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RESUMEN

La simblosis rizoblo-leguminosa es la que més se ha estudiado en el mundo. Uno de
los aspectos més interesantes de esta simbidsis es la especificidad. El objetivo de este
trabajo es describir a nivel molecular la secuencia de pasos que se suceden, cuando una
pianta es colonizada e infectada por bacterias del género Rhizobium, Azorhizoblum o
Bradyrhizobium. Los flavonoides de Ias plantas (metabolitos secundarios), inducen la ex-
presién de genes comunes de nodulacién nodABC, a través de su Interaccion con la protel-
na NodD. Esta interaccién da lugar a la sintesis de moléculas, los factores de nodulacién.
La expresiéon de los genes de especificidad dan lugar a la decoracién de esta molécuia
central y con ello cambian su capacidad bioldgica.

Early steps of the
rhizoblaH{egume Interaction

SUMMARY

The rhizobia-legume symbiosis is one of the biological systems of the worid that have
been more intensely studied and one of the most striking characteristic of it is specificity.
Here | describe at the molecular level the succesion of events that ocurred while a plant is
being colonized and infected with bacteria, from the genus Rhizobium, Bradyrhizobium and
Azorhizobium. Flavonolds, secondary metabolites excreted by the plant root interact with
NodD, and this interaction results in the expresion of the common nodulation genes nodABC.
Resuiting this, in the synthesis of the core molecula of nod factors. Host specificity genes
expression introduce decoration to the core molecule, and this provoked an alteration on the
biological activity of the molecules.
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INTRODUCCION

El nitrébgeno 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 nitrégeno disponi-
ble en el ambiente y por la habilidad de los
organismos, para metabolizar las diferentes
formas en que encuentran el nitrégeno. El
80 % de la atmésfera de la tierra es nitrdgeno
molecular (N,) que no esta disponible para las
plantas debido a que ellas sblo pueden utili-
zarlo en sus formas reducidas, al estado de
nitrato o de amonio. La reduccién del N, a las
formas inorganicas se conoce como fijacién
de nitrégeno. En el proceso industrial de fija-
cién de nitrégeno, el slemento es reducido a
alta temperatura y presion. Pero el nitrégeno
también puede ser reducido en la naturaleza,
por medio de bacterias libres o por asociacio-
nes planta-bacteria y a esto se lo denomina
Fijacion Biolégica del Nitrégeno (FBN). La
FBN es responsable de la incorporacién 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
econdmica, para reemplazar a los fertilizan-
tes nitrogenados en suelos con bajos niveles
de N.

Las plantas que pertenecen a la familia
Leguminosae (Fabaceae) pueden establecer
una asociacién simbiética con bacterias de
los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium o
Azorhizobium. La bacteria invade la raiz de la
planta (o el talio en el caso de Azorhizobium)
e induce el desarrolio de un nédulo, estructu-
ra en la que una enzima bacteriana, la
nitrogenasa, reduce el nitrbgeno molecular a
amonio, el cual es transportado por el siste-
ma vascular de la planta. Los primeros repor-
tes sobre la presencia de nédulos en las plan-
tas datan del siglo XVI. Dalechamps en la His-
toria Generalis Plantarum describe una espe-
cie del género Ormnithopodium la que habitual-
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mente presenta nddulos (Fred ef al., 1932).
El concepto sobre la naturaleza y funcién de
los nédulos sufrié una evolucién desde Dale-
champs y distintas teorlas trataron de expli-
car el rol de estas estructuras tal cual lo des-
cribe Fred et al. (1932). Recién en 1887/88
se encontré que los nddulos eran el resultado
de la asociacién entre bacterias y plantas.
En 1887, Beijerinck aisl6 la bacteria y en 1888,
Ward comprobé que la formacién de ios no-
dulos era el resultado de la accién de una
bacteria (Fred et al., 1932). Casi simultdnea-
mente, Helllegel y Wilfarth (citado por Burris
y Roberts, 1993) presentaron evidencias con-
vincentes del proceso de fijacion de N, en plan-
tas leguminosas y localizaron el proceso, en
los nddulos de las raices de plantas de arveja.

Desde el momento en que se hicieron
esas observaciones muchos investigadores
han trabajado en la simbidsis Rhizobium-
leguminosa y asi esta se convirti6 en la
interaccion planta microorganismo mas estu-
diada. La familia Leguminosae, no sélo es la
tercera familia en importancia de las angios-
permas, sino que también incluye cultivos de
gran interés econémico (Polhiil y Raven,
1978). Desde un punto de vista morfolégico y
ecoldgico, las leguminosas comprende un gru-
po de especies muy diverso, con una varia-
ciébn que va desde especies articas de ciclo
anual hasta arboles tropicales, todas ellas
noduladas por rizobios (Young y Johnston,
1989). Sblo una planta no leguminosa del
género Parasponia, desarrolla nédylos fi-
Jadores de nitrégeno con Bradyrhigobium
(Trinick y Galbraith, 1980). Las evidencias in-
dican que las leguminosas son una familia con
caracteristicas exclusivas y diferente del res-
to de los miembros del reino vegetal. Prueba
de esto, 8s que recientemente se encontrd que
cultivos axénicos de alfalfa y trebol desamro-
llaron estructuras similares a los nédulos. Esto
estarla indicando la existencia de una serie
de eventos preprogramados en la planta
(Truchet et al., 1989; Blauenfeldt et al., 1994).

Bradyrhizobium, Rhizobiumy Azorhizobium
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pertenecen a la familia Rhizobiaceae (Jordan,
1984). Estos organismos son bacterias Gram-
negativas, con formas de bastones que pue-
den ser pleomoérficas bajo condiciones am-
bientales adversas y que sintetizan acido poli-
b-hidroxibutirico. La mayoria de las bacterias
de esta familia inducen hipertrofias corticales
en las plantas y contienen plasmidos, elemen-
tos extracromosdmicos con replicacion auté-
noma de la del cromosoma. Los plasmidos
pueden conferirie a las bacterias caracteristi-
cas fenotipicas como la resistencia a metales
pesados, antibibticos, etc. Los rizobios se en-
cuentran en el suelo viviendo como sapréfitos
y algunas estirpes pueden fijar nitrégeno, tanto
en simbiosis como en forma libre.

Uno de los aspectos mas intrigantes de
la simbiosis rizobio-leguminosa es la especi-
ficidad. Algunos rizoblos infectan y desarro-
llan nddulos sélo en una o dos especies
hospedantes, mientras que otros nodulan
muchas y diversas especies de leguminosas.
Esta interaccién es especifica, puesto que una
estirpe de rizoblo puede infectar y nodular sélo
un limitado numero de hospedantes. Rhizo-
bium leguminosarum bv. viciae nodula casi
exclusivamente especies de los géneros Vicia
y Pisum, pero Rhizobium sp. NGR234 puede
nodular cerca de 200 especies distintas de le-
guminosas (Pueppke y Broughton, 1995). Las
plantas que son noduladas por la misma es-
pecie de rizobio se clasificaron en grupos lia-
mados de inoculacién cruzada (cross-ino-
culation groups), los que fueron definidos en
1932 por Fred et al. (1932). La importancia
del concepto de los grupos de inoculacion cru-
zada ha ido perdiendo importancia por dos
motivos. En primer lugar, la nodulacién y fija-
cién de nitrégeno esta mediada por los plas-
midos simbiédticos, los que pueden ser trans-
feridos a otros organismos. En segundo Ilu-
gar, se encontrd que otras leguminosas, ade-
mas de las esperadas, pueden ser noduladas
por clertos rizobios.

La clasificacién de los rizobios cambia
constantemente no sélo debido a la disponi-
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bliidad de nuevas metodologias para la clasi-
ficacidn, sino también debido al aislamiento
de nuevas especies. En la Tabla 1 se presen-
ta una aproximacién de su clasificacion.

Las bacterias del género Rhizobium tie-
nen plasmidos que llevan los genes de nodu-
lacién (nod /nol) y de fijacién de nitrégeno (nif).
Son bacterias de crecimiento rapido (24 h de
tiempo de generacién). Las colonias que for-
man son circulares y convexas, semitrasii-
cidas y mucilaginosas, usualmente alcanzan
2-4 mm en aproximadamente 3-5 dias en el
medio extracto de levadura-manitol-agar (EMA).
Generan una reaccién acida en medio EMA.
Las células son maéviies por un flagelo polar o
subpolar o a través de dos a seis flagelos
peritricos. El concepto de biovar se cre6 debi-
do a que bacterias como R. 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-
lucidas. Se movilizan por medio de un flagelo
polar o subpolar. Las colonias no exceden 1
mm de didmetro, luego de 5-7 dias de creci-
miento en medio EMA. En este mismo medio
liquido producen una reaccién alcalina y
nodulan preferentemente leguminosas tropi-
cales.

Las bacterias del género Azorhizobium
son de crecimiento rapido y tienen los genes
de nodulacién vy fijacién de nitrégeno, ubica-
dos en el cromosoma. Las células son mdvi-
les y presentan flagelos peritricos en medio
sélido y un solo flagelo lateral en medio liqui-
do. Las colonias son circulares y tienen un
color cremoso. Usualmente tienen 2-4 mm de
didmetro después de 3-5 dias de desarrolio
en el medio EMA. Generan una reaccién aci-
da en el medio de crecimiento. Azorhizobium
fija nitrégeno en forma libre de la misma for-
ma que Bradyrhizobium y crece bien en me-
dios libres de nitrégeno. Estos organismos in-
ducen la formacion de nédulos tanto en los
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Tabla 1. Géneros de rizobios y sus hospedantbs simbibticos.
Rhizobla genera and their symbiotic hosts.
Género Leguminosas Hospedantes
Rhizoblum
R. leguminosarum
biovar trifolii Trifolium sp.
biovar viciae Pisum sativum, Lens culinaris
Vicia sp.
biovar phaseoli Phaseolus sp.
R. meliloti Medicago sativa, Melilotus alba,
Trigonelia sp.
R. loti Lotus sp.
R. fredii Glycine sp. y otros
R. tropici Phaseolus sp., Leucaena leucocephala
R. otli Phaseolus sp.
R. galegae Galega sp.
R. sp. NGR234 Macroptilium atropurpureum,
Leucena leucocephala, Vigna sp.
Rhizobium huakuii Astragalus sinicus
Rhizobium cicen Cicer arietinum
Bradyrhizoblum
B. japonicum Glycine max
B. elkanii Glycine max
Bradyrhizobium sp. Vigna sp., Lupinus sp. y otros
Azorhizoblum
Azorhizobium caulinodans Sesbania sp.

tallos como en las raices de plantas del géne-
ro Sesbania.

Metabolitos Secundarios de las
plantas: flavonoides

La simbiosis Rhizobium-leguminosa se
desarrolla a través de una compleja y orde-
nada serie de eventos, lo que sugiere el inter-
cambio de sefiales entre el hospedante y el
simbionte. Innes et e/. (1985), Mulligan y Long
(1985), Rossen et al. (1985) y Shearman et
al. (1986) observaron que la transcripcién de
los genes de nodulacién se activaba varias
veces, cuando los rizobios se exponian a com-
puestos de bajo peso molecular que estan pre-
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sentes en los exudados de semillas y raices.
Peters et al. (1986) y Redmon et al. (1986)
respectivamente, encontraron que los coms
puestos inductores eran Luteolina y Apigenina
para Rhizobium melilot] y 7,4-dihidroxifiavona
para Rhizobium leguminosarum bv. trifoli. Bg~
tos compuestos son flavonoides producidos
por las plantas. Son una clase de metabolitos
secundarios comunes en todas las plantas
supsriores (Koes et al., 1994). Los flavonoides
son compuestos fenélicos que tienen dos ani-
llos arométicos unidos por un C3, el que tam-
bién forma una anillo en la estructura final.
Basados en el grado de oxidaci6n de la uni-
dad C3 y en la posiciéon 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, metilaciones,
etc., resultando asi en una gran cantidad de
compuestos con diversa actividad biolégica
(Koes et al., 1994). Los exudados de las plan-
tas contienen diferentes flavonoides (Zaat et
al., 1988) y mientras algunos inducen los
genes nod , otros reprimen la expresién de
estos genes (Firmin et al., 1986; Djordjevic et
al., 1987).

Genética de la Nodulacién

Los estudios genéticos y moleculares lle-
varon a la identificacién de los genes de
nodulacion (nol/nod) y de fijacién de nitroge-
no (fix and nif) genes. Los genes de nodulacion
nod y nol se han agrupado de acuerdo a la
funcién que cumplen. Un grupo estaria for-
mado por los alélos nodD, que codifican pro-
telnas reguladoras. El segundo grupo es el
de genes comunes de nodulacién. Estos estan
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 (Martinez
et al., 1990). La inactivaciéon de los genes co-
munes de inoculacién hace que la bacteria no
pueda inducir la formacién de nédulos. El ter-
cer grupo incluye a los genes de especifici-
dad. Estos genes no estan estructuraimente
conservados o si lo estan, no son funcional-
mente equivalentes. Estos especifican el con-
junto de plantas leguminosas en las que los
rizobios pueden formar nédulos (Djordjevic y
Weinman, 1991).

nodD

El gen nodD se expresa constitutivamente
( Rossen et al., 1985; Hovarth et al., 1987).
Inicialmente se consideré un gen comun de
nodulacién porque fue posible realizar com-
plementacion entre diversas especies de
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rizobios (Djordjevic et al., 1985; Bassam et
al., 1986; Hovarth et al., 1987). A pesar de
existir excapciones, el gen nodD1 de R. meliloti
no complementd un mutante nodD de Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii, y sélo lo hizo
en forma parcial en un mutante de R. legu-
minosarum bv. viciae (Spaink et al., 1987). En
algunos rizobios como R. leguminosarum byv.
viciae y bv. trifolii existe s6lo una copia del gen
nodD (Gydrgypal et al., 1991). Recientemen-.
te, se demostré que algunas estirpes de R.
leguminosarumbwv. trifoliitienen dos copias del
gen nodD (Rodriguez-Quifiones et al., 1989;
Lewis-Henderson y Djordjevic, 1991a). Otros
rizobios como Bradyrhizobium japonicum y
Rhizobium fredii también tienen dos copias del
gen nodD (Appelbaum et al., 1988; Guttfert et
al., 1992), Rhizobium leguminosarum byv.
phaseoli tiene tres copias de nodD (Davis and
Johnston, 1990). Rhizobium meliloti tiene tres
copias de nodD y syrM. Este es un activador
de la transcripcion altamente homoélogo a
nodD, el que también se ha encontrado en R.
leguminosarum bv. phaseoli (Gottfert et al.,
1986; Rodriguez-Quifiones et al., 1987;
Bamett y Long, 1890; Michiels et al., 1993).
Azorhizobium caufinodans cepa ORS571 tie-
ne sb6lo una copia funcional del gen nodD
(Goethals et al., 1990). Reclentemente, se
describié en Rhizobium tropici la existencia de
cinco fragmentos de DNA homoélogos a nodD
(van Rhijn et al., 1993).

La expresion del gen nodD esta bajo una
estricta regulacion, aunque a excepcion de
Bradyrhizobium japonicum, se expresa cons-
titutivamente (Rossen et al., 1985; Horvath et
al., 1987). Los allelos de nodD estan sujetos
a distintos tipos de regulacién de su expre-
sién, 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 alfaifa
(Peters et al., 1986), activa solo el gen nodD1
de R. meliloti (Phillips, 1992). Las betainas
producidas por la raiz de plantas de alfalfa,
como la trigonelina y stachidrina, inducen sélo
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nodD2 (Phillips, 1992). Otro compuesto pre-
sente en exudados radicales de alfalfa, 4,4
dihidroxi-2-metoxichalcone, activa la transcrip-
cion de nodD1y nodD2 (Phillips, 1992). En
R. meliloti la expresién de nodD3 depende de
una proteina activadora SyrM (Swanson et al.,
1993), y la expresién de nodD1 depende en
algunas cepas como AK631 de una proteina
represora (Kondorosi et al., 1989). En R.
leguminosarum bv. viciae nodD autoregula su
expresion (Rossen et al., 1985). En Rhizobium
tropici CIAT899 y Rhizobium sp. BR816 se
encontraron cinco y cuatro copias de nodD
respectivamente (van Rhijn et al., 1994a;
1994b). En R. tropici CIAT899 sélo nodD1 y
en un nivel aun menor, nodD3, son proteinas
activadoras de la transcripcion de los genes
de nodulacién, que responden a la inducciéon
con flavonoides (van Rhijn et al., 1994). Mas
aun, un mutante nodD- de Rhizobium sp.
NGR234, que es nod" en Leucaena leuco-
cephala, Macroptilum atropurpureum 'y
Phaseoius vulgaris, fue complementado y
pudo nodular las tres especies, sélo con el
gen nodD1 proveniente de R. tropici. La
complementacién del mismo mutante con
nodD3 y nodD5 resuité en un fenotipo no-
dulante s6lo con Phaseolus vulgaris (van Rhijn
et al., 1994a). En Rhizobium sp. BR816, los
cuatro genes nodD difieren en su respuesta a
los flavonoides y cada uno complementé al
mutante de NGR234nodD1-, en al menos una
de tres especies hospedantes (van Rhijn et
al., 1994b). Estas evidencias sugieren que la
especificidad de las cepas CIAT890 y BR816
esta bajo un estricto control, a través de co-
pias multiples de nodD. Esto es un escenario
similar al de R. meliloti, bacteria que también
lleva copias multiples de nodD.

El producto del gen nodD ha sido clasifi-
cado sobre la base de la homologia y a la
retencion de la estructura hélice-giro-hélice
(Schell, 1993). Es una proteina tipo Lys R.
Estas moléculas reguladoras del tipo LysR tie-
nen ciertas propiedades comunes que se pue-
den sintetizar como sigue:
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a) codifican una proteina activadora de la
transcripcion de respuesta coinducida, con
tamafios que van de los 276 a 324 amino-
acidos; b) se unen a ciertas secuencias del
DNA con posiciones y motivos estructurales
similares; c) cada una de estas proteinas se
transcribe en forma divergente del promotor
0 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-
si6n bidireccional de genes (Beck and Warren,
1988); e) usualmente la transcripcién del gen
regulado es activada sélo ante la presencia
de moléculas-sefiales pequefias que actian
de coinductor; f) la regién amino terminal esta
conservada mientras que la region C-termi-
nal diverge; g) todas estas proteinas presen-
tan una conformacién hélice-giro-hélice en la
region amino terminal; h) analisis de foot-
printing (impresiones de contacto) sugieren
que estas proteinas se unen ai DNA en au-
sencia de la molécula inductora (Schiaman
et al., 1992; Schell, 1993).

La proteina NodD interactia de una ma-
nera aun desconocida con las moléculas-se-
fales producidas por las plantas (usualmente
flavonoides aunque algunas veces también lo
hace con otras moléculas) y activan la expre-
sién de los genes nod y nol. Se ha encontra-
do que la sensibilidad de la proteina NodD a
distintas sefales correlaciona con un estre-
cho o amplio nimero de especies hospedantes
de los rizobios (Horvath et al., 1987; Spaink
et al., 1987; Gydrgypal et al., 1991). Recien-
temente, Sousa et al. (1993) demostraron que
un fragmento de DNA de R. tropici que lleva
la mitad amino terminal del gen nodD y una
secuencia homéloga a la nod-box, extiende el
numero de hospedantes de R. leguminosarum
bv. phaseli y bv. trifolii a plantas normaimente
noduladas por R. tropici. Mas aun, los allelos
de nodD de R. meliioti tienen funciones comu-
nes de actividad promotora, pero difieren en
la habilidad para reconocer los flavonoides
inductores (ver parrafo anterior) (Gyorgypal
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et al., 1988; Phillips, 1992). Algunas eviden-
cias indirectas sugieren que la parte C-termi-
nal de NodD debe interactuar con las sefiales
de las plantas. La mayoria de los aminoacidos
que varian en la proteina NodD se encuen-
tran ubicados en la regién C-terminal (Horvath
et al., 1987; Appelbaum et al., 1988). El re-
emplazo de |a porciéon C-terminal del gen nodD
de MPKI3030, una cepa derivada de NGR234,
con la correspondiente porcion del gen nodD1
de R. meliloti resulté en un reconocimiento y
rango de hospedantes tipico 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 detras del aminoacido 132
(Burn 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 Acido desoxirribonucleico (ADN) llama-
da nod-box. Este fragmento de ADN es de
aproximadamente 50 pares de bases y se
encuentra marcadamente conservado en la
region 5'. Esta region precede a la mayoria
de los operones de nodulacion (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 region conservada nod-box (Sa-
dowsky et al., 1988; Meinhardt et al., 1993;
Boundy-Mills et al., 1994). La estructura de
la secuencia nod-box aun se halla en discu-
sion y se han propuesto tres modelos diferen-
tes. Rostas et al. (1986) propusieron que una
secuencia de aproximadamente S0 pares de
bases es importante para la expresion de los
genes de nodulacion (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 mddulos de 9 pa-
res de bases repetidos (Wang y Stacey, 1991)
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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 aun asi, responden a la in-
duccién 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 nodulacion de cultivares
de soja (Sadowsky et al., 1991) y el locus
nolXWBTUV, que determina espe-cidad a ni-
vel de cultivares de soja en R. fredil 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 la ausen-
cia de la secuencia nod-box en ge-nes que
responden a la interaccion NodD-flavonoides,
sugieren la existencia de otros activadores de
la transcripcion que pueden interactiar con
NodD o con secuencias del DNA anteriores a
los genes nod, o que |a proteina NodD puede
reconocer otras secuencias del DNA.

NodD se une a la secuencia nod-box como
un dimero o como multimero en distintos si-
tios de la misma cara de la hélice tanto en
presencia como en ausencia de flavonoides
(Hong et al., 1987; Fisher et al., 1988;
Kondorosi et al., 1989; Fisher y Long, 1993)
de la misma manera que otras proteinas
reguladoras LysR. Los flavonoides inte-
raccionan con NodD y la interacciéon induce
un cambio en la conformacién del DNA que
facilita la transcripcién de los genes nod y no/
(Fisher y Long, 1993).

nodABC: los genes comunes de
nodulacién

Los genes comunes de nodulacién
nodABC han sido hallados en todas las estir-
pes de Rhizobium, Bradyrhizobiumy Azorhizo-
béurn aislados hasta el momento (Martinez et
al., 1990). La inactivaciéon de los genes
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nodABC, elimina la habilidad de la bacteria
de producir cualquier interaccién simbiética
con la pianta. Es decir, enrulamiento del pelo
radical (Hac'), divisiones corticales (Noi‘) y
formacion de nédulos (Nod) (Long, 1989).
Estos genes, estan estructuralmente conser-
vados y en todos los casos son funcionaimente
intercambiables entre especies de Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium (Martinez et
al., 1990). EnR. meliloti y en R. leguminosarum
los genes nodABC forman parte de un operon
y estan ligados al gen nodD1 (Rossen et al.,
1984; Shearman et al., 1986). En otros
rizobios como Rhizobium sp. NGR234 y R.
fredii, el locus nodD no esta ligado a nodABC
(Bachem et al., 1985; Krishnan y Pueppke,
1991a). En otros rizobios como R. etliy R. loti
los genes nodABC se encuentran en distintas
unidades de transcripcion (Vazquez et al..
1991; Denarié y Roche, 1992).

Genes de especificidad

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

a) la inactivacion del gen no puede ser
complementada con DNA de ofras especies
de Rhizobium.

b) la inactivacion del gen resuita en un
cambio de la ampiitud de hospedantes

c) el gen puede extender el numero de
hospedantes de una especie de Rhizobium en
la que ha sido movilizada. hasta incluir plan-
tas que son noduladas por la especie donan-
te dei gen (Denané et al.. 1992).

Los genes de especfiadad fueron identi-
ficados de distntas maneras: a\) por elimina-
ci0on de trozos de DNA del geroma de la bac-
tena (Djordievic et al.. 1986): b) por medio de
la mov :zac:on de los cosmcos de una ‘thre-
na geret:ca de una bactena cor gran arp'-
tud ce hospecantes. a otra espec:e ce estre-
ho AQ.m0s geres ge espec focadteren a

crof elal e energere T.TeT te estel es
NSDRZATOS T2R8E "I .7 CuthvaEtes O esle-
ce
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cies incompatibles con la cepa de rizobio uti-
lizada. El gen nolA hace posible que aislamien-
tos del serogrupo 123 de Bradyrhizobium
Jjaponicum nodulen plantas de soja, que nor-
malmente no son compatibles con especies
de este serogrupo (Sadowsky et al.,1991). En
R. leguminosarum bv. viciae la presencia de
un gen, nolX, asegura la nodulacién de cul-
tivares antiguos de arveja como Afghanistan
(Davis et al., 1988). El gen nodM de R.
Leguminosarum bv. trifolii ANU843 reprime la
nodulacién en el trébol subterraneo cv Woo-
genellup (Lewis-Henderson and Djordejevic,
1991a). En R. leguminosarum bwv trifolli otro
gen, nodT, puede extender la capacidad de
nodulaciéon de la cepa TA1 en el cv Wooge-
nellup de trébol subterrdneo. (Lewis-Hen-
derson and Djorcdjevic, 1991b). En R. fredii
se identifico el locus noXWBTUV que regula
la nodulacion 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 sintesis de los factores de nodulaciéon, la
mayoria de ellos y sus fenotipos se describen
en la seccion de factores de nodulacion.

Un gen encontrado en R. leguminosarum
bv. viciae. nodO. no se ajusta al modelo del
resto de los genes de nodulacion. Es decir,
no induce modificaciones en los factores de
nodulacion tal cual lo sugirieron Denarié y
Cullimore (1993). La inactivacion del gen re-
sulta en una nodulacion demorada (Downie y
Sunn, 1990). Este gen, nodO. codifica una
proteina que liga Ca™ y que es secretada al
medio de cultivo. a “postenon” de la induc-
ciOn de la bactena con flavonoides (de Maagd
et al.. 1989: Economou et al.. 1990). La se-
cuencia de la proteina NodO tiene cierta
homoiogia con la hemois:ra y a'qunas pro-
teasas (Economou et a/.. 1930 y comparte el
~ismT0 meca~isme de secrec ¢~ de las mis-
~as PtBY e~ Ew ~a cvsa~i~e™ (Scheu et
2  '982) Recerte—e~te se e~contrd cque
Nl meca e fLc ce Co-2s 3 taves de la
~e™—rI"a3~a cé 3 ™ sT3 —z2"era que 'a
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haemolisina ( Sutton et al., 1992).

En resumen, la especificidad de las ce-
pas de Rhizobium parece estar bajo un deli-
cado mecanismo de regulacién con tres nive-
les de control. Un primer nivel de regulacion
en la interaccién NodD-flavonoide. 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 regulacion de la nodulacién de
cultivares pertenecientes a una misma espe-
cie.

Factores de Nodulacién

Desde que Hiltner (ver Denarié y Roche,
1992) relaté que los sobrenadantes filtrados
de Pisum sativum contenfan una substancia
que inducia la iniciacion de la infeccion (Hai)
o la deformacion (Had) del pelo radical, se
desarrollé el concepto de la existencia de un
componente extracelular de la bacteria que
producia la deformacion de los pelos radi-
culares (Yao and Vincent, 1969; Solheim y
Raa, 1973; Dénarié y Roche, 1992). Mas re-
cientemente, Bauer et al., (1985) encontraron
evidencias de que las bacterias intercam-
biaban informacién con la planta, a través de
moléculas que difunden a través de filtros.
Ellos demostraron que los rizobios inducian
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 raiz.

Van Brussel et al., (1982) observaron que
las cepas de R. leguminosarum provocaban
la deformacion del sistema radical, lo que se
conoce como fenotipo raiz 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 tenia acti-
vidad TSR y, ademas, que los rizobios de-
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bian tener los genes nodABC (Canter-Cremers
et al., 1986; Van Brussel et al., 1986). Esta
observacion llevo al descubrimiento de cier-
tos metabolitos que se denominaron factores
de nodulacién y, consecuentemente, a eluci-
dar el papel de los genes comunes de
nodulacién nodABC en la nodulacion.
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 nodulacién producidos por R. meliloti.
Posteriormente se aislaron y estudiaron los
factores de nodulacién de diferentes especies
de rizobios como Rhizobium, Bradyrhizobium
y Azorhizobium . Estos metabolitos tienen una
estructura basica comun, formada por trime-
ros, tetrAmeros o pentameros, con enlace b1-
4 de D-glucosamina mono N-acetilada en el
azucar no reductor de la molécula (Roche et
al., 1991; Spaink et al., 1991; Price et al., 1992;
Sanjuan et al., 1992; Schultze et al.1992;
Mergaertet al., 1993; Poupotet al., 1993; Bec-
Ferté ot al., 1994). Las diferencias entre las
especies se reflejan en cambios en la decora-
cion de la molécula central. La nomenclatura
de los factores de nodulacién es de la siguiente
manera p. ej. NodRf V (C18:1; Me-Fuc) Nod
indica factor de nodulacion, Rf indica Rhizobium
fredii, V, indica el numero de residuos de N-
acetilglucosamina; C18:1 representa la longi-
tud de la cadena del acido graso y el numero
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 nodulacién NodRm tienen un gru-
po sulfato en el amino-azucar reductor termi-
nal. Estan N-acilados por acidos grasos no
saturados o por una serie de acidos grasos
hidroxilados en el amino azucar terminal no
reductor. En R. leguminosarum bv viciae el
factor NodRIV no es sulfatado, pero son N-
acilados por acido vacénico (C18:1) o por un
acido no saturado (C18:4) (Spaink et al.,
1991). En R. fredii el factor de nodulacion tie-
ne un grupo metil fucosa adherido al extremo
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reductor del oligdmero del esqueleto de quiti-
na y esta N-acilado por acido vacénico (C18:1)
(Bec-Ferté et al.,, 1994). NodRfV (C18:1;
MeFuc) de R. fredii USDA257 es idéntico a
NodBj (C18:1; MeFuc) unico factor de nodula-
cién 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
USDAG61 (Sanjuan et al., 1992; Carison et al.,
1993). Todos estos factores de nodulacién son
inducidos por genisteina, un flavonoide que
esta presente en los exudados radicales de
soja. R. fredii, B. japonicum y B. elkanii pue-
den inducir nédulos normales fijadores de ni-
trégeno en soja y las tres cepas producen el
mismo factor de nodulacién. Esto sugiere que
el factor de nodulacién juega un papel comun
en el mismo hospedante. Mas aun, es real-
mente intrigante que Rhizobium sp. NGR234,
una estirpe que no puede formar nédulos fija-
dores de nitr6geno en soja, produzca un con-
junto de factores de nodulacién pero ninguno
de ellos idéntico a NodRfV (C18:1; MeFuc)
(Price et al., 1992). El significado biolégico
de esto es desconocido. Pero recientemente,
Relic et al. (1994) coinocularon R. fredii con
factores de nodulacién de la cepa NGR234,
una cepa que normalmente nodula Calopogo-
nium caeruleum, extendiendo el rango de
hospedantes de R. fredii USDAS257 a C.
caeruleum.

Recientemente se ha aclarado el papel de
los genes en la sintesis de los factores de
nodulacién. Se ha descripto que la proteina
NodC es una N-cetilglucosamina transferasa
(Geremia et al., 1994; Spaink et al., 1994).
NodB esta involucrado en la desacetilacion del
quitooligosacarido (John et al., 1993; Atkinson
et al., 1994; Spaink et al., 1994) y que Nol A
esta involucrada en la N-acilacion del esque-
leto quitooligosacarido (Atkinson et al., 1994;
Robhrig et al., 1994). Relic et al. (1994) confir-
maron el papel de los genes nodABC, com-
plementando un mutante nodABC de R. sp.
NGR234 con factores de nodulacién, permi-
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tiendo esto la formacién de nédulos en
cowpea.

Los metabolitos de nodulacién 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 sintesis. En Bradyrhizobium
Jjaponicum, nodZ, un gen que le permite a la
bacteria nodular siratro (Macroptilum atropur-
purea L.), codifica una proteina requerida para
que se produzca la adicién de la 2-O-metil
fucosa al extremo reductor terminal de la N-
acetilglucosamina del factor de nodulacién
(Stacey et al., 1994). Otro gen de Bradyrhi-
zobium, que es cofranscripto con nodABCSUIJ,
nolO, interviniene en la fucosilacion del esque-
leto del factor de nodulacién, a pesar de que
el fenotipo de los mutantes nolO es sélo un
desarrollo de nédulos mas lento (Luka et al.,
1991).

En R. leguminosarum bv. viciae, el gen de
especificidad nodE perteneciente al operon
nodFEL, es el principal factor que determina
la especificidad caracteristica de R. legumino-
sarum bv. viciae y trifolii (Spaink et al., 1989).
nodE y nodL codifican proteinas involucradas
en la sintesis de ios factores de nodulacion.
NodL determina un sustituyente O-acetilo y
NodE, un acido graso no saturado C18:4.
Recientemente, Bloemerg et al. (1994) purifi-
cé la proteina NodL, desarrollé anticuerpos
contra ella y localiz6 a la misma en el citosol
de la célula. Extractos proteicos purificados
de NodL acetilaron lipoligosacaridos, fragmen-
tos de quitina y N-acetilglucosamina, sugirien-
do que, in vitro, NodL tiene una accion 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 infeccién por cepas de rizobios europeas.
Se ha encontrado que este gen media en la
O-acetilacion del factor de nodulacién aunque
de manera diferente a la inducida por NodL.
Mas aan, nodX reduce la produccién de fac-
tores de nodulacién, en aproximadamente,
95% (Firmin et al., 1993).
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En R. meliloti, 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 formacién
de nodulos en el hospedante no homoélogo,
Vicia sativa subsp nigra) (Debellé et al., 1986;
Faucher et al., 1988), pero no en el hospedante
habitual, alfalfa (Medicago sativa). Sin embar-
go, la historia del gen nodH aun no es clara,
debido a que mutantes de nodH pueden for-
mar nddulos en alfalfa cuando las plantas son
cultivadas en vermiculita (Ogawa et al., 1991).
Los mutantes de R. meliloti nodQ exhiben un
namero de hospedantes ampliado, nodulando
tanto alfalfa como Vicia sativa subsp nigra
(Cervantes et al., 1989; Faucher et ai., 1989).
Se ha encontrado que los genes nodH y
nodPQ, codifican proteinas que determinan
la amplitud de hospedantes, determinando
la adicién de un grupo sulfato al factor de
nodulacién ( Schwedock and Long, 1989,
1990; Roche et al., 1391).

Los genes nodFE estan presentes en R.
leguminosarum bv. trifolii y R. meliloti. A pesar
de que estos genes estan conservados a ni-
vel de la secuencia de bases en niveles supe-
riores a los comunes de nodulacion (Debellé
and Sharma, 1986), no son funcionalmente
equivalentes y son determinantes de la espe-
cificidad (Debeilé and Sharma, 1986; Debellé
et al., 1988; Spaink et al., 1989; Surin and
Downie, 1989). Las bases moleculares de la
variacion alélica de los genes de espaecifici-
dad nodFE entre R. meliloti y R. legquminosa-
rum bv. viciae se ha estudiado hasta el punto
de determinar que los dos alelos especifican
la sintesis de acidos grasos no saturados de
diferente niumero de carbonos y también un
namero 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
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(Geelen et al., 1993). Recientemente, se ha
sugerido que, nodS, codifica una proteina
metiltransferasa, que podria estar involucrada
en la sintesis de los factores de nodulacion.
Coincidiendo con esto, los factores de nodu-
lacién producidos por NGR234, pero no aque-
llos sintetizados por USDA257, tienen un gru-
po N-metilo (Price et al., 1992; Bec-Ferté ot
al., 1994). Aun los genes reguladores de R.
meliloti nodD3 y syrM controlan la sintesis de
metabolitos de nodulacion, que estan N-acila-
dos por acidos grasos hidroxilados. Esto ulti-
mo resulta interesante porque NodD3 y SyrM
regulan las respuestas de las bacterias a las
seftales de las piantas en forma distinta que
NodD1 y NodD2 (Gydrgypal et al., 1988, 1991;
Homma et ai., 1990).

Los metabolitos de nodulacién puedei:
inducir un nimero de respuestas caracteristi-
cas. En concentraciones muy bajas pueden
inducir la deformacion y la ramificacion de los
pelos radicales (Lerouge et al., 1990; Roche
et al., 1991; Spaink et al., 1991). Se ha de-
mostrado que los factores de nodulacién pro-
ducidos por los rizoblos pueden inducir la de-
formacion de los pelos radicales en forma
inespecifica. A pesar de que los factores de
nodulaclén de R. meliloti, R.leguminosarum y
B. japonicum pueden inducir la formacién de
meristemas en la corteza interma de las rai-
ces de alfalfa y Vicia y en la corteza externa
de plantas de soja, sélo los meristema indu-
cidos por factores de nodulacién provenien-
tes de R. meliloti y B. japonicum pueden desa-
rrollar con caracteristicas anatémicas e
histoldgicas de un nédulo normal inducido por
Rhizobium (Truchet et al., 1991; Stockermans
y Peters, 1994).

Varias son las evidencias que sugieren
que los factores de nodulacién son compues-
tos morfogenéticos, La introduccién, en un
mutante de R. meliloti que carece de la region
de los genes de nodulacién, de uno (prove-
niente de Agrobacterium tumefaciens) que
codifica la sintesis de citocininas, le permite
a los transconjugantes inducir divisiones cor-
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ticaies (Long y Cooper, 1988). Por otro lado,
plantas transgénicas expresando ios genes
comunes de nodulacidon nodA y nodB mues-
tran anormalidades, indicando que las protei-
nas codificadas por estos dos genes encon-
traron el sustrato que les permitié sintetizar
factores de crecimiento. Estos experimentos
también demuestran que las plantas poseen
la cadena de transduccidn de sefales que le
permiten responder a la presencia de estos
moléculas reguladoras (Schmidt et al., 1993).
Mas aun, un embrién mutante somatico de
zanahoria incapaz de desarrollar, fue resca-
tado por la aplicacion de factores de nodula-
ciéon de R. leguminosarum bv. viciae los que
promovieron la masa proembriogénica y la
formacién globular del embrién (de Jong et
al., 1993).

La actividad morfogenética de los facto-
res de nodulacion es probable que sea la res-
ponsable de la induccién no especifica del
enrulamiento de los pelos radicales (Schultze
etal., 1992). Sin embargo. los metabolitos aun
retienen cierta especificidad la que reside en
las decoraciones del esqueleto central de N
acetilglucosamina. Esto lo sugiere el hecho
de que so6lo los metabolitos de nodulacién de
R. melilotiy B. japonicum inducen la forma-
cion de nodulos en alfalfa y soja, respectiva-
mente (Truchet et al.. 1989; Stokkermans and
Peters, 1994).

CONCLUSIONES

Mucho se ha avanzado en e! conocimien-
to de los eventos tempranos que se suceden
durante la infeccion de las leguminosas por
los rizobios. Sin embargo, estos conocimien-
tos no hanr resuelto los problemas que re-
senta la utilizacidn de ‘s inoculantes Funda-
mentalmente, conocer porqué determinaoas
cepas son mas eficientes que otras er
interactuar con las plantas hospedantes y, ern:
definitiva, en desarrollar nédulos. Probable-
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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 sélo
ante la presencia de rizobios, no se conoce la
funcién de ellos.

Mas aun, en estos momentos un gran
énfasis se ha puesto sobre los factores de
nodulacion, siendo éstos quizas so6lo un com-
ponente mas del conjunto de sefales que re-
sultan en la induccion de nodulos fijadores de
nitrogeno. Prueba de esto es que los factores
de nodulacién son inespecificos en la induc-
ciéon de deformacién de los pelos radiculares
que, ademas, depende de la la concentracion
del factor de nodulaciéon aplicada.

A pesar de todos estos conocimientos
basicos logrados nada se sabe sobre el me-
canismo por el cual el rizobio penetra en el
pelo radical y de la supuesta accion de una
enzima hidrolitica. Nadie ha podido hasta el
momento demostrario.

Es decir, de la misma manera que los or-
ganismos patdgenos ejercen su accion a tra-
vés de la acciéon conjunta de sefiales, com-
puestos o enzimas, es probable que los
rizobios posean un conjunto de mecanismos
que conducirdn a una interaccién rizobio-le-
guminosa compatible, es decir a la formacion
de nédulos.
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