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RESUMEN

La simbiosis rizobio-leguminosa es la que más se ha estudiado en el mundo. Uno de 
los aspectos más interesantes de esta simbiósis es la especificidad. El objetivo de este 
trabajo es describir a nivel molecular la secuencia de pasos que se suceden, cuando una 
planta es colonizada e infectada por bacterias deO género Rhizobium, Azorhizobium o 
Bradymizobium. Los flavonoides de las pianias (metabolitos secundarios), inducen la ex
presión de genes comunes de modulación nodABC, a través de su interacción con la proteí
na NodD. Esta interacción da lugar a la síntesis de moléculas, los factores de nodulación. 
La expresión de los genes de especificidad dan lugar a la decoración de esta moiécuia 
central y con ello cambian su capacidad biológica.

Early steps of the 
rhlzobla-legume Interaction

S u  m A  rY

The rhizobia-legume symbiosis is one of the biological systems of the world that have 
been more intensely studied and one of the imost striking characteristic of it is specifidty. 
Haré I describe at the molecular level the succesion of events that ocurred while a plant Is 
belng colonized and infectad with bacteria, from the genus Rhizobium, Bradyrhizobium and 
Azorhizobium. Flavonoids, secondary metabolites excretad by the piant root interact with 
NodD, and this interaction results in the expresión of the common nodulation genes nodABC. 
Resulting this, in the synthesis of the core molécula of nod factors. Host specificity genes 
expression introduce decoraron to the core molécula, and this provoked an alteraron on the 
bioiogicel activity of the molecules.

Recibido el 4 de Junio de 1996. Aceptado el 15 de agosto de 1996.

91

Digitized by Gougle Original from
THE UNIVERSITY OF TEXAS

mailto:pbalattJ@isis.unip.edu.ar


Balatti Simbiosis R/zobh Leguminosa

I N . .O U' CCÓ

El nitrógeno es el nutriente que con ma
yor frecuencia limita el rendimiento de los cul
tivos. En muchos organismos, tanto proca
riotas como eucariotas, el crecimiento es li
mitado por la cantidad de nitrógeno disponi
ble en el ambiente y por la habilidad de los 
organismos, para metabolizar las diferentes 
formas en que encuentran el nitrógeno. El 
80 % de la atmósfera de la tierra es nitrógeno 
molecular (N2) que no esta disponible para las 
plantas debido a que ellas sólo pueden utili
zarlo en sus formas reducidas, al estado de 
nitrato o de amonio. La reducción del N, a las 
formas inorgánicas se conoce como fijación 
de nitrógeno. En el proceso industrial de fija
ción de nitrógeno, el elemento es reducido a 
alta temperatura y presión. Pero el nitrógeno 
también puede ser reducido en la naturaleza, 
por medio de bacterias libres o por asociacio
nes planta-bacteria y a esto se lo denomina 
Fijación Biológica del Nitrógeno (FBN). La 
FBN es responsable de la incorporación al 
suelo de 170 millones de toneladas de N por 
afio, lo que constituye, aproximadamente, el 
50% del total de N fijado por afio en el mun
do. Es por ello que la FBN es una alternativa 
económica, para reemplazar a los fertilizan
tes nitrogenados en suelos con bajos niveles 
d eN .

Las plantas que pertenecen a la familia 
Leguminosae (Fabaceae) pueden establecer 
una asociación simbiótica con bacterias de 
los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium o 
Azorhizobium. La bacteria invade la raíz de la 
planta (o el tallo en el caso de Azorhizobium) 
e induce el desarrollo de un nódulo, estructu
ra en la que una enzim a bacteriana, la 
nitrogenasa, reduce el nitrógeno molecular a 
amonio, el cual es transportado por el siste
ma vascular de la planta. Los primeros repor
tes sobre la presencia de nódulos en las plan
tas datan del siglo XVI. Dalechamps en la His
toria Generalis Plantarum describe una espe
cie del género Omithopodium la que habitual

mente presenta nódulos (Fred ef a/., 1932). 
El concepto sobre la naturaleza y función de 
los nódulos sufrió una evolución desde Dale
champs y distintas teorías trataron de expli
car el rol de estas estructuras tal cual lo des
cribe Fred ef ai. (1932). Recién en 1887/88 
se encontró que los nódulos eran el resultado 
de la asociación entre bacterias y plantas. 
En 1887, Beijerinck aisló la bacteria y en 1888, 
Ward comprobó que la formación de ios nó
dulos era el resultado de la acción de una 
bacteria (Fred ef a/., 1932). Casi simultánea
mente, Hellriegel y Wilfarth (citado por Burris 
y Roberts, 1993) presentaron evidencias con
vincentes del proceso de fijación de N2 en plan
tas leguminosas y localizaron el proceso, an 
los nódulos de las ralees de plantas de arveja.

Desde el momento en que se hicieron 
esas observaciones muchos investigadores 
han trabajado en la simbiósis Rhizobium- 
legum inosa y asi esta se convirtió en la  
interacción planta microorganismo más estu
diada. La familia Leguminosae, no sólo es la 
tercera familia en importancia de las angios- 
permas, sino que también incluye cultivos de 
gran interés económico (Polhiil y Raven, 
1978). Desde un punto de vista morfológico y 
ecológico, las leguminosas comprende un gru
po de especies muy diverso, con una varia
ción que va desde especies árticas de d d o  
anual hasta árboles tropicales, todas ellas  
noduladas por rizobios (Young y Johnston. 
1989). Sólo una planta no leguminosa del 
género Parasponia, desarrolla nódulos fi
jadores de nitrógeno con Bradyrhizobium  
(Trinick y Galbraith, 1980). Las evidencias in
dican que las leguminosas son una familia con 
características exdusivas y diferente del res
to de los miembros del reino vegetal. Prueba 
de esto, es que recientemente se encontró que 
cultivos axénicos de alfalfa y trébol desarro
llaron estructuras similares a los nódulos. Esto 
estarla indicando la existenda de una serie 
de eventos preprogram ados en la planta 
(Truchetefa/., 1989; B lauenfeldteta/., 1994).

Bradyrhizobium, Rhizobium y Azorhizobium
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un limitado número de hospedantes. Rhizo- 
bium leguminosarum bv. viciae nodula casi

y Pisum, pero Rhizobium sp. NGR234 puede 
nodular cerca de 200 especies distintas de ie  ̂
guminosas (Pueppke y Broughton, 1995). Las 
plantas que son noduiadas por la misma es
pade de rízobio se clasificaron en grupos lla
mados de inoculación cruzada (cross-ino- 
culation groups), los que fueron definidos en 
1932 por Fred e i a l  (1932). La importancia 
del concepto de los grupos de inoculación cru
zada ha ido perdiendo importancia por dos 
motivos. En primer lugar, la noduiación y fija
ción de nitrógeno esta mediada por los pfás- 
midos simbióticos, los que pueden ser trans
feridos a otros organismos. En segundo lu
gar, se encontró que otras leguminosas, ade
más de las esperadas, pueden ser noduiadas 
por ciertos rízobios.

La clasificación de los rízobios cambia 
constantemente no sólo debido a la disponi

Generan una reacción ádda en medio EMA. 
Las células son móviles por un flagelo polar o 
subpolar o a través de dos a seis flagelos 
perítricos. El concepto de biovarse creó debi
do a que bacterias com oR meliloti, R. phaseoli 
y R. leguminosarum son casi idénticas excep
to por el hospedante que infectan.

Las bacterias del género Bradyrhizobium 
tienen los genes nod /nol y nif en el cromo
soma. Las colonias que desarrollan son cir
culares, opacas, convexas y raramente tras
lúcidas. Se movilizan por medio de un flagelo 
polar o subpolar. Las colonias no exceden 1 
mm de diámetro, luego de 5-7 días de creci
miento en medio EMA. En este mismo medio 
líquido producen una reacción alcalina y 
nodulan preferentemente leguminosas tropi
cales.

Las bacterias del género Azorhizobium 
son de crecimiento rápido y tienen los genes 
de noduiación y fijación de nitrógeno, ubica
dos en el cromosoma. Las células son móvi
les y presentan flagelos perítricos en medio 
sólido y un solo flagelo lateral en medio líqui
do. Las colonias son circulares y tienen un 
color cremoso. Usualmente tienen 2-4 mm de 
diámetro después de 3-5 días de desarrollo 
en el medio EMA. Generan una reacción áci- 
da en el medio de crecimiento. Azorhizobium 
fija nitrógeno en forma libre de la misma for
ma que Bradyrhizobium y crece bien en me
dios libres de nitrógeno. Estos organismos in
ducen la formación de nódulos tanto en los
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Tabla i. Géneros de rizoblos y sus hospedantes slmbiótícos.
Rhizobla genera and their symbiotic hosts. _______________________ _____________

Género Leguminosas Hospedantes

tallos como en las raíces de plantas del géne
ro Sesbania.

Metabolitos Secundarios de las 
plantas: flavonoldes

La simbiosis Rhizobium-leguminosa se 
desarrolla a través de una compleja y orde
nada serie de eventos, lo que sugiere el inter
cambio de señales entre el hospedante y el 
simbionte. Innesefe/. (1985), Mulligan yLong 
(1985), Rossen et al. (1985) y Shearman et 
al. (1986) observaron que la transcripción de 
los genes de nodulación se activaba varías 
veces, cuando los rízobios se exponían a com
puestos de bajo peso molecular que están pre

sentes en los exudados de semillas y raíces. 
Peters et al. (1986) y Redmon et aii. (1986) 
respectivamente, encontraron que los com
puestos inductores eran Luteolina y Apigentnu 
para Rhizobium melilotl y 7,4-díhidroxiflavona 
para Rhizobium leguminosarum bv. trifolü. Es
tos compuestos son ñavonoides producidos 
por Das plantas. Son una clase de metabolitos 
secundarios comunes en todas las plantas 
superiores (Koes e /a /. , 1994). Los flavonoldes 
son compuestos fenólicos que tienen dos ani
llos aromáticos unidos por un C3, el que tam
bién forma una anillo en la estructura final. 
Basados en el grado de oxidación de la uni
dad C3 y en la posición del anillo, los flavo- 
noides se dividen en subclases como fla - 
vonoles, flavononas e isoflavonoides. Cada
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una de estas moléculas puede sufrir modifi
caciones como hidroxilaciones, instilaciones, 
etc., resultando así en una gran cantidad de 
compuestos con diversa actividad biológica 
(Koes etal., 1994). Los exudados de las plan
tas contienen diferentes flavonoides (Zaat ef 
al., 1988) y mientras algunos inducen los 
genes nod , otros reprimen la expresión de 
estos genes (Firmin et al., 1986; Djordjevic ef 
al., 1987).

Genética de la Nodulación

Los estudios genéticos y moleculares lle
varon a la identificación de los genes de 
nodulación (noli nod) y de fijación de nitróge
no (fíx and n//) genes. Los genes de nodulación 
nod y nol se han agrupado de acuerdo a la 
función que cumplen. Un grupo estaría for
mado por los alélos nodD, que codifican pror 
teínas reguladoras. El segundo grupo es el 
de genes comunes de nodulación. Estos están 
estructuralmente y funcionalmente conserva
dos en los rizobios y, por lo tanto, son inter
cambiables entre las especies sin alterar la 
amplitud de especies hospedantes (Martínez 
ef al., 1990). La inactivación de los genes co
munes de inoculación hace que la bacteria no 
pueda inducir la formación de nódulos. El ter
cer grupo incluye a los genes de especifici
dad. Estos genes no están estructuralmente 
conservados o si lo están, no son funcional
mente equivalentes. Estos especifican el con
junto de plantas leguminosas en las que los 
rizobios pueden formar nódulos (Djordjevic y 
Weinman, 1991).

nc- ■

El gen nodD se expresa constitutivamente 
( Rossen et al., 1985; Hovarth et al., 1987). 
Inicialmente se consideró un gen común de 
nodulación porque fue posible realizar com- 
plem entación entre diversas especies de

gen nodD (Appelbaum et aL, 1988; Góttfert et 
al., 1992), Rhizobium leguminosarum  bv. 
phaseoli tiene tres copias de nodD (Davis and 
Johnston, 1990). Rhizobium tiene tres
copias de nodD y syrM. Este es un activador 
de la transcripción altam ente homólogo a 
nodD, el que también se ha encontrado en R. 
leguminosarum bv. phaseoli (Góttfert et al., 
1986; R odríguez-Q uiñones et al., 1987; 
Bamett y Long, 1990; Michjels et al., 1993). 
Azorhizobium cauünodaps cepa ORS571 tie
ne sólo una Copia funcional del gen nodD 
(Goethals et al., 1990). Recientemente, se 
describió en Rhizobium tropid la existencia de 
cinco fragmentos de DMA homólogos a nodD 
(van Rhijn et ai., 1993).

La expresión del gen nodD esta bajo una 
estricta regulación, aunque a excepción de 
Bradyrhizobium ¡aponicum, se expresa cons
titutivamente (Rossen et al., 1985; Horvath et 
al., 1987). Los alíelos de nodD están sujetos 
a distintos tipos de regulación de su expre
sión, no solo entre cepas de una misma es
pecie sino también entre especies de Rhizo
bium. La luteolina, un flavonoide que esta pre
sente en los extractos de semilla de alfalfa 
(Petera et al., 1986), activa sólo el gen nodD1 
de R. meliloti (Phillips, 1992). Las betainas 
producidas por la rafz de plantas de alfalfa, 
como la trigonelina y stachidrina, inducen sólo
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ñodD2 (Phillips, 1992). Otro compuesto pre
sente en exudados radicales de alfalfa, 4,4 
dihidroxi-2-metoxichalcone, activa la transcrip
ción de nodD1 y nodD2 (Phillips,, 1992). En 
R. meliloti la expresión de nodD3 depende de 
una proteína activadora SyrM (Swanson etal., 
1993), y la expresión de nodD1 depende en 
algunas cepas como AK631 de una proteína 
represora (Kondorosi et al., 1989). En R. 
leguminosarum bv. viciae nodD autoregula su 
expresión (Rossen etal., 1985). En Rhizobium 
tropici CIAT899 y Rhizobium sp. BR816 se 
encontraron cinco y cuatro copias de nodD 
respectivamente (van Rhijn et ai., 1994a; 
1994b). En R. tropici CIAT899 sólo nodD1 y 
en un nivel aún menor, nodD3, son proteínas 
activadoras de la transcripción de los genes 
de nodulación, que responden a la inducción 
con fiavonoides (van Rhijn et ai., 1994). Más 
aún, un muíante nodD* de Rhizobium sp. 
NGR234, que es nod* en Leucaena leuco- 
cephaia, Macroptilum atropurpureum  y 
Phaseoius vuigaris, fue complementado y 
pudo nodular las tres especies, sólo con el 
gen nodD1 proveniente de R. tropici. La 
complementación del mismo m uíante con 
nodD3 y nodD5 resultó en un fenotipo no- 
dulante sólo con Phaseoius vuigaris (van Rhijn 
et al., 1994a). En Rhizobium sp. BR816, los 
cuatro genes nodD difieren en su respuesta a 
los fiavonoides y cada uno complementó al 
mutante de NGR234nodDf\ en al menos una 
de tres especies hospedantes (van Rhijn et 
a i, 1994b). Estas evidencias sugieren que la 
especificidad de las cepas CIAT890 y BR816 
está bajo un estricto control, a través de co
pias múltiples de nodD. Esto es un escenario 
similar al de R. meliloti, bacteria que también 
lleva copias múltiples de nodD.

El producto del gen nodD ha sido clasifi
cado sobre la base de la homología y a la 
retención de la estructura hélice-giro-hélice 
(Schell, 1993). Es una proteína tipo Lys R. 
Estas moléculas reguladoras del tipo LysR tie
nen ciertas propiedades comunes que se pue
den sintetizar como sigue:

a) codifican una proteína activadora de la 
transcripción de respuesta coinducida, con 
tamaños que van de los 276 a 324 amino
ácidos; b) se unen a ciertas secuencias del 
DNA con posiciones y motivos estructurales 
similares; c) cada una de estas proteínas se 
transcribe en forma divergente del promotor 
o a veces se solapa con el promotor del gen 
que regulan; d) la capacidad de cubrir un sec
tor de DNA en el que se solapan dos promo
tores divergentes les permite regular la expre
sión bidireccional de genes (Beck and Warren, 
1988); e) usualmente la transcripción del gen 
regulado es activada sólo ante la presencia 
de moléculas-señales pequeñas que actúan 
de coinductor; f) la región amino terminal esta 
conservada mientras que la región C-term l- 
nal diverge; g) todas estas proteínas presen
tan una conformación hélice-giro-hélice en la 
región amino terminal; h) análisis de foot- 
printing (impresiones de contacto) sugieren 
que estas proteínas se unen ai DNA en au
sencia de la molécula inductora (Schlaman 
et a i, 1992; Schell, 1993).

La proteína NodD interactúa de una ma
nera aún desconocida con las moléculas-se
ñales producidas por las plantas (usualmente 
fiavonoides aunque algunas veces también lo 
hace con otras moléculas) y activan la expre
sión de ios genes nod y nol. Se ha encontra
do que la sensibilidad de la proteína NodD a 
distintas señales correlaciona con un estre
cho o amplio número de especies hospedantes 
de los rizobios (Horvath et a i, 1987; Spaink 
et a i, 1987; Gyórgypal eta l., 1991). Recien
temente, Sousa et a i  (1993) demostraron que 
un fragmento de DNA de R. tropici que lleva 
la mitad amino terminal del gen nodD y una 
secuencia homóioga a la nod-box, extiende el 
número de hospedantes de R. leguminosarum 
bv. phaseli y bv. trifoiii a plantas normalmente 
noduladas por R. tropici. Más aún, ios alíelos 
de nodD de R. meiiioti tienen funciones comu
nes de actividad promotora, pero difieren en 
la habilidad para reconocer los fiavonoides 
inductores (ver párrafo anterior) (Gyórgypal
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et al., 1988; Phillips, 1992). Algunas eviden
cias indirectas sugieren que la parte C-termi- 
nal de NodD debe interactúar con tas señales 
de las plantas. La mayoría de los aminoácidos 
que varían en la protefna NodD se encuen
tran ubicados en la región C-terminal (Horvath 
et a/., 1987; Appelbaum et al., 1988). El re
emplazo de la porción C-terminal del gen nodD 
de MPKI3030, una cepa derivada de NGR234, 
con la correspondiente porción del gen nodD1 
de R. meliloti resultó en un reconocimiento y 
rango de hospedantes típico de R. meliloti 
(Horvath et al. , 1987). La mayoria de las alte
raciones que afectan la habilidad de NodD de 
reconocer determinados flavonoides inducto
res se ubican por detrás del aminoácido 132 
(Bum et ak, 1989; Mclver et al., 1989; Spaink 
et al., 1989b.

La secuencia conservada nod-box

NodD se une a una secuencia conserva
da de ácido desoxirribonucleico (ADN) llama
da nod-box. Este fragmento de ADN es de 
aproximadamente 50 pares de bases y se 
encuentra marcadamente conservado en la 
región 5'. Esta región precede a la mayoría 
de los operones de nodulación (Rostas et ai., 
1986; Schofield y Watson, 1986; Shearman 
et al., 1986; Spaink et al., 1987). Algunos 
genes que dependen del gen nodD1 no pre
sentan la región conservada nod-box (S a- 
dowsky et al., 1988; Meinhardt et al., 1993; 
Boundy-Mills et al., 1994). La estructura de 
la secuencia nod-box aún se halla en discu
sión y se han propuesto tres modelos diferen
tes. Rostas et al. (1986) propusieron que una 
secuencia de aproximadamente 50 pares de 
bases es importante para la expresión de los 
genes de nodulación (nod) e identificaron, tres 
motivos altamente conservados de 5, 7 y 25 
pares de bases. Los otros dos modelos de la 
secuencia nod-box son modulares. Un mode
lo esta compuesto de dos módulos de 9 pa
res de bases repetidos (Wang y Stacey, 1991)

y el otro esta compuesto por estructuras que 
se repiten en forma inversa (Goethals et al., 
1992). Se han descripto unos pocos genes en 
los que la secuencia nod-box se encuentra 
ausente, pero que aún así, responden a la in
ducción con flavonoides. Estos son un locus 
no caracterizado de NGR234 que esta ligado 
al gen nodD (Bassam et al., 1988); El gen nolA 
de Bradyrhizobium japonicum, que es un re
gulador positivo de la nodulación de cultivares 
de soja (Sadowsky et al., 1991) y el locus 
nolXWBTUV, que determina espe-cidad a ni
vel de cultivares de soja en iR. fredii USDA257 
(Meinhardt et al., 1993) y nolJ de R. fredii 
(Boundy-Mills et al., 1994). El hecho de que 
existan distintos arreglos de los motivos con
servados de la secuencia nod-box y Da ausen
cia de la secuencia nod-box en ge-nes que 
responden a la interacción NodD-flavonoides, 
sugieren la existencia de otros activadores de 
la transcripción que pueden interactúar con 
NodD o con secuencias del DNA anteriores a 
los genes nod, o que la proteína NodD puede 
reconocer otras secuencias del DNA.

NodD se une a la secuencia nod-box como 
un dímero o como multímero en distintos si
tios de la misma cara de Da hélice tanto en 
presencia como en ausencia de flavonoides 
(Hong et al., 1987; IFisher et al., 1988; 
Kondorosi et al., 1989; IFisher y Long, 1993) 
de la misma m anera que otras proteínas 
reguladoras LysR. Los flavonoides inte- 
raccionari con NodD y Da interacción induce 
un cambio en la conformación del DNA que 
facilita la transcripción de los genes nod y no/ 
(Fisher y Long, 1993).

nodABC: los genes comunes de 
nodulación

Los genes com unes de nodulación  
nodABC han sido hallados en todas Das estir
pes de Rhlzobktm, Bradyrhizobium y Azorhizo- 
bkm  aislados hasta el momento (Martínez et 
al., 1990 ). La inactivación de los genes
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nodABC, elimina la habilidad de la bacteria 
de producir cualquier interacción simbiótica 
con la piante. Es decir, enrolamiento del peio 
radical (H ac), divisiones corticales (N o i) y 
formación de nódulos (N od) (Long, 1989). 
Estos genes, están estructuralmente conser
vados y en todas los» casos son funcionalmente 
intercambiables entre especies de Rhizobium, 
Bradyrhizobium y Azorhizobium (Martínez et 
a/., 1990). En R. meíitoti y en R. leguminosarum 
los genes nodABC forman parte de un operón 
y están ligados al gen nodül (Rossen et al., 
1984; Shearm an et al., 1986). En otros 
rizobios como Rhizobium sp. NGR234 y R. 
fredii, el llocus nodD no esta ligado a nodABC 
(Bachem et al., 1985; Kríshnan y Pueppke, 
1991a). En otras rizobios como R. etli y R. fotí 
los genes nodABC se encuentran en distintas 
unidades de transcripción (Vázquez et al.. 
1991; Denañé y Roche, 1992).

Genes de especificidad

Los genes de nodulactón son considera
dos de especificidad (hsn) cuando:

a) la inactivación del gen no puede ser 
complementada con DNA de otras especies
de Rhizobium.

b) la inactivación del gen resulta en un 
cambio de la amplitud de hospedantes

c) el gen puede extender el número de 
hospedantes de una especie de Rhizobium en 
la que ha sido movilizada, hasta incluir plan
tas que son nodulaclas por la especie donan
te del gen (Denané et al.. 1992).

Los genes de espeof adad fueron identi
ficados de d a n ta s  maneras: a ' por elimina
ción de trozos; de DMA de! genoma de la bac
teria tDjordievic et a/.. 1986): oor medio de
la m ov; zaoon de }os cósm cos de u^a 1(ibe
ria genet ca de una bactena cor gran am os 
tud oe hos secantes. a otra esoeoe ce estre
cho Ac*."os genes de esoec fc-caa te~en a 
cncc ecac ce exter'cer e ce escec es
*x?ssec3":es ''asía - c~t\a'es c espe

cies incompatibles con la cepa de rizobio uti
lizada. El gen nolA hace posible que aislamien
tos del serogrupo 123 de Bradyrhizobium  
japonicum nodulen plantas de soja, que nor
malmente no son compatibles con especies 
de este serogrupo (Sadowsky et ai., 1991). En 
R. ieguminosarum bv. vidae la presencia de 
un gen, nolX, asegura la nodulactón de cul
tivares antiguos de arveja como Afghanistán 
(Davis et al., 1988). El gen nodM  de R. 
Leguminosarum bv. trifolii ANU843 reprime la 
nodulación en el trébol subterráneo cv Woo- 
genellup (Lewis-Henderson and Djordejevic, 
1991a). En R. leguminosarum bv trifolii otro 
gen, nodT, puede extender la capacidad de 
nodulación de la cepa TA1 en el cv Wooge- 
nellup de trébol subterráneo. (Lew is-Hen
derson and Djorcdjevic, 1991b). En R. fredii 
se identificó el locus norxWBTUV que reguia 
Da nodulación en cultivares de soja (Heron et 
al., 1989; Balatti y Pueppke, 1990; 1992a; 
1992b; Meinhardt et al., 1993). Debido al pa
pel que juegan los genes de especificidad en 
la síntesis de los factores de nodulación, la 
mayoría de ellos y sus fenotipos se describen 
en la sección de factores de nodulación.

Un gen encontrado en R. leguminosarum 
bv. vidae. nodO. no se ajusta al modelo dell 
resto de los genes de nodulación. Es decir, 
no induce modificaciones en los factores de 
nodulación tal cual lo sugirieron Denarié y 
Culiimore (1993). La inactivación del gen re
sulta en una nodulación demorada (Downie y 
Sunn. 1990). Este gen. nodO. codifica una 
proteina que liga Ca~: y que es secretada al 
medio de cultivo, a ‘postenorí* de la induc
ción de la bacteña con fiavonoldes (de Maagd 
eí a l . 1989: Economou et a/.. 1990). La se
cuencia de la proteina NodO tiene cierta  
homología con la hemoi s na y algunas pro- 
teasas [Economou ef al.. 1990' y comparte el 
mismo mecamsmo de sec^ecé" de las mis
mas :P ti^  en En%  ̂a c'>S3r'mem tScheu ef 
a *992^ Rec e^te^e^te se e°contró cue 
\ocO ^ec a e ce e~es a través de la 

ce a ^  s^a a cue fa

98

Digitized by Google Original fram
THE UNIVERSITY 0FTEXAS



Revista de la Facultad de Agronomía, LaPlata 101 (1), Año 1996:91-108

haemolisina ( Sutton et al., 1992).
En resumen, la especificidad de las ce

pas de Rhizobium parece estar bajo un deli
cado mecanismo de regulación con tres nive
les de control. Un primer nivel de regulación 
en Da interacción NodD-fiavonoide. Un segun
do orden de control que determina la ampli
tud de especies hospedantes y que esta regu
lado por los genes de especificidad, y un ter
cer nivel en la regulación de la nodulación de 
cultivares pertenecientes a una misma espe
cie.

Factores de Nodulación

Desde que Hiltner (ver Denaríé y Roche, 
1992) relató que (os sobrenadantes filtrados 
de Pisum sativum contenían una substancia 
que inducía la iniciación de la infección (Hai) 
o la deformación (Had) del pelo radical, se 
desarrolló el concepto de la existencia de un 
componente extracelular de la bacteria que 
producía la deformación de los pelos radi
culares (Yao and Vincent, 1969; Solheim y 
Raa, 1973; Dénarié y Roche, 1992). Más re
cientemente, Bauer et al., (1985) encontraron 
evidencias de que las bacterias intercam
biaban información con la planta, a través de 
moléculas que difunden a través de filtros. 
Ellos demostraron que los rizobios inducían 
divisiones celulares subepidérmicas en la cor
teza de las células de plantas hospedante y 
no hospedantes, a pesar de que las bacterias 
no estaban en contacto con los tejidos super
ficiales de la iraíz.

Van Brussel et al., (1982) observaron que 
las cepas de R. leguminosarum provocaban 
la deformación del sistema radical, lo que se 
conoce como fenotipo raíz engrosada y corta 
(thick and short roots= TSR), en Vicia sativa 
subsp. nigra. Mientras analizaban el papel del 
Rhizobium en el proceso, encontraron que el 
sobrenadante estéril de bacterias crecidas en 
presencia de exudados de plantas tenía acti
vidad TSR y, además, que los rizobios de

bían tener los genes nodABC (Canter-Cremers 
et al., 1986; Van Brussel et al., 1986). Esta 
observación llevó al descubrimiento de cier
tos metabolitos que se denominaron factores 
de nodulación y, consecuentemente, a eluci
dar el papel de los genes com unes de 
nodulación nodABC en la nodulación.

Lerouge et al. (1990) construyeron una 
cepa de Rhizobium meliloti con copias de los 
genes nodABC y de esta manera les fue posi
ble aislar y estudiar la estructura de los facto
res de nodulación producidos por R. meliloti. 
Posteriormente se aislaron y estudiaron los 
factores de nodulación de diferentes especies 
de rizobios como Rhizobium, Bradyrhizobium 
y Azorhizobium. Estos metabolitos tienen una 
estructura básica común, formada por tríme
ros, tetrámeros o pentámeros, con enlace b1- 
4 de D-gluco$amina mono M-acetilada en el 
azúcar no reductor de la molécula (Roche et 
al., 1991; Spaink etal., 1991; Pnce et al., 1992; 
Sanjuan et al., 1992; Schultze et al. 1992; 
Mergaert etal., 1993; Poupot etal., 1993; Bec- 
Ferté et ai., 1994). Las diferencias entre las 
especies se irefiejan en cambios en la decora
ción de la molécula central. La nomenclatura 
de los factores de nodulación es de la siguiente 
manera p. ej. NodRf V (C18:1; Me-Fuc) Nod 
indica factor de modulación, Rf indica Rhizobium 
fredir, V, indica el número de residuos de N- 
acetilglucosamina; C18:1 representa la longi
tud de la cadena del acido graso y el número 
de doble ligaduras; Me-Fuc describe que tipo 
de molécula esta unida al esqueleto central, 
en este caso metil-fucosa. En R. meliloti, los 
factores de nodulación NodRm tienen un gru
po sulfato en el amino-azucar reductor termi
nal. Están A/-acilados por ácidos grasos no 
saturados o por una serie de ácidos grasos 
hidroxilados en el amino azúcar terminal no 
reductor. En R. leguminosarum bv viciae el 
factor ModRIV no es sulfatado, pero son N- 
acilados por ácido vacénico (C18:1) o por un 
ácido no saturado (C 18:4) (Spaink et al., 
1991). En R. fredii el factor de nodulación tie
ne un grupo rnetil fucosa adherido al extremo
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reductor del oligómero del esqueleto de quiti
na y está A/-acilado por ácido vacénico (C18:1) 
(Bec-Ferté et a /., 1994). NodRfV (C 18:1; 
MeFuc) de R. fredii USDA257 es idéntico a 
NodBj (C18:1; MeFuc) único factor de nodula- 
ción producido por Bradyrhizobium japonicum 
USDA110. NodRfV (C18:1 ¡MeFuc) es también 
idéntico a NodBeV (C18:1; MeFuc) uno de los 
dos compuestos sintetizados por B. elkanii 
USDA61 (Sanjuan etal., 1992; Carlson etal., 
t993). Todos estoefactores de modulación son 
inducidos por genisteína, un flavonoide que 
esta presente en los exudados radicales de 
soja. R. fredii, B. japonicum y B. elkanii pue
den inducir nódulos normales fijadores de ni
trógeno en soja y las tres cepas producen el 
mismo factor de modulación. Esto sugiere que 
el factor de nodulación juega un papel común 
en el mismo hospedante. Más aún, es real
mente intrigante que Rhizobium $p. NGR234, 
una estirpe que no puede formar nódulos fija
dores de nitrógeno en soja, produzca un con
junto de factores de nodulación pero ninguno 
de ellos idéntico a NodRfV (C18:1; MeFuc) 
(Price et al., 1992). El significado biológico 
de esto es desconocido. Pero recientemente, 
Relie et al. (1994) coinocularon R. fredii con 
factores de nodulación de la cepa NGR234, 
una cepa que normalmente modula Calopogo- 
nium caeruleum, extendiendo el rango de 
hospedantes de R. fredii USDAS257 a C.
. a e r u ,  U m . D.

Recientemente se ha aclarado el papel de 
los genes en la síntesis de los factores de 
nodulación. Se ha descripto que la proteina 
NodC es una /V-cetilglucosamina transferasa 
(Geremía et al., 1994; Spaink et al., 1994). 
NodB está involucrado en la desacetilación del 
quitooligosacárido (John etal., 1993; Atkinson 
et al., 1994; Spaink et al., 1994) y que Nol A 
está* involucrada en la /V-acilación del esque
leto quitooligosacárido (Atkinson et al., 1994; 
Rohrig et al., 1994). Relie ef al. (1994) confir
maron el papel de los genes nodABC, com
plementando un mutante nodABC de R. sp. 
NGR234 con factores de nodulación, permi

tiendo esto la form ación de nódulos en
■■..o  w p e a .

Los metabolitos de nodulación se consi
deran determinantes claves de la especifici
dad del hospedante, puesto que se ha encon
trado que varios genes de especificidad codi
fican para su síntesis. En Bradyrhizobium 
japonicum, nodZ, un gen que le permite a la 
bacteria nodular siratro (Macroptilum atropur
púrea L.), codifica una proteína requerida para 
que se produzca la adición de la 2-O-metil 
fucosa al extremo reductor terminal de la N- 
acetilglucosamina del factor de nodulación 
(Stacey ef al., 1994). Otro gen de Bradyrhi
zobium, que es cotranscripto con nodABCSUU, 
nolO, ¡nterviniene en la fucosilación del esque
leto del factor de nodulación, a pesar de que 
el fenotipo de los mutantes no/O es sólo un 
desarrollo de nódulos más lento (Luka et ah, 
1991).

En R. leguminosarum bv. viciae, el gen de 
especificidad nodE perteneciente al operan 
nodFEL, es el principal factor que determina 
la especificidad característica óeR. legumino
sarum bv. viciae y trifolii (Spaink et ah, 1989). 
nodE y nodL codifican proteínas involucradas 
en la síntesis de ios factores de nodulación. 
NodL determina un sustituyente O-acetilo y 
NodE, un acido graso no saturado C18:4. 
Recientemente, Bloemerg et ah (1994) purifi
có fla proteína NodL, desarrolló anticuerpos 
contra ella y localizó a la misma en el citosol 
de la célula. Extractos proteicos purificados 
de NodL acetilaron üpoligosacáridos, fragmen
tos de quitina y /V-acetilglucosamina, sugirien
do que, in vitro, NodL tiene una acción trans- 
acetiladora. nodX, un gen requerido por los 
rizobios, para evitar la resistencia que las plan
tas de arveja del cultivar Afghanistan oponen 
a la infección por cepas de rizobios europeas. 
Se ha encontrado que este gen media en la 
O-acetilación del factor de nodulación aunque 
de manera diferente a la inducida por NodL. 
Más aún, nodX reduce la producción de fac
tores de nodulación, en aproximadamente, 
95% (Firmin et ah, 1993).
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En R. melilotí, mutaciones inducidas en el 
gen nodH habilitan a la bacteria para inducir 
el enrulamiento del pelo radical (HAC), el de
sarrollo de hilo infectivo (Inf) y la formación 
de nodulos en el hospedante no homólogo, 
Vicia sativa subsp nigra) (Debeilé et al., 1986; 
Faucher et al., 1988), pero no en el hospedante 
habitual, alfalfa (Medicago sativa). Sin embar
go, la historia del gen nodH aún no es clara, 
debido a que motantes de nodH pueden for
mar nodulos en alfalfa cuando las piantas son 
cultivadas en vermiculita (Ogawaef a/., 1991). 
Los mutantes de R. meliloti nodQ exhiben un 
número de hospedantes ampliado, nodulando 
tanto alfalfa como Vicia sativa subsp nigra 
(Cervantes etai., 1989; Faucher et ai., 1989). 
Se ha encontrado que los genes nodH y 
nodPQ, codifican proteínas que determinan 
la amplitud de hospedantes, determinando 
la adición de un grupo sulfato al factor de 
nodulación ( Schwedock and Long, 1989, 
1990; Roche et al., 1Q91).

Los genes nodFE están presentes en R. 
leguminosarum bv. trífolii y R. meliloti. A pesar 
de que estos genes están conservados a ni
vel de la secuencia de bases en niveles supe
riores a los comunes de nodulación (Debeilé 
and Sharma, 1986), no son funcionalmente 
equivalentes y son determinantes de la espe
cificidad (Debeilé and Sharma, 1986; Debeiié 
et al., 1988; Spaink et al., 1989; Surin and 
Downie, 1989). Las bases moleculares de ta 
variación alélica de los genes de especifici
dad nodFE entre R. meliloti y R. leguminosa
rum bv. viciae se ha estudiado hasta el punto 
de determinar que los dos alelos especifican 
la síntesis de ácidos grasos no saturados de 
diferente número de carbonos y también un 
número distinto de doble ligaduras (Demont 
et al., 1993). nodS, otro gen que determina 
especificidad, le permite a la cepa de R. sp. 
NGR234 nodular Leucaena leucephala (Lewin 
et al., 1990). Este gen ha sido identificado en 
B. japonicum (Gottfert et al., 1990), en R. fredii 
USDA257, en donde no se expresa (Krishnan 
et al., 1992), y en Azorhizobium caulinodans

(Geelen ef al., 1993). Recientemente, se ha 
sugerido que, nodS, codifica una proteína 
imetiltransferasa, que podría estar involucrada 
en la síntesis de los factores de nodulación. 
Coincidiendo con esto, los factores de nodu
lación producidos por NGR234, pero no aque
llos sintetizados por USDA257, tienen un gru
po A/-metilo (Price et al., 1992; Bec-Ferté et 
al., 1994). Aún los genes reguladores de R. 
meliloti nodD3 y syrM controlan la síntesis de 
imetabolitos de nodulación, que están N-acila- 
dos por ácidos grasos hidroxilados. Esto últi
mo resulta interesante porque NodD3 y SyrM 
regulan las respuestas de las bacterias a las 
señales de las piantas en forma distinta que 
NodD1 y NodD2 (Gyórgypalef a/., 1988,1991; 
Homma et ai., 1990).

Los metabolitos de nodulación pueden 
inducir un número de respuestas característi
cas. En concentraciones muy bajas pueden 
inducir la deformación y la ramificación de los 
pelos radicales (Lerouge et al., 1990; Roche 
et al., 1991; Spaink et al., 1991). Se ha de
mostrado que los factores de nodulación pro
ducidos por los rizobios pueden inducir la de
formación de los pelos radicales en forma 
inespecífica. A pesar de que los factores de 
nodulación de R. meliloti, R.leguminosarum y 
B. japonicum pueden inducir la formación de 
meristemas en la corteza intema de las raí
ces de alfalfa y Vicia y en la corteza extema 
de piantas de soja, sólo los merístema indu
cidos por factores de nodulación provenien
tes de R. meliloti y B. japonicum pueden desa
rrollar con características anatóm icas e 
histológicas de un nódulo normal inducido por 
Rhizobium (Truchet et al., 1991; Stockermans 
y Peters, 1994).

Varias son las evidencias que sugieren 
que los factores de nodulación son compues
tos morfogenéticos, La introducción, en un 
muíante de R. meliloti que carece de la región 
de los genes de nodulación, de uno (prove
niente de Agrobacterium tumefaciens) que 
codifica la síntesis de citocininas, le permite 
a los transconjugantes inducir divisiones cor-
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iicaies (Long y Cooper, 1983). Por otro lado, 
plantas transgénicas expresando ios genes 
comunes de nodulación nodA y nodB mues
tran anormalidades, indicando que las proteí
nas codificadas por estos dos genes encon
traron el sustrato que les permitió sintetizar 
factores de crecimiento. Estos experimentos 
también demuestran que las plantas poseen 
la cadena de transducción de señales que le 
permiten responder a la presencia de estos 
moléculas reguladoras (Schmidt et al., 1993). 
Más aún, un embrión mutante somático de 
zanahoria incapaz de desarrollar, fue resca
tado por la aplicación de factores de noduia- 
ción de R. leguminosarum bv. viciae los que 
promovieron la masa proembriogéníca y la 
formación globular del embrión (de Jong et 
a/., 1993).

La actividad morfogenética de los facto
res de nodulación es probable que sea la res
ponsable de la inducción no específica del 
enrolamiento de los pelos radicales (Schultze 
et a/., 1992). Sin embargo, los metaboiitos aún 
retienen cierta especificidad la que reside en 
las decoraciones del esqueleto central de N  
acetilglucosamina. Esto lo sugiere el hecho 
de que sólo los metaboiitos de nodulación de 
R. meiiloti y B japonicum inducen la forma
ción de nódulos en alfalfa y soja, respectiva
mente (Truchet ef al.. 1989; Stokkermans and 
Peters, 1994).

mente esto se deba a que se ha descuidado 
el estudio de la planta, ya que a pesar de que 
se han descripto genes que se expresan sólo 
ante la presencia de rizobios, no se conoce la 
función de eiios.

Más aún, en estos momentos un gran 
énfasis se ha puesto sobre los factores de 
nodulación, siendo éstos quizás sólo un com
ponente más del conjunto de señales que re
sultan en la inducción de nódulos fijadores de 
nitrógeno. Prueba de esto es que los factores 
de nodulación son inespecíficos en la induc
ción de deformación de ios pelos radiculares 
que, además, depende de la la concentración 
del factor de nodulación aplicada.

A pesar de todos estos conocimientos 
básicos logrados nada se sabe sobre el me
canismo por el cual el rizobio penetra en el 
pelo radical y de la supuesta acción de una 
enzima hidrolítica. Nadie ha podido hasta el 
momento demostrarlo.

Es decir, de la misma manera que los or
ganismos patógenos ejercen su acción a tra
vés de la acción conjunta de señales, com
puestos o enzim as, es probable que los 
rizobios posean un conjunto de mecanismos 
que conducirán a una interacción rizobio-le- 
guminosa compatible, es decir a la formación 
de nódulos.
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