tales como

la morfología, tipificación genética de faseolinas, isoenzimas y análisis de RFLP (Gepts,

1990). Se ha propuesto que las poblaciones silvestres de P. vulgaris del sur de Ecuador y

norte de Perú, representarían las formas ancestrales del poroto a partir de las cuales se

dispersaron hacia el norte y sur de América (Kami et al.,  1995).

Importancia socioeconómica del cultivo de poroto

El poroto es la leguminosa de grano más importante para el consumo humano, representando

el 50% del consumo mundial de legumbres (McClean et al., 2004). Según datos de la ONU, la

producción mundial es de aproximadamente 23 millones de toneladas, de los cuales 7 se

producen en América latina y Africa (http://www.fao.org/Statistics). Nuestro país produce

aproximadamente 300000 toneladas al año, que se exportan prácticamente en su totalidad. La

producción está localizada en el NOA (noroeste argentino, región que está comprendida

dentro del centro de domesticación andino de P. vulgaris), siendo Salta el principal productor

http://www.fao.org/Statistics
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además de Jujuy, Tucumán, Santiago del Estero y Catamarca. También tienen participación

pero con volúmenes más pequeños Córdoba, Buenos Aires, Santa Fe y Chaco.

Uno de los principales exportadores mundiales de poroto es China, pero en los últimos años

comenzó a recortar la superficie destinada a esa legumbre para derivarla a productos

necesarios para abastecer el consumo interno de alimentos. Si bien Argentina produce sólo el

2% del total mundial de poroto seco, se encuentra tercero en el ranking de exportadores, con

15% del total, luego de China (25%) y Estados Unidos (19%). Existen diversas variedades de

porotos y cada una de ellas tiene mercados y especificaciones comerciales diferentes: alubia,

cranberry, light red kidney, argentine red kidney, negro, etcétera.

Argentina es formadora de precios de porotos alubias a nivel mundial y de porotos negros en

el contexto del Mercosur. En esta variedad, Argentina depende fuertemente del mercado

brasileño, que absorbe más de la mitad de los volúmenes producidos.

En cambio, en el caso del poroto alubia, las exportaciones anuales pueden ubicarse entre las

120.000 a 130.000 toneladas. Es un producto reconocido en los mercados  europeos y

asiáticos  y cuenta con una calidad que no tiene competencia en el mundo.

Según datos de la SAGPyA, la producción comprendía un 48% de poroto negro y un 43% de

alubia en 1996; en 1999 el 65% correspondió al poroto negro y el 28% al Alubia, mientras

que, debido a la devaluación en Brasil, la producción de poroto Alubia (46%) superó a la de

poroto negro (44%) en el año 2001.

El cultivo de poroto es importante también desde el punto de vista social, ya que en regiones

pobres constituye la fuente primaria de proteínas de la dieta, jugando un rol fundamental en la

nutrición de las clases sociales más carenciadas (Broughton et al., 2003). Además, representa

una fuente de trabajo, ya que la cadena del poroto cuenta con una mano de obra directa de

alrededor de 25.000 puestos de trabajo y una mano de obra indirecta de otros 15.000 puestos,

durante unos seis meses al año, en una actividad netamente estacional.

Coevolución del poroto en los centros de diversificación

P. vulgaris es considerada una leguminosa promiscua ya que es capaz de formar nódulos con

diversos genotipos de rizobios: Rhizobium etli bv. phaseoli, Rhizobium leguminosarum bv.

phaseoli, Rhizobium tropici, Rhizobium gallicum y Rhizobium giardini (Amarger, 2001). La

especie Rhizobium etli bv. phaseoli es el microsimbionte predominante en porotos silvestres y

cultivables en la zona de México, Colombia y los Andes del sur (Montealegre & Kipe-Nolt,
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1994; Sessitsch et al., 1997; Amarger, 2001; Bernal & Graham, 2001; Silva et al., 2003;

Aguilar et al., 2004).

Se describieron,  además, otros genotipos de rizobios capaces de formar nódulos en

condiciones de cultivo de laboratorio del poroto, los cuales están representados por los

aislamientos Rhizobium sp. T29N3L y T44N22P. A partir del análisis de secuencia del gen

16S rRNA se ha demostrado que dichas cepas se encuentran próximas filogenéticamente a las

especies Agrobacterium rhizogenes y Rhizobium tropici (Aguilar et al., 2006).  Además, se ha

encontrado que el gen nodC, uno de los llamados genes comunes de nodulación y que

codifica para una N-acetiltransferasa implicada en el primer paso de ensamblaje de los

factores Nod, es polimórfico entre las poblaciones de R. etli del NOA (Aguilar et al., 2001).

Presenta cuatro perfiles de restricción característicos denominados nodC -α, -, -δ y -γ en

poblaciones de R. etli representativas de diferentes regiones geográficas americanas. Este gen

fue utilizado como marcador molecular para caracterizar la distribución de rizobios presentes

en los suelos de los diferentes centros de domesticación del poroto, encontrándose que el

genotipo nodC-α resultó predominante en la región mesoamericana, mientras que el genotipo

nodC-δ lo fue en la región de los Andes del sur, del NOA y Bolivia. Además, ensayos de

coinoculación revelaron que los genotipos nodC-α y nodC-δ fueron más competitivos en la

nodulación en aquellos porotos provenientes de los respectivos centros geográficos de

diversificación (Aguilar et al., 2004).

Genes de poroto expresados específicamente por la infección con cepas del mismo centro

geográfico

La correlación entre la predominancia de las bacterias en cada centro de diversificación y la

afinidad entre genotipos de poroto y rizobio permitió establecer un sistema experimental para

estudiar las bases moleculares de dicha compatibilidad genética. En el curso de los últimos

años, nuestro laboratorio ha estado trabajando intensamente en la identificación de genes

expresados en raíces de P. vulgaris que son funcionales en las etapas tempranas posteriores a

la infección con linajes específicos de la especie R. etli. Con el propósito de identificar genes

diferencialmente expresados en pelos radicales infectados con cepas de rizobio del mismo

centro de diversificación, se construyó una biblioteca sustractiva. Para la construcción de la

misma, se sustrajo el cDNA obtenido de pelos radicales de Negro Xamapa (cultivar

mesoamericano) 24 horas después de la inoculación (hpi) con R. etli SC15 (portador del alelo

nodC-α) con cDNA obtenido 24 hpi con R. etli 55N1 (portador del alelo nodC-δ). De esta



Introducción

26

forma, se identificaron 41 genes (nombrados PvRHS24-01 a -41 por sus siglas Phaseolus

vulgaris Root Hair Sustraction 24 hours post inoculation, seguido de la numeración

correspondiente al contigo tentativo) que se activan en respuesta a la infección con el linaje de

R. etli que predomina en esa misma región geográfica (Peltzer Meschini et al., 2008). A partir

de esta anotación, se seleccionaron genes que podrían tener relación con la transducción de

señales, mensajeros secundarios y funciones simbióticas para llevar a cabo un análisis

detallado de los mismos.

La caracterización funcional de estos genes ha sido abordada haciendo uso de genética

reversa, a través del sistema de transformación mediada por Agrobacterium rhizogenes.

El estudio de uno de estos genes, que codifica para una GTPasa monomérica Rab, fue

recientemente publicado (Blanco et al., 2009). Las raíces con niveles reducidos de la Rab

mediante RNA de interferencia (RNAi)  no forman nódulos en presencia de R. etli. Asimismo,

se observó en estas plantas RNAi,  la disminución de  tanto el número como la longitud de los

pelos radicales. Además, se abordó el análisis de otro gen de poroto, que codifica para una

subunidad de un factor de trascripción, PvNF-YC. Estudios de expresión llevados a cabo en

nuestro laboratorio han demostrado que los transcriptos de PvNF-YC se acumulan temprana

(3hpi) y específicamente en el cultivar mesoamericano en respuesta a la cepa de R. etli nodC-

α, permaneciendo altos tanto en nódulos en desarrollo como en nódulos maduros (Peltzer

Meschini et al., 2008). Los resultados obtenidos del análisis funcional por RNAi y sobre

expresión de PvNF-YC sustentan la idea que dicho gen participaría en la regulación de la

expresión génica que lleva a una nodulación más eficiente (Zanetti et al, 2010 en prensa).

Se continúa trabajando con estos genes en el laboratorio, y aparte, se comenzó con el estudio

de otros genes. En este trabajo de tesis se abordó el análisis de 4 de ellos, con especial énfasis

en un gen que codifica para una proteína con alta homología a las denominadas GGAs,

asociadas al tráfico vesicular entre el trans-Golgi y endosomas. Además, se estudiaron

aspectos relacionados a la fisiología de la interacción, y a la molécula señal sintetizada por R.

etli.
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�O�b�j�e�t�i�v�o�s

A lo largo de la introducción hemos mencionado y descripto el proceso de simbiosis entre

rizobios y leguminosas, y sus principales actores. El proceso es complejo, con múltiples

etapas secuenciales que requieren efectores y respuestas de ambos simbiontes. La información

disponible revela cierta complejidad natural, y a pesar de que se han logrado avances muy

importantes en aspectos moleculares, aún se identifican puntos débiles, los cuales deben ser

determinados.

La competencia por la nodulación es uno de los  aspectos de la interacción  con interés básico

y aplicado, y que merece ser estudiado para comprender cuáles son los mecanismos

funcionales en aquellas  combinaciones de leguminosas y cepa de rizobio que resultan en

plantas mejor noduladas y más eficientes en la fijación de nitrógeno. En particular, los

factores de la planta leguminosa que son importantes para determinar grados de afinidad con

el microsimbionte, no han sido debidamente explorados.

En este trabajo de tesis se utilizó el sistema �P�.� �v�u�l�g�a�r�i�s-�R�.� �e�t�l�i como modelo para investigar la

afinidad entre porotos pertenecientes a los centros de diversificación de Mesoamérica y de la

región Andina sureña y los rizobios de esas regiones.

Teniendo en cuenta los eventos que se desarrollan desde el inicio del diálogo molecular hasta

la formación del nódulo fijador de nitrógeno, el presente  trabajo de tesis pretende contribuir

al conocimiento de la interacción entre genotipos de poroto y rizobios que coevolucionaron en

el mismo centro geográfico.  En este sentido, se plantearon los siguientes objetivos generales:

�1�)Estudio de los aspectos fisiológicos de la interacción de dos cultivares de poroto

representativos de los pooles genéticos Mesoamericano y Andino, en respuesta a la

infección con cepas de �R�.� �e�t�l�i predominantes en estas regiones caracterizadas por los

alelos �n�o�dC-α y �n�o�dC-δ.

�2�)Determinación de la estructura de la molécula señal de nodulación sintetizada por los

linajes �n�o�dC-α y �n�o�dC-δ de �R�.� �e�t�l�i.

�3�)Análisis funcional y de expresión de genes identificados en la biblioteca substractiva

de poroto, que se activan en respuesta a la infección con la cepa más competitiva.


