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CAPITULO 1

LAS INTERACCIONES BACTERIA - PLANTA
EN LOS SISTEMAS SIMBIOTICOS FIJADORES DE
NITROGENO Rhizobium-LEGUMINOSAS.



1.1. - ALGUNAS CONSIDERACIONES GENERALES Y REFLEXIONES SOBRE EL PROCESO DE
FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO.

En el ciclo biolégico del nitrdgeno actuan entre otros, diversos
procesos bidticos y abidticos de fijacién del nitrégeno molecular
proveniente de la atmésfera que producen formas asimilables de N utilizadas
por las plantas y microorganismos, y a través de ellos, por otros
organismos. Dentro de estos procesos, la fijacion biolégica del nitrégeno
atmosférico 1levada a cabo por diferentes microorganismos de vida libre o
asociada a ciertas plantas -principalmente de la familia de las
Leguminosae-, cumple un papel preponderante.

El ciclo del nitrégeno se cierra con diferentes formas de
eliminacidén y desasimilacién del nitrdgeno combinado en los constituyente de
los organismos vivos. Estos otros procesos 1levan por Gltimo a restituir el
nitrdogeno molecular.

Es una situacion paradojal para el punto de vista humano
utilitario, que el nitrdgeno, uno de los elementos mads abundantes de 1la
biosfera, sea tan inaccesible o complicado de asimilar por los organismos
vivos. Aparece asi la fijacién bioldgica de nitrdégeno como un importante
objeto de reconocimiento y estudio.

Este reconocimiento puede remontarse a 300 afos A.C. cuando Tlos
Romanos utilizaban la rotacion de cultivos con leguminosas en sus practicas
agricolas, una técnica adn hoy utilizada para una mejor reposicién de la
fertilidad de los suelos, si bien con mayores fundamentos tedricos que en la
antiguedad.

Descubierto el gas nitrdgeno por Daniel Rutherford en 1772, en
1838 Boussingalt determind que 1las leguminosas aumentan su cosecha a
expensas del nitrdégeno atmosférico. En 1878 Bary introdujo el término
simbiosis y en 1885 el mismo es utilizado por Schindler para referirse
particularmente a los nddulos de las raices de las leguminosas, como una
simbiosis entre las bacterias que se observan dentro de los nddulos y la
planta. Fue en 1888 cuando dos descubrimientos marcaron un hito en la
historia de la fijacidén bioldgica de nitrdgeno: por una parte Hellriegel y
Wilfarth demostraron que la fijacion del Ny por las leguminosas depende de
las bacterias contenidas en Tlos ndédulos; independientemente, Beyerinck



consiguio aislar y cultivar bacterias de 1los nédulos de raices de
Teguminosas y mostrar que estas bacterias poseian la capacidad de producir
nédulos radiculares en nuevas plantas. En 1890 Prazmowski describié por
primera vez las bacterias dispuestas sobre un pelo radicular, formando
colonias distinguibles. Este autor observd ademis que esas regiones de los
pelos radiculares se deformaban como un tirabuzén en el que eran atrapadas
las bacterias, deformacién hoy denominada como estructura en cayado de
pastor o rulo. En 1a misma época se introdujo el concepto de especificidad
en la formacidén de nddulos de leguminosas, por las bacterias: ya en 1892
Hellriegel en una carta a beyerinck (citada por este en 1918; véase Gallon y
Chaplin, 1987; Quispel, 1988) daba resultados en apoyo de esta idea.

A mids de un siglo de los principales descubrimientos, en la
actualidad los resultados de 1los estudios bdsicos sobre 1la fijacidn
simbidtica de nitrdgeno constituyen un mosaico cuyas diferentes piezas
tratan de describir, en términos de fenémenos moleculares y citoldgicos, los
mecanismos de la asociacidén selectiva entre los simbiontes y las diferentes
etapas en que ésta se desarrolla para culminar en la formacion del nodulo
fijador de nitrdgeno.

De acuerdo a los datos histdéricos surge que antes de la decada del
1880 la fijacion bioldgica del nitrdgeno se presentaba como un drea de
estudio con estructura preparadigmidtica, dentro de la biologia. Los hechos
que se produjeron en la década de 1880 dieron lugar a la instauracidn del
paradigma de la Fijacion Bioldgica de Nitrdgeno.

Un paradigma se constituye por las realizaciones cientificas que
carecen suficientemente de precedentes como para poder atraer a un grupo de
partidarios, y que son lo bastante incompletas para dejar muchos enigmas por
resolver. Una vez aceptado un paradigma, la resolucién de enigmas dentro del
mismo constituye una empresa acumulativa tanto en alcance como en la
precision de los conocimientos.

Para Kuhn, ciencia normal es investigacion cientifica basada
firmemente en una o mds realizaciones cientificas pasadas, que alguna
comunidad cientifica reconoce durante un cierto tiempo como fundamento para
su practica posterior. Esta ciencia normal no tiende hacia novedades
ficticas o tedricas. Su éxito radicaria en no descubrir ninguna. Sin embargo
la investigacién cientifica produce descubrimientos que significan la



percepcion de anomalias en el paradigma. E1 gradual y simultaneo
reconocimiento de estas anomalias, tanto conceptuales como observacionales y
el cambio consiguiente de las categorias y procedimientos del paradigma, van
acompafiados a menudo por resistencia. Es importante indicar que existirian
en este proceso de descubrimiento caracteristicas propias de la percepcion
psicoldgica del hombre. Cuando estas anomalias son muy importantes pueden
1levar a una crisis dentrc de la ciencia normal, la cual finalmente se
resuelve cuando en forma no acumulativa un antiguo paradigma es reemplazado
completamente o en parte por otro nuevo e incompatible, constituyendo este
hecho histdérico una revolucién cientifica (Kuhn,1971). En el caso de 1la
fijacidon bioldégica del nitrdégeno es dificil reconocer cual haya sido el
paradigma anterior que resulté reemplazado por el nuevo. Justamente la falta
de ese paradigma anterior es lo que me 1lleva a considerar estos hechos
histéricos como constituyentes de una particular revolucidn cientifica en el
terreno de las ciencias bioldgicas.

1.2. - SISTEMAS FIJADORES DE NITROGENO.

La fijacion bioldgica de nitrdgeno es una actividad propia del
reino de 1los procariotes. Los organismos fijadores de nitrogeno o
diazotréficos tienen en comin sélo el ser procariotes y poseer el sistema
enzimatico de la nitrogenasa. Entre los géneros de bacterias diazotréficas
(Clostridium, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Acetobacter, Derxia, Beijerinckia, Rhodospirillum,
Rhodopseudomonas, Thiobacillus, Methylosinus, Xanthobacter, Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium, entre otros) se encuentran los mds diversos
tipos de formas metabélicas, desde anaerobios estrictos hasta aerobios
obligados, fototréficos, quimiotréficos y heterotréficos . También existe
entre estos microorganismos una amplia variedad de formas de vida en las que
tiene Tugar la fijacién de nitrdgeno. Existen fijadores de vida libre (ej:
Klebsiella); fijadores que aparecen en la rizosfera de las plantas o en la
superficie de las hojas en asociaciones que pueden ser laxas e inespecificas
o presentar una cierta especificidad o seleccién, 1lamadas simbiosis
asociativas o biocoenosis (ej: Azospirillum en la rizosfera de algunos
cereales); y finalmente los fijadores simbidticos, donde ambos asociados



(planta y microorganismo) contribuyen al proceso de fijacién de nitrdgeno,
involucrando considerables diferenciaciones morfoldgicas y bioquimicas en
ambos simbiontes (ej: nddulos radiculares en las simbiosis rizobio-
leguminosa o Frankia-otras plantas) (Gallon y Chaplin, 1987).

Los sistemas simbidoticos fijadores de nitrdgeno resultan de suma
importancia en el campo de la agricultura, pues las leguminosas son fuente
de proteinas vegetales para la alimentacidén humana (ej: soja, porotos,
arvejas , lentejas, etc) y se utilizan como forraje para la alimentacién
animal (ej: soja, trébol, alfalfa). En los sistemas simbidticos se pueden
reconocer entre otros los siguientes tipos: aquellos que involucran
asociaciones entre bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium y
leguminosas (aunque se han descrito asociaciones de rizobios con la no-
leguminosa Parasponia); asociaciones que involucran al actinomicete Frankia
spp y angiospermas no-leguminosas; y La asociacidon Anabaena - Azolla. Un
aspecto comin a estos diferentes tipos de simbiosis es la formacidn de
estructuras especializadas, como 1las que ocurren en la vraiz (y
excepcionalmente en el tallo) de las leguminosas, 1lamadas noddulos.

1.3. - ESTABLECIMIENTO DE LA SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA.

En las simbiosis rizobio-leguminosa el nédulo fijador de nitrdgeno
es la expresion fenotipica de la asociacion de los dos genomas. La bacteria
y la planta se influyen reciprocamente a lo largo de una serie de complejos
pasos de desarrollo, en actividades fundamentales como la divisidn celular,
expresién de genes, funciones metabélicas y morfogénesis celular (Long,
1989a).

E1 comienzo de la asociacion debe buscarse en la situacion que
presenta a los simbiontes en vida libre, siendo su culminacién el nddulo
activo. E1 proceso de asociacién puede interpretarse como una serie de
multiples eventos o etapas, cuya complejidad permite muchas posibilidades de
regulacién del sistema. Estas etapas estarfan caracterizadas por
interacciones entre ambos simbiontes a través del intercambio de sefales
moleculares que permitirian el reconocimiento celular y conducirian a las
diferenciaciones necesarias para la exitosa formacidn del nddulo (Bauer,
1981; Halverson y Stacey, 1986b).



Esquematizado en su forma mis simple, el curso de la asociacidn
simbidtica puede dividirse arbitrariamente en 3 etapas: 1) preinfeccién, 2)
infeccion y desarrollo del nddulo, y 3) funcionamiento del nédulo.

1.3.1. - LA PREINFECCION.

Esta etapa incluye 1los fendmenos reconocidos de: colonizacién
rizosférica con Ta concomitante multiplicaciéon de los rizobios en 1la
superficie radicular; quimiotaxis hacia determinadas zonas de la raiz;
adsorcion a la superficie radicular y a los pelos radiculares; deformacién,
ramificacion y marcado enrulado de pelos radiculares (Vincent, 1980). Se
puede incluir dentro de esta etapa la rediferenciacién celular de 1las
células corticales de la raiz que conducen a la organogénesis nodular.

Las caracteristicas de estos eventos serdn consideradas con mas
extension en los puntos 1.7. a 1.17.

1.3.2. - LA INFECCION Y DESARROLLO DEL NODULO.

E1 proceso de penetracion de los rizobios en la raiz y el
desarrollo del nédulo parecen comenzar en forma simultanea y citoldgicamente
se presentan como procesos concurrentes.

Los diversos estudios realizados en sistemas fijadores de
nitrégeno muestran que existen diferentes mecanismos de infeccién vy
diferentes tipos histolégicos de nddulos. De todos modos, pueden
considerarse dos grandes grupos: la nodulacién de leguminosas de clima
templado (alfalfa, trébol, arveja) que conduce a la formacién de nddulos
11amados de crecimiento indeterminado, con un sistema vascular abierto y la
existencia de una zona meristematica apical de células en divisidén; y la
nodulacion de leguminosas de climas tropicales (poroto, soja) que produce
nédulos de crecimiento determinado, con un sistema vascular cerrado y la
ausencia de una zona meristematica (Sprent, 1979; Rolfe y Shine, 1984). La
siguiente es una descripcién del proceso de infeccién y nodulacion de una
planta de clima templado, que forma nédulos de crecimiento indeterminado.

Los rizobios atrapados en el rulo (la axila del cayado de pastor)
del pelo radicular penetran en la raiz mediante la formacion de una



estructura Tlamada hilo de infeccién en la que se alojan, la cual avanza
hacia el interior de la célula del pelo radicular siguiendo al ndcleo de la
misma, para luego atravesar su base y continuar su penetracién a través de
las capas corticales de la raiz a la vez que se va ramificando.

En forma previa a estos procesos, e inducido por los rizobios adn
fuera de 1a raiz, un nucleo de rediferenciacién celular con activa mitosis,
se ha originado en el cortex interno de la raiz. Este nuevo tejido
meristematico crece hasta ser invadido por el hilo de infeccién.En estas
células rediferenciadas y especializadas (probablemente relacionadas con la
sintesis de las nodulinas tempranas, ver seccién 1.17.) los rizobios son
Tiberados al citoplasma rodeados de una membrana de origen vegetal que
constituird la membrana peribacteroidea. De este modo se origina la zona de
tejido simbiético del ndédulo (Vincent, 1980; Dudley et al, 1987; Kondorosi y
Kondorosi, 1986).

La induccidén por los rizobios de la divisién celular en la raiz
(que depende de los genes bacterianos -ver mas adelante seccién 1.5-), seria
causada por un "principio inductor del nédulo" difusible, seglin lo indican
estudios citoldgicos realizados con mutantes de R. meliloti incapaces de
formar el hilo de infeccidén o de ser liberados dentro de las células huésped
(Truchet et al, 1980; Finan et al, 1985). Este principio inductor pudo ser
reemplazado con la produccién de citoquininas -zeatina- en un mutante no
nodulante de R. meliloti (Long y Cooper, 1988). Esta dltima observacidn
apoya la hipdtesis de la existencia de una seial difusible que puede ser
producida por los rizobios libres, aun fuera de la planta, capaz de inducir
a distancia los centros de divisidn celular en el cortex interno de 1a raiz.

Es importante destacar que como ha sido encontrado por Truchet et
al (1988), la planta puede por si sola inducir la formacidn de estructuras
radiculares similares a los nddulos en total ausencia de bacterias, en un
lapso de dos meses. Estos resultados 1levaron a determinar que la planta
posee toda la informacidn necesaria para formar estas estructuras, proceso
que es obviamente inducido con mayor eficiencia y rapidez por la accidn de
rizobios infectivos (Truchet et al, 1989). Estas estructuras no infectadas
por bacterias, y que son similares a los nddulos verdaderos, pueden ser
inducidas también por mutantes no infectivos de Rhizobium y han sido
referidos con el término de falsos ndédulos, pseudondédulos o nodulos vacios.



La forma de penetracién de los rizobios estaria determinada por el
huésped; puede ocurrir a través de los pelos radiculares, pero en ciertos
casos como en el mani y de Stylosanthes puede suceder por espacios
intersticiales entre células epidérmicas (Rolfe y Shine, 1984).

La biogénesis del hilo de infeccién fue originalmente explicada
como un proceso de invaginacién de la pared celular cuyo crecimiento hacia
adentro estaria dirigido por el rizobio (Dart, 1974). Actualmente este
proceso se interpreta como una penetracién de los rizobios a través del hilo
de infeccidn por degradacién localizada de la pared celular y subsiguiente
redeposicién de material de pared celular por parte de la célula invadida
cerca de la zona afectada (Bakhuizen et al, 1988). En este proceso de
infeccion a través de los pelos radiculares participarian pectinasas capaces
de degradar Tla pared celular de la célula vegetal. Estas pectinasas, mis
especificamente poligalacturonasas, serian producidas ya sea por la planta
inducidas por la presencia del rizobio infectivo (Ljunggren, 1969), o bien
por los mismos rizobios (en cuyos cultivos puros han sido detectadas estas
enzimas, Lopez y Signer, 1986; Ljunggren, comunicacion personal).

1.3.3. - FUNCIONAMIENTO DEL NODULO.

E1 funcionamiento del ndédulo depende de la correcta expresién de
las baterias de enzimas que le son propias: el complejo enzimatico de 1la
nitrogenasa y otras modificaciones en los bacteroides, los sistemas de
transporte de oxigeno (leghemoglobina), Tlos sistemas de asimilacidén y
transporte del nitrdgeno fijado, y 1los sistemas que involucran 1a
translocacion de fotosintatos y disponibilidad de nutrientes carbonados
provenientes de la hoja. Varias enzimas involucradas en la biogénesis de
amidas y ureidos y utilizacién de carbohidratos han sido detectadas en los
ndodulos. Muchas de estas proteinas son propias de los nddulos y por eso se
las ha 1lamado nodulinas. Otras son comunes a otras partes de la planta pero
son mas abundantes en los ndédulos (Verma y Nadler, 1984). La razén de la
existencia de actividades enzimdticas propias de los nddulos puede buscarse
en que este tejido funciona con pH elevado y bajas concentraciones de
oxigeno, necesitandosé entonces sistemas adaptados a estas condiciones
inicas o propias del ambiente del nddulo (Verma et al, 1988).
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La asparagina y la glutamina constituyen la base del transporte
xilematico del nitrégeno fijado en plantas de climas templados. En 1las
plantas tropicales, en cambio, se utilizan los ureidos.

E1 funcionamiento del nd6dulo implica muchas veces 1la expresion
coordinada de genes de la planta y de la bacteria. Un ejemplo To constituye
Ta produccién de leghemoglobina. La apoproteina que participa en 1la
formacién de la Teghemoglobina es una nodulina suministrada por la planta
(Legocki y Verma, 1980), mientras que el grupo hemo es sintetizado por la
bacteria (Dilworth y Appleby, 1979; Leong et al, 1982) (para una mayor
discusién sobre las nodulinas ver seccidn 1.17.1.).

1.4. - ESPECIFICIDAD PARA EL HOSPEDANTE.

La especificidad en la infeccién de leguminosas por rizobios fue
sugerida por Hellriegel en una carta a Beyerinck, citada por éste en 1918
(Quispel, 1988). En 1927, Baldwin se preguntaba por qué los organismos
responsables de nodular Phaseolus Tunatus podian infectar Vigna unguiculata
y no podian hacerlo los de Phaseolus vulgaris, y se respondia que las causas
deberian estar en las diferencias entre las plantas y entre las cepas de
microorganismos. Existe una anécdota anterior sobre el problema de 1la
especificidad. En 1897 F. Nobbe y L. Hiltner que habian demostrado que los
bacteroides de 1los nddulos eran responsables de fijar el nitrdgeno,
patentaron la "Nitragina", precursor de los inoculantes, para aumentar el
rendimiento de las cosechas. La falta de conocimientos sobre 1la
especificidad para el huésped en las simbiosis rizobio-leguminosas y 1la
falta de experiencia en la técnica de inoculacidn, 1levé a la suspension del
negocio en menos de tres anos (Heuman, 1983).

E1 concepto actual de especificidad en el rango de hospedante de
los sistemas Rhizobium-leguminosas reconoce diferentes niveles. Primero las
bacterias de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium de la
familia de las Rhizobiaceae infectan sdélo una familia de plantas, las
Leguminosae, con la excepcion hoy conocida de la no leguminosa Parasponia
(una Ulmacea), que es también nodulada por rizobios. Segundo, existen grupos
de inoculacién cruzada de rizobios y plantas, constituidos por conjuntos de
cepas bacterianas (formalmente considerados especies) que nodulan
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tipicamente a los diversos miembros de un conjunto correspondiente de
plantas. Por ejemplo Rhizobium leguminosarum biovar viciae nodula arveja,
vicia y lentejas pero no infecta trébol ni alfalfa; R. Teguminosarum biovar
trifolii nodula trébol pero no alfalfa ni arveja y R. meliloti nodula
alfalfa pero no trébol ni arveja. Finalmente existe una estructura fina para
el rango de nodulacidén, tal que determinadas cepas de una especie bacteriana
pueden nodular sélo a algunos de los genotipos de su especie hospedante
habitual (Long y Erhardt, 1989).

La especificidad simbiética implica un reconocimiento entre los
organismos asociados. E1 término reconocimiento resulta apropiado cuando una
célula u organismo manifiesta una respuesta selectiva o especifica a otra
célula u organismo, como ocurre en las interacciones entre los rizobios y
las raices de leguminosas (Bauer, 1981).

La especificidad de grupo se manifiesta absolutamente en el
proceso de infeccién y desarrollo del nddulo; sin embargo se cree que el
reconocimiento entre simbiontes ocurriria ya en etapas previas, dentro del
proceso de preinfeccién, donde ambas partes serian responsables del
reconocimiento especifico. Es importante tener en cuenta la posibilidad de
que los determinantes de especificidad no ocurran necesariamente en igual
forma y en los mismos niveles en todos los sistemas rizobio-leguminosa, sino
que podrian encontrarse diferencias entre sistemas de otra manera muy
relacionados. Por ejemplo, el enrulado marcado del pelo radicular es un
sintoma de especificidad en la asociacion R. meliloti-alfalfa, pero no
revela diferencias de especificidad de grupo entre R. trifolii y R.
leguminosarum - actualmente considerados dos biovares diferentes de la misma
especie Jeguminosarum con los respectivos nombres R. Jleguminosarum biovar
trifolii y R. Jleguminosarum biovar viciae - ya que ambos producen el
enrulado de pelos de trébol (Vincent, 1974).

La expresién de la especificidad en los comienzos de la asociacion
simbiética se ha estudiado en las diferentes etapas reconocidas dentro de la
preinfeccidon: colonizacién de la rizosfera; quimiotaxis hacia la raiz;
adsorcién de los rizobios a la superficie radicular o pelos radiculares;
deformacidén, ramificacion y enrulado de los pelos radiculares; e
interacciones de los rizobios con diferentes sustancias presentes en el
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exudado radicular -entre otros, compuestos flavonoides, enzimas, lectinas-.
Estas etapas son discutidas en las secciones siguientes de este capitulo.

Un enfoque que ha dado resultados muy interesantes es el realizado
a través del estudio de los genes de nodulacién (nod) del rizobio. Estos
resultados han permitido describir al menos dos mecanismos de reconocimiento
especifico que involucran a estos genes (ver seccién siguiente).

1.5. - GENETICA DE LOS RIZOBIOS RELACIONADA A LAS ETAPAS TEMPRANAS DE LA
SIMBIOSIS.

La genetica de los rizobios ha avanzado mucho a través de
experimentos de mutagénesis con transposon, clonado de recombinantes,
transferencia de pldsmidos y experimentos de complementacidn.

Las especies de Rhizobium de crecimento rdpido tienen tipicamente
plasmidos grandes, uno de 1los cuales 1lleva la mayoria de los genes
simbidticos y es cominmente designado pSym. E1 tamafio de éstos varia de 200-
300 kb en R. Jeguminosarum a 1200-1500 kb para R. meliloti. R. meliloti
posee dos megaplasmidos, el 1lamado pSyma y el pSymb (Banfalvi et al, 1985);
el pSyma lleva los genes nod, fix y nif (Long, 1989a) y el pSymb los genes
exo, dct y de la biosintesis de tiamina (Trevor y Finan, 1990). Recientes
estudios sobre la cepa VF39 de R. Jleguminosarum, curada selectivamente de
sus pldasmidos, indican que se necesitan al menos tres de los seis plasmidos
que posee esta cepa para la formacidn de nodulos fijadores de nitrdgeno en
arveja (Hynes et al, 1990). En cambio, en Bradyrhizobium 1los genes
simbiéticos son aparentemente cromosomales.

Varios grupos de genes simbidticos han sido definidos (Long,
1989a):
nod, genes que determinan la capacidad de las bacterias para producir la
nodulacion de las raices en la planta hospedante correcta;
nif, genes de fijacion de nitrdégeno similares a los encontrados en bacterias
fijadoras de vida libre;
fix, genes de fijaciéon simbidtica de nitrdgeno, de los que no se conoce
analogos en bacterias fijadoras de vida libre;
exo, genes involucrados en la sintesis de polisacarido extracelular o

capsular;
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dct, genes relacionados con el transporte de &cidos dicarboxilicos en el
nédulo;

ndv, genes de localizacidén cromosomal, esenciales para la produccién del B-
1,2-glucano, polisacarido ciclico;

Ips, genes involucrados en la biosintesis de los lipopolisacdridos, también
de localizacién cromosomal y recientemente clonados (Clover et al, 1989;
Priefer et al, 1989).

Existe un mutante de nodulaciéon de R. meliloti, cepa 1028 -
derivada de la cepa salvaje 1021-, obtenido por mutacidén con transposon Tn5,
con localizacién cromosomal, que no corresponde a ninguno de los grupos
anteriormente nombrados (Buikema et al, 1983). Este mutante produce escasos
nédulos vacios no efectivos en raices de alfalfa, y presenta un fenotipo de
auxotrofia para isoleucina y valina.

Dentro de estos genes simbidticos, los genes nod serian los que
participan en Tlas etapas mds tempranas de Tlas interacciones rizobio-
leguminosa, es decir en los eventos del proceso de la preinfeccidon (Rolfe y
Greshoff, 1988; Long, 1989a). E1 otro grupo de genes estudiados que
participan también en etapas tempranas, son los relacionados a la sintesis
de polisacdridos, los genes exo y Ips. Si bien los productos de estos genes
-los EPS y LPS- podrian estar involucrados en las etapas tempranas de
reconocimiento (Truchet y Dazzo, 1983, Lagares 1989), el comportamiento de
los mutantes exo y Ips se encuentra afectado en el proceso mds tardio de la
infeccion del pelo radicular (Long, 198%a) (ver seccidén 1.15.).

Los genes de nodulacién, nod, de Rhizobium se han definido por
secuenciamiento, mutagénesis con transposén y en algunos casos por andlisis
de proteinas (Long, 1989a). Muchas definiciones surgen de estudios
realizados en R. meliloti, R. leguminosarum y R. trifolii (Figura 1). Los
diversos genes nod difieren en el grado de severidad con que sus mutaciones
afectan al proceso simbidtico.

Asi, mutantes en los genes nodABC son completamente Nod™ (no se
forma el nddulo), mientras que mutaciones en los otros genes nod producen
lesiones mis leves como el retardamiento en la nodulacién o la alteracion
del rango de hospedante.

Los genes nod se encuentran sometidos a regulacidn y son inducido;
-0 estimulada su expresi6n- por moléculas de tipo flavonoide, provenientes
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de la planta, a través de la interaccién de las mismas con el producto del
gen nodD (Mulligan y Long, 1985). Estos genes se caracterizan por presentar
una secuencia de consenso en su promotor 1lamada "nod box" (Rostas et al,
1986).

Al gen nodD se lo considera constitutivo por no depender su
expresion de la presencia de flavonas y ser autorregulado (Rossen et al,
1985). En R. meliloti existen tres copias de este gen 1lamadas Dy, Dp ¥y Dj
(Honma y Ausubel, 1987, Gydorgypal et al, 1988). Recientemente se ha descrito
en R. meliloti a los genes activadores de Tos genes nod como una familia en
Ta que participarian ademds de los genes nodD, otros genes como el SyrM
(Mulligan y Long, 1989)

No es muy claro el rol de las flavonas en la induccién de genes
nod via nodD. su presencia es necesaria para producir la estimulacion de la
expresion de los genes nod, pero se desconoce alin su mecanismo de accién. Se
ha descrito que wun inductor de genes nod de R. Jleguminosarum, la
naringenina, se acumula en la membrana citoplasmatica del rizobio, en una
forma independiente del metabolismo celular, pero dependiente del pH. De
estos resultados surge un modelo de accién del inductor que se acumula en su
forma no idnica en la membrana, donde se encuentra localizado el producto
del gen nodD que seria de alglin modo activado por la sustancia proveniente
de l1a planta (Recourt et al, 1989).

En relacion al modo de participacidén del gen nodD, un andlisis de
su secuencia ha revelado la existencia de una secuencia de aminoacidos
caracteristica de los dominios que presentan las proteinas que se unen a ADN
(Shearman et al, 1986). Posteriormente fue efectivamente demostrado que el
producto del gen nodD interacciona con el promotor de los otros genes nod,
en ausencia del inductor (Fisher et al, 1988).

Un descubrimiento importante es que el gen nodD actuaria también
como factor determinante en el reconocimiento simbidtico a través de su
interaccion especifica con los compuestos Tliberados por 1la planta. Los
alelos del gen nodD de diferentes especies responden en forma diferencial a
diferentes conjuntos de flavonoides y exudados radiculares (Horvath et al,
1987; Spaink et al, 1987). Estudios utilizando exudados crudos de semillas
de diferentes especies, todas ellas capaces de ser noduladas por R.
meliloti, determinaron que existen factores especificos de especie que
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interaccionan en forma diferencial con los distintos alelos nodDy, nodD, y
nodD; (Gydrgypal et al, 1988). Trabajos posteriores encontraron que los
diferentes alelos nodD; y nodD, responden en forma diferencial a 1las
diferentes sustancias inductoras de los genes nod liberadas por Tas semillas
y las raices de alfalfa (Hartwig et al, 1990a, Maxwell et al, 1990):
mientras nodD; produce la induccién de genes nod por accién de todas las
sustancias identificadas en exudados de raiz o semilla, el gen nodD,
interactua principalmente con sélo una de ellas (ver seccién 1.11.).

Los genes nodABC se reauieren para que los rizobios induzcan en la
raiz la division celular (Dudley et al, 1986) y la deformacién de pelos
radiculares (Djordjevic et al, 1985; Kondorosi et al, 1984; Rossen et al,
1984; Bender et al, 1987). Justamente la mutacién en estos genes produce la
ausencia de la deformacién y el enrulado de los pelos y el no inicio de la
division celular en la corteza interna de la raiz, cuando se estudia las
respuestas de raices inoculadas con estos mutantes. Ahora si bien estos
eventos son especificos para el hospedante, los genes nod ABC resultan ser
intercambiables entre diferentes especies de rizobios. Una explicacidn para
esta paradoja es que estos genes podrian codificar para la produccidén de una
sefal bdsica, comin a las diferentes especies de rizobios, que seria luego
modificada para convertirse en una seflal especifica. Un caso en que esta
hipotesis ha sido demostrada es el descubrimiento de la senal deformadora de
pelos radiculares especifica para alfalfa producida por R. meliloti,
encontrada por el grupo de Dénarié y col. (Faucher et al, 1988) (ver mas
adelante).

Los productos de los genes nodA y nodB son proteinas citosdlicas
de 21 kDa y 23.8 kDa respectivamente (Egelhoff y Long, 1985; Schmidt et al,
1988). En comparacién con los productos de nodA y nodC, el producto del gen
nodB se sintetiza en cantidad muchas veces menor. Las proteinas de nodA y
nod B estarian involucradas en la produccion de una sustancia pequena,
termoestable, que estimula la mitosis de protoplastos de la planta (Schmidt
et al, 1988), propiedades que permiten suponer una relacidn con el principio
inductor de la division celular en el meristema radicular.

La proteina de 46.8 kDa codificada por el gen nodC posee
localizacidén transmembranal, presentando un dominio hidrofébico cerca del
extremo C-terminal, y una extensa regién extracelular que posee el N-
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terminal, con un sector rico en cisteinas (John et aJ, 1988). Esta proteina
que existiria en la membrana como dimero, es esencial para la nodulacién. El
agregado de anticuerpos obtenidos contra una proteira de fusién del nodC con
el represor cI de fago lambda, al medio de crecimiento de las raices o al
indculo, inhibe fuertemente 1a nodulacién por los rizobios. Un analisis de
la secuencia del gen nodC, muestra grandes similitudes con receptores de
superficie. Esta proteina seria procesada dentro del nddulo, pues se han
encontrado formas truncadas de la misma, asociadas a bacteroides (John et
al, 1988).

A diferencia de los genes nodABC, los operones nodH y nodFEG de R.
meliloti, y los nodFE y nodLMN de R. leguminosarum estan involucrados en la
especificidad de hospedante y se los ha denominado genes nod especificos o
hsn (host specific nodulation).

Bacterias con mutaciones (inserciones) en los genes nodFEG y nodH
en R.meliloti producen reacciones andmalas en los pelos radiculares de su
hospedante alfalfa y deformaciones y hasta marcado enrulado de los pelos en
el hospedante heterdlogo trébol blanco. (Debelle et al, 1986; Horvath et al,
1986). Similares resultados se encontraron con 1las mutaciones en los
11amados nodLMN en R. leguminosarum o R. trifolii (Djordjevic et al 1987).
Este tipo de genes no son conservados dado que alelos de diferentes especies
no pueden ser intercambiados sin alterar el rango de hospedante. Las
funciones de estos genes son todavia poco conocidas. Dado que en algunos
casos la mutacidon de estos genes amplia o modifica el rango de hospedante,
algunos autores consideran a los mismos como genes de avirulencia para
hospedantes heterdlogos (Debellé et al, 1986; Faucher et al, 1989). Por
estas razones se los ha llamado a estos genes nod especificos o hsn (host
specific nodulation).

E1 producto del gen nodF de R. leguminosarum codificaria para una
proteina transportadora de grupos acilos, segun se deduce del andlisis y
comparacion de la secuencia de nucledtidos (Shearman et al 1986).

Se ha podido demostrar que Tlos genes nodFE de R. trifolii
determinan la produccidén de polisacaridos de superficie especificos, capaces
de interaccionar con la lectina trifollina A presente en las superficie de
los pelos radiculares de trébol (Philip-Hollingsworth et al, 1989).
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Otro gen de especificidad se ha encontrado en R. leguminosarum
cepa TOM que se caracteriza por nodular una variedad de arveja primitiva,
1Tamada Afghanistan. E1 gen responsable de conferir esta propiedad a los
rizobios se ha denominado nodX (Davis et al, 1988). Este gen codifica para
una proteina muy hidrofébica. Es interesante que su ausencia o mutacién no
altera la capacidad de Rhizobium leguminosarum de nodular variedades
comerciales de arveja; Unicamente modifica el rango de hospedante excluyendo
a la variedad primitiva de arveja.

En el genoma de R. meliloti entre los grupos de genes nodABC y los
genes de especificidad se encuentran interacladas dos regiones 1lamadas Ila
y IIb cuyas mutaciones producen fenotipos de nodulacién retardada acompafiada
de un profuso enrulado de pelos y produccién de hilos de infeccién (Debellé
et al, 1986).

En 1a regién Ila se han encontrado dos marcos de lectura abiertos
que se han denominado nodI y nodJ. Estos genes que se encuentran a la
derecha del gen nodC se han hallado en R. meliloti y en R leguminosarum. EI
analisis de secuencia de los-genes nodl y nodJ de R. leguminosarum sugiere
que el producto del gen nodl estaria relacionado a proteinas que unen ATP,
del tipo de las que participan en los procesos de transporte activo en
bacterias. E1 producto del gen nodJ resultaria ser una proteina muy
hidrofobica, probablemente interna de membrana (Evans y Downie 1986).

La region IIb presenta dos marcos de lectura abiertos denominados
nodP y nodQ. Esta region IIb es necesaria para poder transferir a R.
trifoli7 1a habilidad de enrular pelos radiculares de alfalfa; una mutacidn
en esta regién extiende el rango de huésped de R. meliloti a Vicia sativa; y
también esta regidén se encuentra involucrada en la dominancia de los genes
nod de R. meliloti sobre los de R. leguminosarum (Cervantes et al, 1989). El
andlisis de la secuencia del gen nod@ revela similitudes con factores de
iniciacion y elongacidon propios del proceso de traduccién y sintesis de
proteinas (Cervantes et al, 1989),

En R. Teguminosarum se ha descrito recientemente un nuevo gen nod0
ubicado a la izquierda del gen nodD, que codifica para una proteina rica en
glicina y aspartico, la cual se exporta al medio sin ser modificado su
extremo N-terminal y que es capaz de unir cat? (Economou et al, 1990). La
mutacion de este gen nod0 no produce alteraciones significativas en 1la
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nodulacién de vicia o arveja, pero tiene efectos severos cuando se suma a
una mutacion en el gen nodf (Economou et al, 1990), Tlo que sugiere
mecanismos concurrentes o potenciados en el accionar de estos genes.

Otros productos génicos inducibles por compuestos flavonoides han
sido detectados en los rizobios, aunque su funcién es ain desconocida, entre
ellos una proteina de 50 kDa que se excreta al medio de cultivo (de Maagdad
et al, 1988). No se sabe ain si esta proteina es la misma que la codificada
por el gen nod0; es posible que ello sea asi, dado que las mutaciones
descritas por de Maagd et al que eliminan la produccién de la proteina de
50kDa caen en la zona descrita para el gen nod0 (Economou et al, 1990). Esta
proteina resulta importante para la nodulacion dependiendo de la cepa de
rizobios y de la planta hospedante ensayados (de Maagd et al, 1989),
comportindose como un gen de especificidad muy restringida, al modo del gen
nodX citado mds arriba.

Existe otra proteina de 24 kDa, de localizacién citosélica, que no
se detecta en bacteroides, y que estd codificada por genes cercanos a los
genes nod, a los que se ha denominado rhi, pues se cree que estas proteinas
se expresarian en la rizosfera (Dibb et al, 1984; Economou et al, 1989).

Estudios independientes muestran que R. Jeguminosarum produce un
factor dependiente de los genes nodABC que provoca el acortamiento y
engrosamiento de la raiz y deformacién de los pelos radiculares en su
hospedante vicia (Zaat et al, 1987). Un factor similar es producido por R.
meliloti (Faucher et al, 1988). Este factor de R. meliloti induce ademis 1la
deformacién de los pelos radiculares de alfalfa en forma especifica. EI
factor requiere de los genes nodABC pero ademds es modificado para actuar
especificamente sobre alfalfa por accidén del gen nodd de R. meliloti
(Faucher et al, 1988). La falta de este ultimo gen en R. meliloti determina
que este rizobio produzca un factor que es inactivo sobre alfalfa pero
activo sobre vicia. La contraprueba se encuentré al incorporar a R.
leguminosarum (que posee los genes comunes nodABC) los genes nod H y nodQ de
R. meliloti. De este modo, en relacidn a su hospedante, R. leguminosarum se
convirtiéo en un homélogo de R. meliloti ya que adquirié la capacidad de
infectar y nodular alfalfa, y producir un factor deformador de pelos activo
sobre alfalfa, perdiendo simultidneamente su capacidad de interactuar con las
raices de vicia (Faucher et al, 1989).
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Esta sustancia deformadora de los pelos radiculares especifica
para alfalfa ha sido finalmente identificada como un B-1,4 tetrasacarido de
glucosamina, sulfatado y sustituido por grupos acetilos y un grupo acilo de
un acido graso de Cig con dos insaturaciones, y se la ha denominado NodRm-1
(Lerouge et al, 1990). Estos resultados constituyen uno de los mayores
éxitos en el estudio de Tlas bases genéticas de 1los mecanismos de
reconocimiento entre los simbiontes.

Existen antecedentes sobre sustancias deformadoras de los pelos
radiculares con diferentes caracteristicas moleculares y diferentes origenes
(ver seccidén 1.15.), quizas algunas de ells relacionadas con ese factor
NodRm-1. En los sistemas Rhizobium-leguminosas existirian sustancias
termosensibles y no dializables producidas por las bacterias que actdan como
inductores o activadores en la planta, la que a su vez produce otra
sustancia termoestable -y también nodializable- que estaria involucrada en
el fendémeno de la morfologia anormal de los pelos radiculares durante el
proceso de asociacidon simbiética (Ljunggren, 1969). Por otra parte en
sobrenadantes de cultivos de R. trifolii se han encontrado factores
deformadores de los pelos radiculares que pueden fraccionarse en sustancias
de alto y bajo peso molecular y que pueden ser también termoestables o
termosensibles (Bhuvaneswari y Solheim, 1985; Erwin y Hubbell, 1985),

Un aspecto que resulta muy interesante es 1la posibilidad de
expresion de genes de Rhizobium en otros organismos relacionados. Los
géneros Agrobacterium 'y Phyllobacterium pertenecientes a la familia
Rhizobiaceae permiten este tipo de construcciones quiméricas (Truchet et al,
1984; van Veen et al, 1988). La introduccion de regiones del pSym
conteniendo los genes nod de R. meliloti en A. tumefaciens permite la
nodulacién de alfalfa por este (ltimo a través de una infeccién atipica
(Truchet et al, 1984). La introducion del plasmido pR1JI de R. leguminosarum
en P.myrsinacearum confirié a este Gltimo 1la habilidad para nodular
efectivamente raices de vicia. Estudios sobre la expresion de los genes nod
en Agrobacterium y otras bacterias, indican que otros genes ademds de los
nod son necesarios para la induccion por flavonas de estos dltimos (Yelton
et al, 1987).

Estos sistemas quiméricos amplian la posibilidad de estudio de 1la
expresién de genes nod de los rizobios y su participacién en los diversos
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fenomenos que constituyen el proceso de la asociacion simbidtica (ver
capitulo 8).

1.6. - LA RIZGSFERA.

E1 término rizosfera fue introducido en 1904 por Hiltner para
describir la zona del suelo alrededor de las raices de leguminosas donde las
bacterias estarian influenciadas por los compuestos 1liberados por los
nodulos. Actualmente se considera rizosfera al volumen de suelo cercano a la
raiz de cualquier planta, donde existe una elevada actividad microbiana,
debido a la exportacién de sustancias orgdnicas desde la raiz de la planta
al suelo circundante, proceso que se denomina exudacién radicular (ver
seccion 1.8). De este modo la rizosfera es el lugar donde ocurren diversos
procesos e interacciones bioldgicamente importantes, como por ejemplo: La
absorcion de nutrientes inorgdnicos por la raiz; 1la interaccién con
bacterias u hongos que pueden ser sapréfitos, patdgenos o benéficos para la
planta; la interaccidn con micorrizas; el ataque de la planta por nematodes
(O1sson, 1987).

Algunos autores han utilizado el término rizosfera para referirse
a zonas de la raiz que se observan cuando ésta se inocula en un medio
liquido con la técnica de Fahraeus (Fahraeus, 1957). En estas condiciones
aparece una zona no uniforme de rizobios acumulados o nadando en la vecindad
de la superficie radicular. Observaciones con microscopia electrdénica de
estos preparados muestran wuna capa mucilaginosa sobre 1la superficie
radicular y la acumulacion de los rizobios entre una capa membranosa y la
célula epidérmica. Estas estructuras fueron consideradas como un tejido
exterior necesario para el proceso de infeccién donde se concentraria el
intercambio de sefiales entre los simbiontes (Dart y Mercer, 1964).

Es muy importante considerar la regién circundante de las semillas
en germinacidon que se denomina espermosfera (Lynch, 1983) y que ha recibido
muy poca atencidén por parte de los fisidlogos y microbiélogos. Quizis aqui
exista el mayor potencial para efectos microbianos que pueden tener una
influencia final sobre la planta. En el caso de semillas de leguminosas es
muy sugestivo que de extractos de semillas se obtengan lectinas y sustancias
inductoras de los genes nod de los rizobios, que poseen una participacion
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determinante en el establecimiento de la simbiosis (Hartwig et al, 1990a;
Halverson y Stacey, 1986a). Es posible pensar en un proceso quimiotactico
hacia T1a espermosfera y una colonizacién primaria en torno de las radiculas
emergentes, procesos que quizds determinen o influyan decisivamente sobre la
colonizacién final de la rizosfera.

La existencia de un ecosistema rizosférico depende directamente de
Tos materiales que provienen de la raiz a medida que ésta crece y se
desarrolla en un ambiente no estéril (el suelo circundante) (Hale et al,
1981). Alli reside la importancia de considerar y estudiar los efectos de
los exud~dos radiculares sobre el comportamiento de los microorganismos
rizosféricos.

1.7. - LA DIFERENCIACION RADICULAR Y SU IMPORTANCIA EN EL ESTABLECIMIENTO DE
LA SIMBIOSIS.

Si consideramos el ecosistema raiz-microorganismo, se pueden
distinguir al menos dos ambientes, uno fisico o estructural dado por 1la
diferenciacidn radicular y uno quimico dado por los exudados radiculares
(Bowen, 1981).

E1 sistema radicular puede considerarse como un continuo espectro
de cinco zonas morfolégicas diferenciables: el &dpice radicular (root cap o
root tip), la zona de elongacién, la zona de pelos radiculares, la zona de
lisis de células epidérmicas e iniciacidon de raices laterales, y la zona de
la raiz con engrosamiento secundario. La superficie de todas estas zonas
estd cubierta por un mucigel (Rovira, 1979) en forma heterogénea, segin cada
zona, y de composicién también heterogénea. A este mucigel se lo considera
compuesto por mucilagos de origen vegetal y material de origen bacteriano,
células y sus productos metabdlicos, y material mineral y orgdnico coloidal
propio del suelo.

1.7.1. - LA ZONA DEL APICE RADICULAR Y LA ZONA DE ELONGACION.

Estas zonas constituyen dreas de intensa actividad metabdlica.
Estas células se encuentran cubiertas por una capa de mucilago de la planta,
gruesa en el dpice (5-10 gm), y que se afina en las células de elongacidn.
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Las observaciones microscépicas sugieren la existencia de una fina cuticula
cubriendo externamente este mucilago (Dart y Mercer, 1964; Foster, 1981).
Esta zona es muy activa en la exudacién de sustancias por la raiz (Bowen,
1981; Djordjevic et al, 1987; Peters y Long, 1988) y en ella se localizan

sitios de atraccién de rizobios y otras bacterias inespecificas (Gulash et
al, 1984).

1.7.2. - LA ZONA DE PELOS RADICULARES.

La zona de elongacidén se continla con la zona de formacidén de
pelos radiculares o pelos radiculares emergentes y la zona de pelos maduros.
Los pelos radiculares también penetran en el suelo rizosférico y secretan
una cubierta de mucilago (Bowen, 1981).

Estas zonas -elongacion y pelos radiculares-adquieren particular
importancia en la interaccion rizobio-leguminosa ya que constituyen la zona
infectable de 1a raiz (Buhvaneswari y Bauer, 1980). En 1las raices de
leguminosas la zona de elongacidn radicular entre el apice radicular "root
tip" (RT) y 1la zona de pelos emergentes (ERH) resulta ser 1la region
infectable o competente para la infeccién de la raiz; esta region también
11amada ventana infectiva se corre en el sentido de crecimiento de la raiz
con el crecimiento de la misma (Bhuvaneswari y Bauer, 1982). Por lo tanto la
posicién de los ndédulos en la raiz en relacion a la posicién del épice
radicular al momento de Tla inoculacidén (marca RT) permite comparar
velocidades o tiempos en los que ocurre la infeccién. Asi, si un nddulo
corresponde a una infeccién mas temprana que otra, se encontrarad mis arriba
en la raiz tomando la marca RT como punto de referencia. Esta propiedad muy
utilizada en diversos trabajos, ha sido también empleada en algunos
experimentos de esta tesis (capitulo 5, seccidn 5.4).

1.8. - EL EXUDADO RADICULAR.

La raiz se encuentra inmersa en un ambiente quimico que forma
parte del ecosistema de la rizosfera. Este ambiente quimico esta compuesto
principalmente por las distintas sustancias aportadas por la raiz al suelo,



23

Tas sustancias Tiberadas por los microorganismos presentes en la rizosfera y
por las sustancias propias del suelo.

E1T conjunto de sustancias 1liberadas por 1la raiz al medio
circundante se denomina en sentido amplio exudado radicular (Hale et al
1981). Muchos componentes de los tejidos de la raiz se encuentran en los
exudados radiculares (Rovira, 1969), por ejemplo: aminoicidos, azucares,
acidos grasos, sustancias aromdticas, polisacdridos, péptidos, enzimas,
Tectinas y otras glicoproteinas. Todas éstas son sustancias que participan
en diversas interacciones moleculares con los microoganismos presentes en la
rizosfera.

Diferentes términos se han utilizado y propuesto para designar a
las diferentes sustancias que componen el exudado radicular, de acuerdo a su
peso molecular (alto o bajo), a la forma de exportaciéon hacia el medio
(pasiva o activa), a si el origen se debe a hidrdlisis de la pared celular
vegetal por ataque de microorganismos o por lisis de células descamadas o de
las células mismas, etc. Un nuevo término que incluye todos estos procesos u
origenes diferentes para las sustancias orgédnicas presentes en el suelo y
provenientes de la raiz fue sugerido por Newman en 1985, y es
"rizodeposicion" (Olsson, 1987).

En un trabajo anterior se habia propuesto una clasificacidén mas
precisa de las diferentes sustancias aportadas por 1la planta al suelo
(Rovira et al 1979). Estos autores denominaban "exudados" al conjunto de
sustancias de bajo peso molecular liberadas el medio en forma pasiva,
"secreciones" a 1las sustancias de alto peso molecular 1iberades por
transporte activo, "mucilagos de la planta" que incluyen la cobertura del
apice radicular, hidrolizados de pared celular primaria y secreciones de
células epidérmicas que poseen sélo pared primaria, "mucigel" al material
gelatinoso compuesto por mucilago mds bacterias y particulas del suelo, Yy
"1isados" a los productos de lisis de células descamadas de la raiz.

En esta tesis nos referiremos al exudado radicular en su sentido
amplio, definido al comienzo de esta seccidn.

Diversos factores regulan la producciéon de exudados radiculares
(Hale et al, 1981):

a) Factores de stress del ambiente: agua, pH, anaerobiosis,

mecanicos, contaminacidén ambiental, luz, temperatura.
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b) Factores de 1a planta: crecimiento, sistema radicular, grado de
desarrollo, tipo de planta.

c) Factores biéticos externos: organismos rizosféricos, organismos
colonizantes.

d) Factores quimicos agricolas: nutrientes, pesticidas, etc.

La exudacién vradicular se aumenta por Tlos dafios mecinicos

producidos por el desarrollo de la raiz en el suelo y por la presencia
demicroorganismos colonizantes de la rizosfera, mientras que se disminuye
cuando la raiz sufre anerobiosis o crece en un medio estéril.
En el estudio del establecimiento de la asociacién simbidética entre Tos
rizobios y las raices de 1las leguminosas debe considerarse el exudado
radicular de las leguminosas como un factor biético muy importante en los
diferentes eventos de interacciéon que determinan el 1lamado proceso de
preinfeccion . En las siguientes secciones se describen y discuten estos
eventos tempranos de interaccién y la participaciéon de componentes del
exudado radicular en Tos mismos.

1.9. - QUIMIOTAXIS DE LOS RIZOBIOS HACIA LA RAIZ.

Los exudados radiculares han sido extensamente estudiados, en
relacién a su participacion en la preinfeccién, como quimioatractantes
responsables del acercamiento direccional de los microorganismos desde el
suelo hacia 1a superficie radicular. (Soby y Bergman, 1983, Kush y Dadarwal,
1981), e incluso hacia zonas especificas de la anatomia radicular (Gulash et
al, 1984).

Los ensayos de quimiotaxis han sido realizados utilizando
sustancias puras, reconocidas como componentes de los exudados radiculares,
(Burg et al, 1982; Caetano-Anollés et al, 1988a; Bowra y Dilworth, 1981;
Parke et al, 1985; Malek, 1989) o utilizando directamente exudado radicular
o fracciones del mismo (Gitte et al, 1978; Currier y Strobel, 1976; Seaton y
Currier, 1979; Gaworzewska y Carlile, 1982; Malek, 1989). Un estudio
detallado realizado con R. leguminosarum muestra que este rizobio es atraido
por sustancias de bajo peso molecular con diferentes caracteristicas
iénicas. A partir de un fraccionamiento del exudado radicular por resinas de
intercambio idénico, resultaron ser quimioatractantes las fracciones ya sea
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catidnicas, anidnicas, y neutras, del exudado radicular de arveja
(Gaworzewska y Carlile 1982). Estudios realizados sobre la quimiotaxis de R.
meliloti L5-30 muestran que la respuesta quimiotdctica a exudados
radiculares, de rafces homélogas como heterélogas, es varias veces superior
a la que se obtiene para sustancias simples (Malek, 1989).

No sdlo moléculas simples han sido reconocidas como
quimioatractantes, sustancias  peptidicas de bajo peso molecular
(aproximadamente 1000 daltons) propias del exudado de alfalfa son potentes
quimioatractantes de R. meliloti (Bergman et al,1988). También se han
encontrado quimioatractantes de alto peso molecular; el rizobio infectivo
del trébol de cuernito (Lotus corniculatus) es atraido por una glicoproteina
presente en el exudado radicular (Currier y Strobel, 1977). También ha sido
reportada la participacién de macromoléculas del exudado radicular y de
semillas de alfalfa como quimiatractantes para R. meliloti (Seaton vy
Currier, 1979).

Algunos de estos quimioatractantes actuarian sobre los rizobios
con la selectividad de la asociacidén simbidética. Asi se encontrdé en el caso
de la luteolina exudada por alfalfa que actia sobre R. meliloti (Caetano-
Anollés et al, 1988a), y 1la proteina quimiotactina exudada por Lotus
corniculatus, que atrae especificamente al respectivo microsimbionte
(Currier y Strobel, 1977). Sin embargo, la respuesta especifica de R.
meliloti a Tuteolina que depende de Tos genes nodABC (Caetano Anollés et al,
1988a) no pareceria ser determinante de la respuesta global quimiotactica de
los rizobios frente a las raices, ya que mutantes deletados en la regidn
nodABC (que entonces carecen de respuesta a luteolina) muestran la misma
respuesta quimiotdctica de formacién de acdmulos o "nubes" microbianas
alrededor de determinados puntos de la raiz que la cepa salvaje (ver mas
adelante).

Esta amplia variedad de atractantes tan diferentes da una idea de
la complejidad inherente a-los mecanismos sensores y adaptadores del sistema
quimiotdctico de los rizobios, mds ampliamente estudiado en otras bacterias
como Escherichia coli (Koshland, 1981). R. meliloti posee un sistema
quimiotactico que gobierna el motor de rotacién de los flagelos,
aparentemente mis complejo que el de E. coli: Este sistema poseeria una via
que detecta moléculas simples -azlcares, aminodcidos, dcidos organicos- en
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forma similar a £. coli (Kush y Dadarwal, 1981), mientras que otra responde
a sustancias propias del exudado radicular de alfalfa (Bergman et al, 1988).
Por otra parte los movimientos quimiotdcticos de R. meliloti son propios y
diferentes a los muy conocidos de E. coli (Koshland, 1981). Los 5 a 10
flagelos peritricos de estructura compleja de R. meliloti forman un haz mis
complejo, que por simple rotacién y detencién dirige los movimientos
quimiotacticos del rizobio, sin la existencia del movimiento de volteo de E.

coli previo a un cambio en la direccién de la traslacién (Gétz y Schmidt,
1987).

En relacién a la nodulacidén, la movilidad y quimiotaxis de 1los
rizobios no son funciones imprescindibles. Sin embargo son determinantes de
su capacidad competitiva para la nodulacidén. Esto Gltimo ha sido demostrado
utilizando mutantes para las funciones de movilidad y quimiotaxis de
diferentes rizobios (Hunter y Fahring, 1980; Ames y Bergman, 1981; Napoli y
Albersheim, 1980; Mellor et al, 1987). La competitividad es muy importante
al considerar el escenario natural del proceso de nodulacién que es la
rizosfera. El uso de mutantes de movilidad y quimiotaxis de R. meliloti ha
sido atil para demostrar que estas funciones microbianas determinan también
una mayor eficiencia en la nodulacién, probablemente debido a una mejor
realizacion de las etapas tempranas de adsorcidn especifica a la superficie
radicular (Caetano-Anollés et al, 1988b) (ver capitulo 8, seccidén 8.2).

La distribucion de 1la capacidad de la raiz para atraer a los
rizobios no es homogénea sino que sobresalen determinados puntos de 1la
superficie de la misma cercanos al 4pice radicular (Gulash et al, 1984;
Malek, 1989)), probablemente 1a zona mds propicia o receptora de la raiz que
posteriormente va a llevar a cabo las siguientes etapas de la asociacidn
simbidtica. Estos estudios de observacidn microscépica, que revelan la
formacidn de acimulos o "nubes" microbianas alrededor de determinados puntos
de la superficie radicular, muestran que 1la movilidad y quimiotaxis
bacteriana contribuyen con un factor de complejidad adicional en la relacién
de los rizobios con la superficie de la raiz.
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1.10. - LA COLONIZACION RIZOSFERICA.

E1 aumento del ndmero de bacterias en las zonas del suelo vecinas
a la raiz y sobre su superficie, debido tanto a los movimientos
quimiotacticos (seccidn 1.9.) como a la multiplicacidn bacteriana sostenida
por las sustancias exudadas por la raiz al medio (ver seccién 1.8.), se
denomina colonizaci6n rizosférica.

El estimulo de crecimiento microbiano se ha estudiado de
diferentes maneras; una de ellas ha sido por la utilizacién de un medio
minimo de cultivo, suplementado por el agregado de exudado radicular o de
alguno de sus diferentes componentes -determinados a partir del estudio de
1a composicién quimica del exudado radicular- y ensayados como nutrientes;
otra forma ha sido estudiar el crecimiento microbiano directamente sobre la
raiz o alrededor de la misma. Un estudio de crecimiento de diferentes
rizobios sobre la superficie de diferentes leguminosas y su crecimiento in
vitro, en ausencia de raices, en medios suplementados con exudados
radiculares homélogos o heterdlogos correspondientes a varios sistemas
diferentes de inoculacién cruzada mostrd que en la colonizacion rizosférica
no se manifiesta una selectividad especifica para el microsimbionte (Peters
y Alexander, 1964).

Otro autor (Van Egeraat, 1975a y b) halld sin embargo un estimulo
de crecimiento de R. leguminosarum por accidén de la homoserina, siendo éste
el aminoacido preponderante en extractos de raices de arveja. Sin embargo la
homoserina no es mayoritaria en el exudado radicular de la zona del apice
radicular, zona muy importante para las interacciones tempranas entre los
simbiontes (Bhuvaneswari et al, 1980). La homoserina es liberada por la raiz
hacia el suelo principalmente por las zonas de crecimiento de raices
secundarias; esto ayudaria a colonizar los primordios de raices secundarias
y la formacidén de nédulos alli.

Algunos estudios sobre crecimiento bacteriano en medios minimos
suplementados con sustancias de la planta presentan resultados
contradictorios: en un trabajo realizado con trébol, el exudado radicular de
la planta hospedante fue incapaz de sostener el crecimiento de un cultivo
del rizobio infectivo (Kush y Dadarwal, 1981); en cambio, el exudado de soja
o caupi pudo mantener el crecimiento y la expresién de la nitrogenasa de B.
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Japonicum cuando se lo utilizé como fuente de C en el medio de cultivo
(Odunfa y Werner, 1980).

Una clase de sustancias que ha centrado la atencién de muchos
investigadores en estos (ltimos afios son las flavonas, isoflavonas y
sustancias relacionadas, presentes en 1los exudados radiculares de 1las
leguminosas, cuya funcidén més importante y espectacular es la de actuar como
inductores o represores de genes simbidticos en el microsimbionte (ver mas
adelante seccién 1.11.). Dada la importancia de estas sustancias en el
establecimiento de la simbiosis, se ha estudiado también su uso catabdlico
por las bacterias, encontrdndose que dos isoflavonoides presentes en el
exudado radicular de soja promueven el crecimiento de microorganismos
rizosféricos, en forma no especifica para la simbiosis (Lameta y Jay, 1987).

Dado que -de acuerdo a los resultados ya mencionados- el efecto
rizosférico no presentaria marcadas caracteristicas de seleccidn para el
microsimbionte, se han buscado rutas alternativas para transformarlo en un
proceso selectivo. En ese sentido un ejemplo se encuentra en el uso de las
calisteginas, sustancias poco difundidas en el reino vegetal, cuyo
catabolismo por parte del rizobio resulta ser una propiedad transmisible por
plasmido a diferentes bacterias rizosféricas (Tepfer et al, 1988).

Hoy puede especularse que Tla manipulacién genética tanto de la
planta como del microsimbionte abren la posibilidad de modificar la ecologia
de la rizosfera en forma selectiva, produciendo sistemas simbidticos
adaptables a diferentes condiciones ambientales que pueden ser aprovechadas
por el hombre.

1.11. - COMPUESTOS DE LA PLANTA QUE PARTICIPAN EN LA REGULACION DE LA
EXPRESION DE LOS GENES nod DE LOS RIZOBIOS.

Las plantas sintetizan una amplia variedad de compuestos fendlicos
tanto en tejidos de la raiz como de la parte aérea durante su normal
crecimiento y desarrollo. Estos son producidos por la via del camino de
biosintesis de los fenilpropanoides y cumplen una variedad muy amplia de
funciones. Algunos son bloques componentes de pigmentos que participan en la
estructura de la pared celular, en los sistemas de proteccién contra la luz
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ultravioleta, en mecanismos de defensa contra patégenos y posiblemente se
utilicen para modificar la accién de hormonas (Peters y Verma, 1990).

Estos compuestos se encuentran muy involucrados en la expresién de
genes en las interacciones planta-microorganismos. Asi, los compuestos
fenolicos inducen una variedad de genes catabdélicos en bacterias asociadas a
plantas. Compuestos monociclicos como la acetociringona inducen los genes de
virulencia de Agrobacterium tumefaciens (Peters y Verma, 1990).

En relacion a la simbiosis Rhizobium-leguminosa varios componentes
de naturaleza flavonoidea derivados de las plantas han sido identificados en
exudados radiculares que pueden actuar tanto activando como antagonizando 1la
induccidon de los 1lamados genes nod de los rizobios.

La participacidn de componentes de la planta en la expresién de
genes del rizobio fue reportada por primera vez en un trabajo sobre 1la
induccion de genes nod de R. meliloti (Mulligan y Long, 1985). Utilizando
fusiones de estos genes con el de B-galactosidasa para poder medir Tos
niveles de expresion genética, se encontré que la induccidén del gen nodC
requeria la presencia del gen nodD y sustancias de la planta presentes en
exudados de semilla o exudados radiculares de plantulas de alfalfa, o de
plantas heterélogas (Mulligan y Long, 1985).

Posteriormente uno de los principales activadores de la induccidn
de los genes nod de R. meliloti fue identificado por separacion,
purificacion y estudios espectrales como la 3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona
cominmente 1lamada luteolina (Peters et al, 1985). Esta sustancia de bajo
peso molecular es termoestable y dializable. Otros estudios indican que la
actividad estimulatoria equivalente a luteolina en el exudado radicular en
si de alfalfa se encuentra en una gran mayoria (50%) en una forma
glicosilada que puede ser liberada por hidrélisis dcida (Philips et al,
1988). Recientes estudios sobre actividades inductoras de los genes nod de
R. meliloti en exudados de semilla y radiculares de una variedad de alfalfa
-Moapa 69- han permitido identificar compuestos aln mds activos que la
luteolina. En exudados de semillas los inductores mds importantes son el
crisoeriol (3/-metoxiluteolina) y la luteolina. Las concentraciones de estas
sustancias con las que se obtiene la mitad de 1a midxima respuesta son 5 y 18
nanomolar respectivamente. Resulta interesante que la concentracion de estos
compuestos con actividad estimulatoria en el exudado de semillas sea 100
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veces mayor que la que se encuentra en los exudados radiculares (Philips et
al, 1988; Hartwig et al, 1990a). Existen en los exudados de semilla otros
derivados de la 1luteolina (luteolina-7-o0-glucésido, 5-metoxiluteolina y
37,5-dimetoxiluteolina) que sumados se encuentran en una concentracién 24
veces mayor a la de la Tuteolina mds el crisoeriol. La actividad inductora
de estos compuestos estaria asociada a su degradacién a luteolina o
crisoeriol, y su alta concentracién sugieren que podrian contribuir
significativamente a la actividad inductora de genes nod en el suelo. Estos
resultados refuerzan la idea ya expuesta (ver seccién 1.6.) sobre 1la
importancia de los exudados de semillas y los procesos biolégicos que
ocurririan en la espermosfera. En el exudado radicular de alfalfa variedad
Moapa 69 no se encuentra Tluteolina pero han sido identificados tres
sustancias inductoras de genes nod: 4,4’'-dihidroxi-2’-metoxichalcona, 4',7-
dihidroxiflavona y 4’,7-dihidroxiflavanona. La sustancia mis activa como
inductora de los genes nod resulta ser la 4,4’-dihidroxi-2’-metoxicalcona
que permite obtener la mitad del midximo de induccidén con una concentracidn 2
nanomolar, resultando ser casi 10 veces mas activa que la luteolina (Maxwell
et al, 1989).

Estas sustancias flavonoideas aisladas de semilla o exudado
radicular de alfalfa, en su accion sobre los rizobios son capaces de
interactuar entre si de modo que los efectos finales resultan a veces ser
diferentes a los esperados por la simple aditividad de los efectos que
producen las sustancias por separado (Hartwig et al, 1989). Asi la luteolina
y la 4,4’-dihidroxi-2’-metoxichalcona presentan efectos sinérgicos en muy
bajas concentraciones. Por el contrario los dos inductores moderados del
exudado radicular de alfalfa, la 4’,7-dihidroxiflavona y 1la 4',7-
dihidroxiflavanona disminuyen el efecto inductor de altas concentraciones
(24nM) de Tlos potentes inductores Tluteolina o 4,4’-dihidroxi-2’-
metoxichalcona, actuando como sustancias antagdénicas (ver mds adelante).

En otras plantas fueron identificados los principales activadores
para otras especies de rizobios. En trébol la 4’,7’-dihidroxiflavona (DHF)
(Redmond et al, 1986), en arveja la apigenina-7-o-glucésido y el erodictiol
han sido sugeridos como los mas importantes (Zaat et al, 1988) y en soja el
activador mis importante es la isoflavona daidzeina (Kosslak et al,1987).



31

Ademés de sustancias activadoras, un estudio realizado en R.
leguminosarum revelé la existencia de posibles sustancias antagonicas para
la induccién de los genes nod (Firmin et al, 1986). E1 estudio de diversos
compuestos estrechamente relacionados permitié identificar las diferentes
sustancias activadoras o inhibidoras de la induccién de genes nod en R.
trifolii (Djordjevic et al, 1987) y en R. meliloti (Peters y Long, 1988). En
este ultimo caso el antagonista mis importante de la sustancia activadora
Tuteolina resulté ser la umbelliferona (Peters y Long, 1988).

Tanto en el caso de trébol (Djordjevic et al, 1987) como en el de
alfalfa (Peters y Long, 1988) se ha encontrado que la zona de exudacién de
la raiz con una actividad neta de estimulacién de la induccidén de los genes
nod coincide con la ventana infectable de la raiz formada por la zona de
elongacion radicular entre el dpice y la zona de pelos emergentes,
determinada por ensayos directos de infectividad de rizobios y localizacién
de los ndédulos sobre la raiz (Bhuvaneswari et al, 1980; Bhuvaneswari et al,
1981).

Un estudio que enfatiza la participacidon de estas sustancias en el
proceso global de nodulacién fue realizado utilizando dos poblaciones de
alfalfa, de las cuales una es supernoduladora, derivada de la otra. Se
encontrd que 1la poblacidon mds noduladora poseia una concentracidén de
luteolina 77% superior a la de la poblacidn parental. Mds audn, el agregado
de 10 pM luteolina en los ensayos de nodulacion con la poblacién parental
aumentaba significativamente su nodulacion. Estos resultados indican que
niveles normales de inductores de genes nod en las plantas podrian
constituir un factor limitante para la nodulacidn por los rizobios (Kapulnik
et al, 1987).

Como ya se ha discutido (ver seccion 1.5., diferentes formas
moleculares del producto del gen nodC) es posible que algunas sustancias
participen en mds de un evento de interaccion en el proceso de asociaciodn.
Con las sustancias flavonoideas ocurriria lo mismo. Asi como ya se ha
mencionado (ver seccidén 1.9.), la luteolina que es un'potente inductor de
los genes nod de R. meliloti, resulta ser un fuerte quimioatractante de R.
meliloti en concentraciones de 10°® M. Las sustancias antagonistas de la
Juteolina como la umbelliferona, también se comportan como antagonistas de
esta respuesta quimiotactica (Caetano-Anollés et al, 1988a).
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1.12. - ACTIVIDADES GLICOSIDASICAS PRESENTES EN EL EXUDADO RADICULAR.

Las interacciones entre el rizobio y 1la raiz implican 1la
participacion de las superficies expuestas por ambos simbiontes. En el
rizobio existen diferentes tipos de polisaciridos que forman parte de la
membrana externa de la bacteria (LPS) y de las estructuras de su superficie
(CPS y EPS). En la superficie de la célula vegetal se encuentra la pared
celular con un alto contenido de polisacaridos, celulosa y pectinas.

La composicidén de las superficies actuantes da lugar a suponer que
en dicha interaccién simbidtica se encuentren involucradas enzimas con
actividad glicosidasicas capaces de degradar o modificar los polisacaridos
expuestos.

En los exudados radiculares de las leguminosas trébol y arveja se
han detectado enzimas con actividad glicosiddsica capaces de degradar
polisacdaridos de la superficie de los rizobios. La especificidad de estas
enzimas se manifiesta en forma parcial. Mientras que las preparaciones
enzimdticas de trébol degradan parcialmente Tlos polisacdridos de su
simbionte R. trifolii, actuan en menor extensidn sobre los polisacaridos del
rizobio heterdlogo R. Jleguminosarum. Sin embargo, a la inversa, enzimas
preparadas de arveja degradan los polisacdridos homélogos y heterdlogos con
una diferencia a favor del homélogo mds pequeiia que en el primer caso
(Solheim y Fjellheim, 1984). Es importante remarcar que es dificil llegar a
conclusiones respecto de la especificidad o no de esta interaccidn, cuando
deben extrapolarse datos obtenidos in vitro con fracciones semipurificadas
de polisacaridos como sustratos.

Otros autores ensayaron estas actividades wutilizando células
rizobianas como sustrato y anticuerpos contra antigenos de superficie del
rizobio para observar por inmunofluorecencia la posible degradacion o no de
la cépsula bacteriana. De este modo pudo detectarse en el exudado radicular
de trébol una glicosidasa que erosiona la cépsula rizobiana dando como
resultado células rizobianas con polisacarido capsular remanente en los
polos celulares. Esta actividad no pudo ser reemplazada con igual eficacia
por exudado radicular de alfalfa sugiriendo una cierta especificidad
simbiética en esta reaccién enzimitica (Dazzo et al, 1982). Esta actividad
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enzimatica favoreceria la adhesién polar de los rizobios a la superficie de
los pelos radiculares, modo especifico de adsorcién en el sistema
R.trifolii-trébol (Dazzo et al, 1984).

Otras enzimas del tipo de poligalacturonasas o pectinasas se han
detectado en el medio de crecimiento de raices, inducidas por la presencia
del rizobio infectivo para la planta (Ljunggren, 1969). Esta induccidén pudo
obtenerse también utilizando unicamente material soluble proveniente del
cultivo del rizobio. Segin este autor, estas enzimas Jugarian un rol
importante en el proceso de infeccién del pelo radicular.

La importancia de las glicosidasas en el fenémeno de
reconocimiento entre los simbiontes ha sido puesta de manifiesto en Tlos
ultimos afios al Tograr romper la barrera de especificidad para la infeccién
de la raiz de trébol, por tratamiento de la pared celular de la raiz con una
mezcla de enzimas glicosiddsicas. Las raices asi pretratadas fueron
posteriormente infectadas y noduladas en forma efectiva por R. Jeguminosarum
normalmente no infectivo en raices de trébol (A1-Mallah et al, 1987).

1.13. - LAS LECTINAS Y EL PROCESO DE RECONOCIMIENTO.

Es normalmente aceptado que la alta selectividad necesaria para
l1levar a cabo un proceso de reconocimiento como el que nos ocupa entre
rizobios y leguminosas estd dada por el ajuste especifico estereoquimico
entre moléculas complementarias, una llevando informacidn bioldgica y 1la
otra capaz de decodificar dicha informacién. Asi el reconocimiento celular
es otro aspecto del concepto fundamental de complementaridad 1lave-
cerradura, originalmente formulado por Emil Fischer en 1897 para referirse a
las interacciones enzima-sustrato. Esta hipdétesis inicialmente dirigida a
moléculas en solucién fue extendida por Paul Ehrlich en 1900 y Frank Lillie
en 1914 para describir interacciones de células con moléculas solubles o con
otras células a través de moléculas expuestas en su superficie.

E1 estudio de 1a naturaleza de las moléculas involucradas en este
reconocimiento constituye un amplio campo de investigacidn. En las utimas
dos décadas se ha puesto mucha atencién sobre la posibilidad de que las
lectinas y los carbohidratos medien en los fenémenos de reconocimiento
(Sharon y Lis, 1989).
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Las lectinas son proteinas que unen carbohidratos en forma
especifica y no covalente. Los carbohidratos son moléculas bioldgicas muy
versatiles que pueden 1levar mucha informacién en su constitucién. Esta
informacién reside en la naturaleza de los azicares unidos, su secuencia, la
posicion y configuracién anomérica (@ y B) de las uniones glicosidicas, la
posibilidad de uniones ramificadoras de la molécula y la posibilidad de
modificacion posterior de los azlcares con sustituyentes no sacaridicos. Las
lectinas podrian participar en el reconocimiento celular no sélo a través de
su uni6én a carbohidratos sino también a través de dominios capaces de
reconocer otros ligandos no carbohidratos, como a través de sus propios
carbohidratos ya que las lectinas son en general glicoproteinas (Barondes,
1988).

En las leguminosas una de las hipdtesis mds populares sobre las
bases de la especificidad simbiética es aquélla que sostiene que las
lectinas tendrian un rol determinante en el reconocimiento entre la raiz y
los rizobios capaces de infectar e inducir la formacidén de nddulos fijadores
de nitrdégeno. Albersheim y Anderson Prouty (1975) sugirieron que Tlos
determinantes de reconocimiento entre plantas y microorganismos podrian ser
probablemente glicoproteinas con caracter de lectinas presentes en la planta
huésped que reconocerian especificamente polisacaridosade de la superficie
bacteriana. De este modo se estableceria la adsorcion de los rizobios a la
superficie de la raiz, una de las etapas de interaccion previa a la
infeccidon y formacion del nddulo.

E1 origen de la teoria se remonta a la capacidad de los rizobios
de unir lectinas extraidas de semillas, reaccién que se pone en evidencia
por la capacidad de aglutinar eritrocitos que adquieren estos rizobios
cuando se los trata con lectina (Hamblin y Kent, 1973; Kamberger, 1977).

Posteriormente la unién de la lectina a los rizobios se estudié
por aglutinacién de los propios rizobios. La aglutinacién positiva de los
rizobios homélogos por lectinas extraidas de semillas de la planta huésped,
y la falta de aglutinacién de rizobios heterdlogos, en trébol (Dazzzo y
Hubbell, 1975), arveja (Kijne et al, 1980) y alfalfa (Paau et al, 1981),
dieron un fuerte apoyo a la teoria de reconocimiento simbidtico a través de
la unién de la lectina de la planta a carbohidratos propios del rizobio

hospedante.
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Otro criterio fue 1a unién selectiva de la lectina a los rizobios,
demostrada mediante la utilizacién de lectina marcada con un sustituyente
fluorecente (isotiocianato de fluoreceina) en soja (Bohlool y Schmidt,
1974), o por inmunofluorecencia con antisuero antilectina (Dazzo y Hubbell,
1975).

Los primeros estudios fueron realizados utilizando preparaciones
de lectinas de semillas.

A partir de estas lectinas se obtuvieron anticuerpos con los que
se buscé un meterial con reactividad cruzada en la superficie de las raices
y pelos radiculares. Asi pudo detectarse Tla presencia de sustancias
antigénicamente relacionadas con las proteinas de semilla en raices de
trébol (Dazzo y Brill, 1977), de alfalfa (Paau et al, 1981) y de arveja
(Kato et al, 1981; Diaz et al, 1984).

Una forma particulada de la lectina de trébol "trifoliina A" ha
sido aislada de exudado radicular de trébol blanco. Estas particulas
proteicas poseen trifoliina A entre otras proteinas y se encuentran en la
superficie de Tos pelos radiculares, inmersas o en el exterior del mucigel.
Las mismas son capaces de unirse a la superficie de R.trifolii y de unir més
lectina. Estos resultados sugieren un rol de estas particulas en 1las
interacciones tempranas entre los rizobios y las raices (Truchet et al,
1986) .

La hipdtesis del reconocimiento por Tlectina fue ampliada en el
caso de trébol. Los resultados obtenidos en el laboratorio dirigido por
Frank B. Dazzo con el uso de anticuerpos contra la superficie radicular de
trébol y la superficie de una cepa de R. trifolii permitieron elaborar una
teoria sobre la adhesidn especifica de los rizobios a la superficie de los
pelos radiculares de trébol. La unidén de los simbiontes estaria mediada por
la lectina trifoliina A que actuaria como puente, reconociendo antigenos
comunes tanto en los polisacdridos superficiales del rizobio como en 1los
componentes de la superficie radicular (revisado por Dazzo y Truchet, 1983).
Una evidencia de esta hipdtesis se encuentra en que el pretratamiento de los
rizobios con trifoliina A aumenta enormemente su adsorcidn a la superficie
radicular como seria de esperar si la lectina participa en el proceso de
pegado (Dazzo et al, 1976). La lectina trifoliina A reconoceria
polisacaridos especificos de R. trifolii en cuya produccion estarian
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involucrados los productos de los genes de especificidad nod FELMN del
rizobio (Philip-Hollingworth et al, 1989).

Sin embargo esta hipdétesis de reconocimiento por la lectina,
sostenida por muchos estudios en el sistema de trébol-R.trifolii, no ha
podido ser corroborada en el sistema arveja-R.leguminosarum (Smit et al,
1986, 1988; Kijne, 1989), sistema evolutivamente muy cercano ya que Tlos
rizobios correspondientes son considerados biovares distintos de un mismo
género Jleguminosarum. Incluso algunos autores no han podido confirmar la
hipétesis aun en el mismo sistema de trébol (Badenoch-Jones et al, 1985). En
estudios detallados de la asociacién tamprana entre B. Jjaponicum y soja
tampoco se ha podido demostrar una forma de adhesidn especifica (Pueppke,
1984; Vesper y Bauer, 1985). A diferencia de lo que ocurre con R. trifolii
(ver mas arriba), el pretratamiento de B. japonicum con lectina de semilla
de soja no estimula su posterior adsorcidn a las raices (Pueppke, 1984).

Como ya se ha dicho, la aglutinacién de rizobios por la lectina de
semilla de 1la planta hospedante fue uno de 1los criterios utilizados
inicialmente para demostrar que 1la wunidén rizobio-lectina refleja 1la
especificidad simbiética. Sin embargo estudios mads completos sobre la
aglutinina de alfalfa (no 1lamada lectina por no haberse encontrado un
hapteno sacaridico especifico para dicha proteina) demostraron que 1la
reacci6n de aglutinacién de R. meliloti a pH 4 -pH no fisioldgico para R.
meliloti (Adler et al, 1984)- es inespecifica y que puede ser producida con
proteinas extraidas de otras semillas (Seeger y La Rue, 1985), incluso con
proteinas no vegetales cuyo pl sea superior al pH del ensayo de aglutinacion
(Lepek, Tesis Doctoral, 1989; Lepek y Marechal, 1989). Estos resultados
sefialan que la reaccién de aglutinacién de R. meliloti, que paraddéjicamente
contribuyé a sentar las bases para la teoria de reconocimiento por lectina,
es inespecifica.

La reaccion de R. meliloti con la aglutinina de alfalfa a pH 4 se
utilizé también para caracterizar la superficie de los rizobios. Asi se
demostré, para la cepa 102F51, que una baja respuesta de aglutinacidn
(agluitinacién a diluciones bajas de aglutinina) se correlaciona con un
fenotipo de mayor competitividad para la nodulacién y un cierto patrén de
resistencias a fagos (Handelsman et al, 1984); por el contrario, mutantes
que aglutinan a altas diluciones de la aglutinina resultaron ser menos
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competitivos y presentar alterado su patron de resistencias a fagos
(Handelsman et al, 1984). Este comportamiento se debe a la presencia en el
rizobio de un polisacdrido de tipo teucurénico, que probablemente enmascare
a los receptores de 1a aglutinina (Cavagnac, 1988) (ver seccién 1.15.).

Los diferentes resultados muestran que la hipétesis de
reconocimiento mediante una lectina es un punto de discusién ain no resuelto
en el estudio de las interacciones tempranas rizobios-leguminosas (véase la
revision por Halverson y Stacey, 1986b).

No puede descartarse, sin embargo, que exista algin tipo de
interaccion especifica entre el rizobio y la lectina que deberia ser
revelada por otro ensayo bioldgico diferente. En este sentido existen
fuertes evidencias independientes de esta hipdtesis que revelan un papel
determinante de las lectinas en el proceso de reconocimiento simbidtico:

a) La localizaciéon de una lectina de arveja por técnicas de
inmunofluorecencia indirecta en la superficie de los pelos radiculares de
arveja, permitid establecer una fuerte correlacidn entre 1a presencia de la
lectina y la infeccidén de 1a raiz por el rizobio (Diaz et al, 1986).

b) La lectina de soja es capaz de revertir 1a nodulacién retardada
de un particular mutante de B. Jjaponicum y de estimular Ta nodulacion
temprana de 1a cepa salvaje «cuando ésta es inoculada en bajas
concentraciones (10* rizobios por planta) (Halverson y Stacey, 1986a). La
estimulacién de la nodulacién fue medida por el corrimiento de la posicion
del primer nédulo hacia la direccién del tallo (ver seccion 1.7.2.). En
estos ensayos la mitad del mdximo de estimulacién se obtuvo en presencia de
una concentracién de lectina extraordinariamente baja, con sélo 10 moléculas
de lectina por bacteria. Las preincubaciones de los rizobios fueron de 72
horas, pero una sola hora en presencia de la lectina seguida de 71 horas en
medio mineral produjeron el mismo efecto de estimulacién de la nodulacidn
que resulté ser dependiente de la sintesis de RNA y proteinas (Halverson y
Stacey 1986a). Estos resultados revelan mecanismos de recepcién de una seial
y posterior transduccién de la misma por parte del rizobio.

c) La lectina de semilla de soja y una lectina de cultivo de
células de soja, no relacionadas en sus caracteristicas estructurales, son
capaces de inducir en los bradyrizobios 1la capacidad de estimular
posteriormente el crecimiento de las células vegetales en cultivo,
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constituyendo una evidencia mids de la posible participacién de las lectinas
en los procesos de reconocimiento simbiético (Fantauzzo y Mutaftschiev,
1988; Imbert y Mutaftschiev, 1988).

d) Resultados mas espectaculares fueron obtenidos en un elegante
experimento en que las raices de trébol fueron hechas transgénicas mediante
la introduccién del gen de la lectina de arveja, utilizando A. rhizogenes
como vector. La expresion de esta sola lectina en las raices transformadas
de trébol permitié 1a infeccidon efectiva de las mismas por R.leguminosarum,
rizobio infectivo de arveja pero no infectivo de raices normales de trébol
(Diaz et al, 1989). Este resultado constituye una evidencia muy fuerte a
favor de un rol determinante de la lectina de la planta hospedante en
algunos de Tos pasos necesarios para la infeccidon y nodulacidn.

1.14. - OTROS COMPONENTES MACROMOLECULARES DEL EXUDADO RADICULAR QUE
INTERACCIONAN CON LOS RIZOBIOS.

Los rizobios entran en contacto con el exudado radicular a partir
del momento de su inoculacidn en las raices, o colonizacién rizosférica. Si
entre los rizobios y 1los componentes del exudado radicular existen
interacciones tempranas que producen en los rizobios cambios dirigidos hacia
el proceso de infeccidén y nodulacién, un pretratamiento de las bacterias con
estos compuestos podria acortar los tiempos del proceso de infeccion y
nodulacién posterior a la inoculaciodn.

Asi se ha detectado la participacion de componentes
macromoleculares del exudado radicular en los sistemas de caupi (Baghwat y
Thomas, 1982, 1983), soja (Halverson y Stacey, 1984, 1985) y en trébol
(Solheim, 1983).

E1 pretratamiento de los rizobios especificos con el exudado
radicular dializado de caupi produce un aumento en la poblacidn rizobiana de
células capsuladas que correlaciona con una mayor infectividad de Tos
rizobios (Baghwat y Thomas, 1983). Esta infectividad fue medida por el
método de corrimiento de 1la posiciéon del primer ndédulo hacia zonas
superiores de Tla raiz (Bhuvaneswari 'y Bauer, 1980). La actividad
estimulatoria se separé como un componente de naturaleza glicoproteica que
resulté ser termoestable (Baghwat y Thomas, 1982). La cuestidn sobre la
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eventual relacién o identidad con 1la hipotética lectina de raiz de caupi, no
fue tratada por estos autores.

En soja se obtuvieron resultados similares de aumento de
nédulacién temprana por pretratamiento de Bradyrhizobium Japonicum con el
exudado radicular. E1 estimulo consistié en la reversién fenotipica de
nodulacién retardada de un mutante particular de B. japonicum (Halverson y
Stacey, 1984). Un efecto similar se obtuvo con la cepa salvaje cuando ésta
fue inoculada en bajas concentraciones (Halverson y Stacey, 1986a). En el
caso de soja, la actividad estimulatoria resulté ser termosensible, sensible
a tratamientos con tripsina y pudo ser eficientemente suplantada por 1la
lectina purificada de semillas de soja (Halverson y Stacey, 1985, 1986).
Tanto en los sistemas de caupi como de soja, para el pretratamiento de los
correspondientes rizobios los exudados respectivos no pudieron ser
reemplazados por preparaciones de exudados vradiculares de plantas
heterélogas, propiedad que indica una expresién de la especificidad
simbidtica en etapas muy tempranas de interaccidon entre los rizobios vy
componentes del exudado radicular.

1.15. - POLISACARIDOS DE LOS RIZOBIOS.

Los polisacdaridos extracelulares de 1los rizobios comprenden
heteropolisacaridos cargados (EPS y CPS), B-glucanos y Tlipopolisacdaridos
(LPS). Entre los posibles roles de los polisacaridos extracelulares se
pueden mencionar: constituir sefiales o ser sutrato para la produccidon de
sefales, ser material necesario para la adaptacién osmdética de los rizobios
durante la invasidn, o ser factores de reconocimiento que presentan o
enmascaran a las bacterias durante la invasion (Long, 1988).

Hace unos afios atrdas los polisacdridos de 1los rizobios fueron
estudiados fundamentalmente como posibles receptores de las lectinas de la
planta en un proceso de reconocimiento temprano (Dazzo y Truchet, 1983).

Numerosos estudios se han realizado para tratar de identificar la
naturaleza de estos receptores. En los cultivos puros de rizobios se
producen diversos polisacaridos, que constituyen las 1lamadas exoestructuras
de los mismos (Mutaftschiev et al, 1982). Actualmente las hipdtesis de
trabajo mids aceptadas proponen que B. japonicum uniria a la lectina 