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RESUMEN

El proceso de nodulacién promueve un metabolismo muy
activo de carbono (C) y de nitrégeno (N) entre la bacteria y la
planta hospedera (Christeller et al., 1977). El N es aportado por el
bacteroide mientras que la planta aporta los esqueletos de C
necesarios para fa asimilacion y transporte de NH,". El objetivo
del presente trabajo fué caracterizar el papel de la enzima
responsable de la fijacibn de CO, en el nddulo, ia
fosfoenocipiruvato carboxilasa (PEPC) en el metabolismo de N v
en & crecimiento de plantas de frijol inoculadas con fres cepas de
Rhizobium. Los resultades indicaron que la actividad de la PEPC
tiene un papel importante en el metabolismo de N y puede influir
en el crecimiento de las plantas inoculadas. Se determind que
tanto la actividad de PEPC como su cantidad, se incrementaron
significativamente durante el desarrollo de la simbidsis v que
dicho incremento se presentd antes del incremento en la
actividad de cualquiera de las otras enzimas estudiadas
incluyendo fa nitrogenasa (N,asa). Las plantas que presentaron
mayor crecimiento fueron las inoculadas con la cepa CNPAF 512
que presentaron también la mayor actividad de PEPC. Aungue el
tiempo de induccidén de las enzimas y el transporte de ureidos
dependio de fa cepa de Rhizobium empleada como inoculante, la
induccion temprana en la actividad de PEPC correlacioné en
forma positiva con las actividades de la GS, la GOGAT vy el
transporte de ureidos.

En el andlisis de la composicién de polipéptidos de la
PEPC en nodulos, se detectd un componente de 106 kD. En
raices y en néduios inducidos con la cepa CIAT 899 se encontré
una banda adicional con un peso de 112 kD. La banda de 112 kD
posiblemente corresponde a una modificacién de la banda de
106 kD que puede ser inmuncdetectada con anticuerpos
anti-ubiquitina. La ubiquitinacion de esta proteina puede
representar un nuevo mecanismo de regulacion de la PEPC.



INTRODUCCION

El nitrogeno (N} es el nutriente mas limitante para la
mayoria de las especies vegetales. Después de la asimilacion
fotosintética de carbono (C), la asimilacion de N es el segundo
evento en importancia para el crecimiento y el desarroiio de las
plantas.

Las plantas generaimente adquieren N del suelo, en
forma natural y a través de feriilizantes quimicos sin embargo,
algunas especies pueden adquirir N de la atmdsfera. La forma de
N mas abundante, es el nitrégeno atmosférico (N,), el cual se
encuentra solo disponible para un numero restringido de
microorganismos, los fijadores de N,. Si bién éstos pueden ser de
vida libre, otros sdlo fijan N, al asociarse simbidticamente con
plantas. La simbiosis agricola mas importante es la que se
establece entre las raices de las leguminosas y las bacterias de
los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium. La fijacién simbidtica de
N, resulta de la interaccién compleja entre los genes de la planta
hospedera y la bacteria. De esta forma, ia planta obfiene una
fuente de nitrégeno reducido (NH,"), mientras que suministra los
fotosintatos necesarios como una fuente de energia para el
establecimiento y el funcionamiento del ndéduio (Brewin, 1991). El
nédulo es el dérgano simbidtico que contiene a las bacteras
fijadoras de N, (Vance and Heichel, 1991).



El N, es reducido a amonio (NH,) por la enzima
microbiana nitrogenasa (N,asa) (EC 1.18.6.1). Las enzimas
glutamina sintetasa (GS) (EC 6.3.1.2) y glutamato sintasa
(NADH-GOGAT) (EC 1.4.1.14) constituyen la via de asimilacién
del NH," en la planta.

Desarrollo del nédufo

La capacidad para la fijacion simbidtica de N, es adquirida
a través de fa expresiéon coordinada y controlada de genes de la
planta y de la bacteria los cuales dan origen al nddulo. Los
nédulos de las raices son masas de tejido aitamente organizados
e hiperplasticos derivados de las celulas corticales de ia raijz. La
serie de eventos que derivan en {a formacion del nédulo van
desde el reconocimiento entre los rhizobia (bacterias fijadoras de
N, sin actividad de N,asa) y la zona de emergencia de los pelos
radiculares, la deformacién y enroscamienio de log peios
radiculares, ia invasién y colonizacion bacterial de ia rizésfera, la
formacién de los hilos de infeccidn que llevan a las bacterias a
los centros de actividad mitdtica en el cortex, diferenciacion del
néduio (en las células de los primordios de los ndduios con una
alta actividad meristematica, se presentan cambios morfoldgicos
como migracion dei nuclec y formacién de una pared celular
adicional como una barrera de difusién al O,), metabolismo de C
para la fijacion de N, produccion de acidos organicos,

asimilacién de NH,”, senescencia y posiblemente supresién de
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los genes de defensa de ia planta requeridos para compatibilidad.
De esta forma los genes de la planta hospedera y de la bacteria
contribuyen a ia simbiosis (Vance and Griffith, 1990).

Los noduios segtin su estructura, actividad meristematica
y el producto de N transportado se clasifican en dos grupos: a)
Nédulos esféricos (Esquema 1) que no presentan un meristemo
persistente {por lo que ias etapas de desarrolic estan separadas
temporalmente). Estos nodulos se presentan en especies
tropicales como cacahuate, soya y frijol las cuales transportan
ureidos (alantoina y &cido aiantoico) como productos finales de fa
fijacion simbidtica de N, (Esquema 2). Estos compuestos
constituyen  los  principales  compuestos  nitrogenados
transportados desde el nédulo al resto de la planta (Schubert,
1986); y b) Nodulios elongados-cilindricos con un meristemo
persistente (por lo gue las etapas de desarrollo se encuentran
separadas espaciaimente). Estos nédulos se presentan en
especies templadas como alfalfz, chicharo, lupinus y trébol,
donde el NH," asimilado, es incorporado principalmente en forma
de amidas [giutamin'"a {gin) y asparagina (asn)], las cuailes son
fransportadas por el xilema a la parte aérea de la planta
(Esquema 3).




Esquema 1. Nédulos inducidos por bacterias del génerc
Rhizobium en raices de la plania tropical, frijol (Phaseolus
vidgaris} cv. Negro Jamapa.
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Esquema 2. Localizacion de la via de sinlesis de ureidos en
plantas ieguminosas noduladas de origen fropical.



Metaholismo de N

Fijacién simbidtica de N, a ftravés de la enzima

nifrogenasa.

Las plantas de la famiiia Leguminoseae como el frijol,
adquieren N a través de la enzima nitrogenasa (N,asa),
expresada durante Ia fijacion simbiotica de N, por las bacterias
del género Rhizobium. Se ha demostrado que tratamientos que
inhiben la actividad de la N,asa también reducen fuertemente la
actividad de ia fosfoenoipiruvato carboxilasa (PEPC, EC 4.1.1.31)
y la incorporacion de “CO, en aminoacidos en el nddulo (Laing ef
al., 1979).

Asimilacion de NH," en el nédulo

La asimilacion primaria de NH,” que se ileva a cabo por la
GS depende fuertemente de metabolitos de C. La funcion
integrada de enzimas citosdlicas y asociadas al ndédulo es
requerida para establecer una relaciéon entre la asimilacion de
NH," con el metabolismo de C.

Glutamino Sintetasa

La enzima GS que cataliza {a asimilacidn inicial de NH,

representa del 1-2 % de la proteina total soluble del ndduio en
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Esquema 3. Esquema general de sintesis de las amidas
glutamina y asparagina que se lleva a cabo en plantas leguminosas

noduladas de origen templado.



érganos asimilando N activamente. {a actividad de la GS se
incrementa durante el desarrollo del nédulo en las raices de las
leguminosas (Egli et al., 1991), en hojas etioladas expuestas a la
luz o en hojas y raices de plantas crecidas en NH,” 6 NO,. La
holoenzima tiene una masa molecular de 320/380 kD y esta
compuesta de ocho subunidades con un peso molecular por
subunidad de 38-46 kD. Se han identificado isoformas de la GS:
cloroplastica y citoplasmica tanito en especies monocotiledéneas
como dicotileddéneas. En nddulos de raices de leguminosas se
expresan dos formas citosdlicas de GS y en algunos casos una
de ellas es nédulo especifica (Ortega, 1992; Ortega et af., 1992).
Los anticuerpos de la GS reconocen otras GS's del mismo origen
pero generaimente no reconocen GS's de diferente origen. Las
subunidades de la GS estan codificadas por varios genes, en
algunas especies por una pequena familia multigénica. La GS se
ha purificado de varios érganos de frijol (Phaseolus vulgaris L) y
se han preparado anticuerpos de la GS de nddulos de raices. La
enzima citosdlica en cada drgano esta compuesta de diferentes
proporciones de las variantes isoeléctricas o, B y v. Estas
subunidades estan codificadas por cuatro genes distintos: gin-a.,
ginB, dginy y gind. El gen gind estd expresado
preferenciaimente en células infectadas rhizobiales en nddulos
(Oriega et al., 1992).

La expresion de la GS se afecta en forma variable por el
papei del NH,” y el NO,. En algunas especies como soya y arroz

=)



la transcripcidn y la traduccidon de ciertas formas de genes
citosélicos de la GS estan aumentados y/o inducidos por el NH,”
6 NO,. Sin embargo, en oiras especies como Phaseolus o
Medicago, la expresion det gene de la GS citosdlico parece no
requerir ninguna de éstas dos fuentes de N para su expresion
iniciat (Vance, 1997).

Los genes de la GS son diferenciaimente expresados
dependiendo de la edad, érgano y tejido, de la especie y de la
condicién de N.

Glutamato Sintasa

La GOGAT cataliza la transferencia reductiva del grupo
amido de la gin a la posicidn a-keto del 2-oxoglutarato
(a-ketoglutarato) resultando en la formacion de dos moléculas de
glutamato. La GOGAT en colaboracion con la GS funcionan para
mantener un flujo ciclico de N a partir de NH,” en gin y glutamato
(glt). En plantas superiores la GOGAT se presenta en dos
formas: NADH-GOGAT y ferredoxina-GOGAT (Fd-GOGAT).
Anticuerpos de la NADH-GOGAT no reconocen anticuerpos de la
Fd-GOGAT, ni viceversa. Lo que indica que ambas proteinas son
diferentes. Los nddulos en las raices de leguminosas se ha
reportade que presentan la Fd-GOGAT, sin embargo, su papel no
ha sido entendido. La NADH-GOGAT se localiza principalmente

en tejidos no verdes. La enzima se presenta como un monomero
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con un peso molecular de 200 kD. Los anticuerpos de nddulo de
la NADH-GOGAT reconocen polipéptidos comparables de 200 kD
en ofros tejidos. La actividad de NADH-GOGAT de néduio se
incrementa marcadamente durante el desarrollc de nodulos
efectivos y este incremento estd acompafiado por un incremento
en la proteina y el mRNA. En contraste, raices nodufadas
inefectivas que no fijan N, presentan poca o ninguna actividad de
la NADH-GOGAT, de su proieina o de su mRNA. Este dato
sugiere que la expresion de la NADH-GOGAT de nédulo esta
conirolada a nivel ftranscripcional. Se propone que la
NADH-GOGAT puede ser un paso limitante en la asimilacién de
N, filado simbidticamente (Vance, 1997).

Transporte de N, en frijol simbiéticamente fijado: ureidos

las leguminosas tropicales de fa tribu Phaseofeae que
transportan N en forma de amidas cambian su metaboiismo de N
a la sintesis de ureidos cuando ellas son noduladas (Ireland,
1997; Schubert, 1986). Este cambio puede deberse a la
economia del uso del C: los costos metabdlicos relativos al
transportar ureides o amidas no han sido claros pero parece
quelos productores de ureidos usan menos C organico para
transportar la misma cantidad de N que los productores de

amidas.
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Los ureidos alantoina y dcido alantoico representan entre
el 60-90 % del N totai en la savia de leguminosas tropicales
noduladas. El papel de éstos compuestos en el transporte de N,
filado simbidticamente se confirmd al utilizar {°N]N, (Pate, 1989;
Schubert, 1986).

Los ureidos son sintetizados por fa via de oxidacién de las
purinas y requieren de la compartamentalizacion del nddulo:
células infectadas y células no infectadas. El N, fijlado por el
bacteroide es reducido a NH," el cual es excretado en el citosol
de fa célula hospedera infectada, entonces es asimilado por la
GS en gin. La sintesis de la purina que tiene como sustrato a fa
gin se lleva a cabo en el plastidio (lreland, 1997). La purina,
xanting, es exportada al citosol donde es oxidada a acido drico
por la xantina deshidrogenasa (XDH). El acido Grico una vez en &l
peroxisoma de las célula no infectada se convierte a alantoina
con la produccion de peroxido de hidrégeno y CO, por accién de
la uricasa. Dependiendo de la especie vegetal fa alantoina se
utiliza directamente en el transporte de N en el xilema o puede
ser primeramente convertida a acido alantoico en el reticulo

endoplasmico, por la enzima alantoinasa (Schubert, 1986).
Aunque las raices noduladas de plantas que fransportan

ureidos tienen una PEPC muy activa el papel de ésta enzima en
ia sintesis de ureidos no es clara.
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En el caso de las leguminosas templadas que transportan
amidas (gin y asn), la actividad de la PEPC tiene una
significacién especial, yva que el producto de la reaccion
{oxalacetato) es el sustrato para la sintesis de asparagina {Laing
et al., 1979).

Metabolismo de C

PEPc en tejidos fotosintéticos

La PEPC cataliza la &-carboxilacién irreversible del PEP
en presencia de HCO, y Mg®, para producir oxalacetato y Pi.
Esta enzima estd ampliamente distribuida en plantas y microbios
jugando un papel crucial en el metabolismo de C y N. La mayoria
de los estudios sobre la PEPC en plantas se han enfocado a las
especies con metabolismo C, y CAM, donde ésta enzima es la
responsable de la asimilacion primaria de CO, en tas hojas.

La PEPC es un tetramero compuesto de subunidades de
100-110 kD y varias isoformas de ia PEPC han sido detectadas
en especies C, y CAM (Pathirana ef a/,, 1992). La regulacion de
la enzima se logra a fravés de eventos tanto transcripcionales
como post-traduccionales. En maiz y sorgo, la luz incrementa los
niveles del mRNA y de la proteina de la PEPC. En ia planta de
hielo, Mesembryanthemun crystallinum, el estrés por sal es el que

promueve un incremento en la estabilidad del mRNA de la PEPC
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y de su proteina (Bauer ef al, 1992; Jiao and Chollet, 1991). La
regulacién de la PEPC se presenta a varios niveles:
posi-traduccional de la PEPC que se logra mediante la
fosforilacion de la proteina (Bakrim et al, 1993), mientras la
oligemerizacion depende del fosfoenolpiruvato (PEP), malato y
glucosa-6-P, También se presenta reguiacién de la PEPC por
recambio de la proteina.

PEPc en tejidos no fotosintéticos

En plantas con metabolismo C; se han hipotetizado varias
funciones para la PEPC pero su papel mas definido estd
reiacior{ado con el aporte de esqueletos de C en la asimilacion
inicial del NH," en nédulos de leguminosas. La fijacién de CO, en
los nédulos a través de la PEPC esta integraimente asociada con
la fijacién de N, y asimilacién de NH,". Se presenta una relacidn
directa entre et metabolismo de N y el metabolismo de C.

El papel que la PEPC juega en la asimilaciéon de NH," se
ha estudiado en especies como Sefenastrum y maiz
(Vanlerberghe et al, 1889). Los resuitados indican que se
presenta un incremento en la actividad de la PEPC y su mRNA
en respuesta a adiciones de NH,". En experimentos con plantas
tratadas con NH," se ha detectado la incorporacién rapida de “C
a través de la fijacion de “*CO, mediante la actividad de la PEPC.
El “C se ha incorporadc en aminodcidos nuevamente

14



sintetizados lo cual ejemplifica las interrelaciones del
metabolismo de C con el del N.

En nddulos, se ha observadoe que la glicdlisis deriva en la
sintesis de maiato, el cual puede ser reducido a fumarato y
succinato. Estos acidos organicos son claramente usados como
una fuente de energia para Ia fijacion de N, por los bacteroides.

La PEPC aporta cantidades substanciales de C para ia
sintesis de aspartato y asparagina y para reabastecer (actividad
anaplerdtica) ias pozas de acidos organicos (intermediarios en sl
ciclo del Aacido tricarboxilico) (Esquema 4). Algunos de los
papeles que ésta enzima juega en la simbiosis son: a) Sintesis de
acidos dicarhoxilicos C4 como malafo y succinato, los cuales son
usados como sustratos por los bactercides, para la generacion de
ATP; b} Provision de esqueletos de C para la asimilacion de NH,'
y para la sintesis de ios compuesios transportadores de N
(amidas y ureidos);, y ¢) Sintesis de 4cidos organicos para
mantener el balance de carga y el pH intracelular (King et al.,
1986).

En nédulos aistados de lupinus expuestos a [*“Clglucosa

el (nico aminoacido marcado en os primeros 10 minutos de
exposicién fué aspartato (Laing et al., 1979).
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Esquema 4. Metabolismo de carbono y nitrégeno en la planta

hospedera y en &l nddulo.
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En raices noduladas de plantas de chicharo incubadas
con “CO, se observé que 63 % del *C se incorporé en el
citoplasma en forma de malato y succinato, lo cual confirma que
la PEPC proporciona esqueletos de C en el nédulo (Rosendahi et
al., 1990).

En nodulos de chicharo expuesto a "“CO, el primer
producto marcado detectabie fué malato con una subsecuente
conversién a aminoacidos (DeVries ef al,, 1980).

Metabolismo de C en fa fijacidn simbidtica de N,

Los procesos de fijacidn de N, y de asimilacion de NH,™ en
el nédulo, reguieren de una gran cantidad de fotosintatos, es
decir, de C derivado de la fotosintesis, para contender con la
elevada demanda de ATP de la N,asa y de la GS, asi como para
proporcionar los esqueletos de C necesarios para la sintesis de

los compuestos transportadores de N en el ndduio.

El consumo de C en el nodulo, representa del 15-30 % del
C asimilado por la planta via ia fotosintesis (Cocker and Schubert,
1981). El "dogma" actual sugiere que la fijacion de N, y su
asimilacién en los nodulos de las raices esta limitada por la
disponibilidad de C derivada de la fotosintesis (fotosintatos)
(Vance and Gantt, 1992). Se ha demostrado por Ta ef af (1987)

que sin un suplemento adecuado de fotosintatos a los nodulos, la
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fijacion de N, disminuye considerablemente y puede llegar a ser
nula. Lo anterior establece que la disponibilidad de C es un factor
limitante para que se lleve a cabo la fijacién de N,. Es importante
entonces que exista una fuente de C adicional al C derivado de Ia
fotosintesis, para que exista un buen desamrollo v funcionamiento
det nddulo. En este drgano existe una enzima capaz de fijar
bidxido de carbono atmosférico (CO,), lo cual representa un

aporte adicional de C hacia el nddulo. Esta enzima es la PEPC.

Estudios recientes han demostrado que a través de la
actividad de la PEPC, se permite reasimilar parte del CO,
respirado por los bacteroides (Coker and Schubert, 1981; King ef
al., 1986). La actividad de la PEPC, permite incrementar el aporte
de C al nddulo y de esta forma, se puede aumentar la provision ‘

de C necesaria para |a fijacion de N, y la asimilacion de NH,".

Por experimentos realizados con “CO,, se ha demostrado
que entre el 25-40 % del C requerido para la fijacién de N, por la
N,asa, es aportado por la actividad de la PEPC (Vance ef al,
1983). Se considera un costo minimo de 4 mg de C por cada mg
de N, fijado y una parte importante de éste es aportado por fa
actividad de la PEPC (1.5 mg de C/ mg de N fijado}.

Cookson (1880) demostré que en nédulos aislados de
Phaseolus vulgars el 25 % del C fijado a partir de “CO, se

incorporé en aminoacidos mientras del 80-70 % se incorpord en
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intermediarios dei ciclo del acido tricarboxilico y el resto de la

marca se encontrdé en aspartato, arginina, lisina y alantoina.

La PEPC es una proteina citosdlica, presente en todas las
especies vegetales. En tejidos no fotosintéticos como en nédulos
la PEPC, comprende entre 1-2 % de la proteina total solubie,
niveles similares a aquelios encontrados en hojas de especies
con metabolismo C, y CAM. La actividad especifica de ia PEPC
de nédulo es comparable a la de las PEPCs C, y CAM. En
nddulos inefectivos inducidos por rhizobia inefectivos o
conirolados por genes vegetales, la PEPC se ve fuertemente
limitada en su actividad y en su proteina.

La PEPC ha sido purificada de nédulos de soya, alfaifa y
lupinus. Se ha sugerido [a presencia de formas
néduio-especificas de la PEPC, pero no se ha confirmado ésta
hipdtesis. Actualmente sdlo la PEPC de nédulo de alfalfa ha sido
ampliamente estudiada a nivel de mRNA y de proteina. Utilizando
anticuerpes monoespecificos a la PEPC de nédulos de alfaffa se
aisid un cDNA de 3.8 kb. Este codifica una proteing de 966
aminoacidos que produce una proteina de 111 kD. La secuencia
de aminodcidos de la PEPC de noduios de alfalfa muestra un 80
% de identidad con las PEPC’s de especies con metabolismo C,
y CAM (Pathirana ef al., 1992; Vance and Gantt, 1992).
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En nédulos de soya (Schuller and Werner, 1993) se ha
trabajado en inmunocitoquimica, a nivel de localizacion de la

PEPC en la célula infectada y a nivel fisiolégico y bioquimico.

Existe sin embargo menos informacion sobre el papel de
la PEPC en nédulos de leguminosas tropicales y hasta nuestro
conocimiento no se ha estudiado ampliamente en relacion con las

enzimas de asimilacion de NH,” en el ndduio.

En la presente tésis se presenta un estudio del papel que
tiene la PEPC con relacién a enzimas en la fijacion de N, , la
asimilacién de NH,” y el transporte de ureidos y de como
dependiendo de la cepa de Rhizobium, se afecta este
metabolismo durante el desarrolic de la simbiosis frijol-Rhizobium.
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JUSTIFICACION

La importancia agrondmica de utilizar especies como el
frijol que promueven una fijacion simbidtica de N, radica en que
esto ayude a: 1) reducir cosios de manejo del cultivo, por
disminuir ta utilizacién de fertilizantes quimicos, 2) aminorar
problemas posteriores de contaminacion del suelo, como acidez v
salinizacion, 3) recuperar ios niveles de N perdidos de los suelos
cuando se intercala con otros cultivos que son incapaces de fijar
N, simbioticamente.

En los uitimos 30 afos se ha venido trabajando sobre la
fisiologia y bioquimica y mas recientemente sobre la biologia
molecular del metabolismo de N en la simbibsis frijoi-Rhizobium
enfocado a la parte de Ia bacteria fijladora de N,
Comparativamente solo recientemente se ha estudiado a la
especie vegetal hospedera. Actualmente se estan haciendo
esfuerzos por estudiar de manera integral la reguiacion y
coordinacion del metabolismo de C y N durante fa simbosis
planta-Rhizobium. Nuestro grupc estd interesado en estudiar fas
caracteristicas del metabolismo dei C en la simbiosis y su relacién
con el metabolismo de N adquirido en forma simbidtica.
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HIPOTESIS

En base a lo discutido en la introduccién, se proponen las
siguientes hipdtesis:

1) La PEPC no sélo juega un papel en el metabolismo de
N en el nédulo, sino que juega un papel integral en af desarrollo
de la simbidsis que da como resultado un mayor crecimiento de ia
planta nodulada. Es posible que la cepa de Rhizobium CNPAF
512 que presenta mayor capacidad de nodulacién que las otras
cepas estudiadas (CIAT 899 y CE3) presente mayor actividad de
PEPC correlacionada con un mayor crecimiento de las plantas.

2) La PEPC aumenta en actividad y cantidad durante el
desarrollo de la simbidsis. Es posible que la cepa de Rhizobium
CNPAF 512 que presenta una mayor capacidad de nodulacion
que las otras cepas estudiadas (CIAT 899 y CE3) presente una
mayor actividad y cantidad de PEPC.

3) La actividad de PEPC se induce en forma mas
temprana y con tasas mayores que la actividad de la Nyasa
durante el desarrollo de la simbiodsis. Se esperaria que en las tres
cepas, la actividad de la PEPC anteceda a la actividad de la
N,asa. Es posible que la cepa de Rhizobium CNPAF 512 que

presenta mayor capacidad de nodulacién que las otras cepas




estudiadas (CIAT 899 y CE3) promueva mayor actividad de la
PEPC y N asa.

4) El ciclo GS/GOGAT requiere de esqueletos de C para
ta asimilacién del NH,", derivado de la N,asa. La PEPC puede
aportar éstos esqueletos de C por lo gque se esperaria una
correlacion alta entre las actividades de GS/GOGAT con la PERPC
en piantas inoculadas con cualquiera de las tres cepas de
Rhizobium estudiadas.

5) La PEPC aporta esqueletos de C para la sintesis de
ureidos (que distribuyen el N det néduio a resto de ia planta). Se
esperaria que hubiera una alta correlacién enire la actividad de
PEPC y el transporte de ureidos en plantas inoculadas con
cualquiera de las tres cepas de Rhizobium estudiadas.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar el papel de la PEPC en la fijacion de N,
asimilacion del NH,', el transporte de ureidos y el crecimiento de
la pilanta durante la simbiosis friol-Rhizobium, utilizando tres
cepas con capacidad de nodulacion diferente.

Objetivos Especificos:

1) Evaluar el papel de PEPC en el establecimiento y
desarrollo del nédulo y su relacién con el crecimiento de las

plantas inoculadas con tres cepas diferentes de Rhizobium.

2) Determinar la actividad y la cantidad de la PEPC y su
relacién con fa actividad de la N,asa durante el desarrollo de
plantas inoculadas con tres cepas diferentes de Rhizobium.

3) Definir si la actividad de la PEPC coniribuye en el
aporte de sustratos para las enzimas GS/GOGAT que catalizan la
asimilacion de NH," en el ndduio de plantas inoculadas con tres

cepas diferentes de Rhizobium.
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4) Analizar el transporte de N en forma de ureidos y su
relacién con PEPC y N,asa durante el desarrolic de las plantas

de frijol inoculadas con tres cepas diferentes de Rhizobium.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental seguida para cumplir con los
objetivos propuestos en la presente tesis se ennumeran a

continuacién y se resumen en el Cuadro 1.

1} Germinar semillas de frijol (Phaseolus vulgans L) cv
Negro Jamapa e inocularias con tres cepas diferentes: Rhizobium
etli CE3, R. tropici CIAT 899 y R. leguminosarum bv phaseoli
CNPAF 512.

2) Cuantificar a los 8, 10, 12, 15, 18 y 24 dias después de

la inoculacién (DD1) los siguientes parametros:

a) Crecimiento de las plantas

b) Actividad y cantidad de PEPC

c) Actividad de N,asa

d) Actividad y cantidad de GS y GOGAT
e) Transporte de ureidos

3) Determinar la actividad y la cantidad de PEPC en raices

de frijol no inoculadas. Inmunoprecipitar la proteina de raiz con
anticuerpos anti-PEPC.
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4) Analizar los polipéptidos de reaccién a anticuerpos
anti-ubiquitina en extractos de raiz y de nédulos inducidos con las

tres cepas diferentes de Rhizobium antes mencionadas.
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Tabla 1. Estrategia de trabajo propuesta en la presente

tésis.

Semillas
de frijol:
cv. Negro Jamapa

Cepas de Rhizobium:
CNPAF 512
CIAT 898
CE3

l

L

inocutacién

|

] Simbiosis 8, 10, 12, 15, 18 y 24 DD

anticuerpos especificos

Andlisis
Parte aérea de la plantaCrecimiento Peso freseco
Area foliar
Altura
L Xilema Ureidos Transporte
Proteina: soluble
Ndduio Proteina en gei.
Actividades N.asa, PEPC, GS,
enziméticas GOGAT.
Deteccién de PEPC,
polipéptidos con Gs,
anticuerpos especificos |GOGAT
ubiqutina.
Raiz Actividad enzimatica PEPC
Deteccién de PEFPC,
polipéptidos con GS,

GOGAT, ubiquitina.

inmunoprecipitacion

PEPC, ubiquiting
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) cv.
Negro Jamapa, las cuales fueron esterilizadas en la superficie
con una solucidn al 10 % (V/V) de hipoclorito de sodio comercial,
por & minutos. Enseguida se lavaron con abundante agua
destilada estéril. Las semillas fueron colocadas en charolas de
aluminio sobre papel humedecido y crecidas en un cuario
obscuro a 27 °C por tres dias para su germinacion.

Cepas de Rhizobium

Las inocculantes utilizadas fueron las cepas: Rhizobium
leguminosarum bv phaseoli CNPAF 512 (Hungria et al, 1891),
Rhizobjum tropici CIAT 889 (Martinez-Romero et al, 1991) y
Rhizobium etfi CE3 (Noel ef al, 1984). Por facilidad se
designaron como: CNPAF 512, CIAT 899 -y CE3 respectivan';ente.
Su capacidad de nodulacidon en un experimento preliminar con
frijol (Phaseolus vulgars) cv. Negro Jamapa (Cuadro 2). La cepa
CE3 se considerd como control, debido a sus caracteristicas

fisiclogicas presentadas en simbiosis (Cuadro 3).
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La cepa de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
CNPAF 512 se hospeda en la planta de frijol (Phaseolus vulgans
L.). Su origen geografico es Goiania, Brasil. Se considera una
cepa "precoz” debido a que las hojas de las plantas de frijol que
nodula no presentan sintomas de deficienciza de N visibles
(clorosis) (Hungria et al., 1991).

La cepa R. fropici CIAT 899, pertenece al sub-grupo B,
originalments se hospeda en la planta de frijol (Phaseolus
vilgaris L.). Su origen geografico es Colombia (Martinez-Romero
etal., 1991).

La cepa R. etli CE3 originaimente se hospeda en [a pianta
de frijol (Phaseolus vulgans L.). Su origen geografico es México.
Esta cepa es una derivativa de la cepa silvestre R. phaseoli CFN
42. Es resistente a estreptomicina y nodula y reduce acetileno
con la habiiidad de la cepa silvestre (Noel ef a/., 1984).
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Tabla 2. Parametros estimados para definir la capacidad

de nodulacion de cada cepa de Rhizobium estudiada en plantas

de frijol cv. Negro Jamapa. El numero de + refleja la velocidad

relativa de cada parametro.

Cepas de Tiempo de Cantidad de | Tamafic de
Rhizobium nodufacién nédulos nédulos
CE3 + + +
CIAT 899 ++ Er Py
CNPAF 512 +t +++ +++

Tabla 3. Caracteristicas de! crecimiento de la parte aérea

de las plantas de frijol cv. Negro Jamapa y de nédulos inducidos

por [as tres diferentes cepas de Rhizobium estudiadas.

Cepade |Peso fresco de| Peso secode | Peso secode
Rhbizobiur parte aérea parte aérea noduios
{g/planta) {g/planta) {mg/planta}
CE3 1.8 8.22 414
CIAT 899 3.38 nd* 5386
CNPAF 512 3.38 0.42 52.86

*nosedeterming  Fuente; Ortega, 1992
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Condiciones de cuftivo (invernadero}

Las semillas una vez germinadas se colocaron en
macetas con vermiculita, se separaron en tres lotes y ¢ada uno
se inoculd con una cepa de Rhizobium. Las plantulas se
cuitivaron en invemadero en condiciones de fotopericdo natural
de 14 hrs luz/10 hrs obscuridad, con una temperatura promedio
diaria de 25-30°C y con una humedad relativa de 45 %. Las
plantas se regaron cada tercer dia con solucion nutritiva MS
(1962) sin N y alternativamente se regaron solamente con agua
destilada.

Recoleccion de muestras

Las muestras de nédulos y material vegetal (parte aérea y
xilema) se colectaron siguiendo una cinética de crecimiento para
cada una de las cepas de Rhizobium utilizadas. Las muestras se
recolectaron a los dias: 8, 10, 12, 15, 18 y 24 después de la
inoculacion (DDY) de las raices de las plantas de frijol. El material

recolectado fué almacenado a -70°C hasta su analisis.
Control

Se utilizaron dos sistemas de control: 1) semillas de frijol
germinadas por siete dias en la obscuridad (ver Material vegetal).

El hipocotilo se recolectd y se guardd a -70°C hasta su analisis; y
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2) semillas de frijol germinadas por tres dias en la obscuridad y
posteriormente sembradas en vermiculita. La fertilizacion se
realizdé cada tercer dia con soiucién nutritiva MS (1962)
adicionada con N [10 mM nitrato de potasic, KNO, y 2mM sulfato
de amonio, (NH,), SO,l. Estas plantas se cultivaron en las
mismas condiciones de invernadero que las plantas inocuiadas.
Se realizaron colectas de material vegetal a los: 8, 10, 12, 15, 18
y 24 dias después de su siembra en macetas con vermiculita y se
guardaron a -70 °C para su analisis.

Determinacién de crecimiento

Como parametros de crecimiento se determind el peso
fresco, la talla y el area foliar de la parte aérea de las plantas
inoculadas con cada cepa de Rhizobium a lo largo de la cinética
de desarrollo. La determinacion de la talla se tomd midiendo en
centimetros (cm) la parte aérea de la planta desde el nivel de la
corona (nodo cotiledonar) hasta la punta de la ultima hoja
producida por la pianta. La determinacién de pesc fresco se
realizé de la siguiente forma: inmediatamente después de
registrar la altura de la parte aérea de |3 planta se tomo su peso
en una balanza digital. Una vez registrados ios datos de aitura vy
de peso fresco de la parte aérea de las plantas se determind el
area foliar. Se cortaron las hojas (ldmina sin peciolo) de cada
planta y a cada par de hojas opuestas se les tomaron fotocopias
para el posterior andlisis de su area foliar. Este parametro se
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determind mediante la formula de drea de un friangulo (forma

similar a {a hoja de la planta de frijol).

Extraccion de proteinas

Todos los procedimientos de extraccion se flevaron a cabo
a 4°C, a menos que se contraindique. Muestras de raiz (2 g) y de
nédulos (1g) fueron macerados en un mortero con nitrdgeno
liquido y adicionados con 20 % vy 2 % (P/P) de PVPP pararaiz y
nodulos, respectivamente. El tejido se incubd hasta alcanzar la
temperatura ambiente (27°C). Inmediatamente se homogenizd en
3 vol (P/V) de buifer de extraccion. El buffer de extraccion
consistid en 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 5 mM EDTA, 10 % gliceroi,
10 % etilenglicol, 1 mM PMSF y 1 mM DTT. El homogenade fue
centrifugado por 20 min a 20,000 g. E! sobrenadante contenia ia
parte soiuble vegetal y fué utilizado para los analisis de proteinas
totales, y cantidad y actividades enzimaticas del metabolismo de
N (GS) y de C (PEPC).

En el caso de raices, debido a la baja actividad de la
PEPC en éstos tejidos, se decidid concentrar la enzima en el
extracto rezlizando una precipitacion con (NH,), SO, en un
porcentaje de saturacién entre 40-80 %. Los exiractos fueron
desalados contra buffer de extraccion Tris-HCI 50 mM pH 7.8, en
columnas de Sephadex G 50, antes de los analisis de actividades

enzimaticas y determinaciones de proteina.
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Actividades enzimaticas

N,asa

La actividad de N,asa se determiné por el procedimiento
de reduccién de acetileno. Se colocd el sistema radicular de las
plantas inoculadas en botelias de vidrio de 250 mL enriquecido
con una una atmésfera de 10 % de acetileno. Las raices
inoculadas se incubaron durante 45 minutos. La concentracion de
etileno (C,H,) producido se determind en un cromatégrafo de
gases con detector de ionizacion de flama (Varian). La actividad
de N,asa se expresdé como nmol de C,H, producido por hora por
planta.

PEPC

La actividad de PEPC se determind
espectrofotomeétricamente acoplando el ensayo a la malato
deshidrogenasa (MDH) y se analizé la oxidacién del NADH a 340
nm, como esta descrito para la enzima de frijol (Deroche ef al.,
1983). La mezcla de reaccion consistié en 100 umol Tris-HCI pH
7.8, 2.5 pmol PEP, 5 ymol HCO,, 5 umol MgCl,, 100 nmol NADH
y 5 unidades de MDH (Sigma), en un volumen final de 1 mL. La
reaccion fué iniciada por fa adicion de PEP. Las muestras con 10
ug de proteina de extracto de nddulo ¢ 20 pg de proteina de
exiracto de raiz enriquecido se utilizaron en el analisis de la
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actividad de la PEPC. El blanco consistid de la mezcla de
reaccidn excepto el sustrato. Una unidad de actividad enzimatica
estd dada por la cantidad de enzima requerida para producir 1
umol de oxaloacetato por minuto a 22°C.

GS

La actividad de GS se determind por el ensayo de
fransferasa (Ferguson and Sims, 1974). Una unidad de actividad
equivale a 1umol de g-glutamil hidroxamato formado por minuto a
30°C.

GOGAT

Para la extraccién de esta enzima se utilizd buffer de
fosfatos 50 mM pH 7.5. La enzima se analizé con 100 ug de
proteina de extracto de nédulo en un volumen de reaccion final
de 1 mL. La mezcla de reaccion consistié en 100 mM K,HPO, pH
7.5, 1 % b-mercaptoetanol y 1.0 mM oxoglutarato. La reaccion se
monitored por la oxidacion de NADH a 340 nm a 30°C. La
reaccion inicié con la adicion de 5 mM de L-glutamina (Hungria et
al., 1991). £l blanco consisité de mezcla de reaccion sin adicion
del sustrato {gin). Una unidad de actividad equivaie a producir
1umol de glutamato formado por minuto a 30°C.
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Proteina fotal soluble

Se determind la concentracion de proteina total solubie
(PTS) en los extractos de raiz y de nédulo para cada cepa de
Rhizobium analizada durante la cinética. La PTS se determiné se
determind por el método de Bradford (1976), ufilizando una cwva
de calibracién con albumina (BSA) como estandar de proteina. La
proteina también se analizd mediante geles de poliacriiamida al
10 %, mediante su tincidén con e ¢olorante azul de Coomassie.

Las actividades enzimaticas y la concentracion de
polipéptidos detectados con anticuerpos especificos se

analizaron en funcién de ja PTS en la raiz y en el nddulo.

Ureidos

La savia del xilema del tallo se colectd siguiendo la
cinética de desarrollo del nédulo. Los tallos de las plantas de frijol
se cortaron por debajo del nodo cotiledonar e inmediatamente se
colocé una manguera de plastico cuyo didmetro intemo igualara
al diametro del talio. La savia se recolecté a las 12:00 P.M.,
durante 30 minutos. Las muestras se almacenaron a -70°C hasta
su andlisis. La concentracién de ureidos se determind
espectrofotométricamente a 535 nm, monitoreando la produccion
del acido glioxilico segun el protocoio descrito por Vogel and Van
der Drift (1970).
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Electroforesis

ta composicion de los diferentes polipéptidos se
determind de extractos de nddulos y de raiz. Los extractos de
noédule y de raiz crudos y dializados, respectivamente, se
cargaron en geles de poliacrilamida al 10 % (para GS) y 8 %
(para PEPC y GOGAT) en condiciones desnaturalizantes
(Laemmli, 1970). Las electroforesis se llevaron a cabo en un
sistema mighty small a temperatura ambiente (27 °C) por 1 hr a
90 V. Después de la separacién de los polipéptidos por su peso

se procedid a su transferencia a membranas inmobilén-P.

Transferencia de proteinas

Una vez que las proteinas de distribuyeron en e! gel, se
procedié a transferifas a un soporte solido, membrana
inmobiién-P (PVDF) la cual se colocd sobre el gel y ambos se
cubrieron entre dos hojas de papel Whatman No. 1. El paquete
se sujeto entre un par de mallas de plastico y hules espuma con
cierta presién. Este dispositivo se colocd deniro de una cémara
de transferencia en un sistema liquido, donde a través de carga
eléctrica (400 mA, comiente constante) se transfirieron las

proteinas. Las transferencias se llevaron a cabo por 2 h a 4°C.
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Técnica de inmunodeteccion (westem blot)

Parg detectar los diferentes polipéptidos se utilizo la
técnica de inmunodeteccién (Towbin ef af, 1979). Una vez
obtenidas las membranas con los polipéptidos, se procedio a la
tincién de la membrana con una solucién de Ponceau, para
marcar los estandares de peso molecular. La membrana se
enjuago con abundante agua destilada para eliminar el exceso de
colorante y se incubd con el primer anticuerpo, anti-PEPC
(anticuerpo peliclonal monoespecifico contra la PEPC de nédule
de frijol) por 1 h a 25°C; se realizaron 2 lavados por 1 minuto y 3
lavados por § minutos, con una solucidn de TBS (10 mM Tris pH
8, 150 mM NaCl y 0.1 % Tween 20). Se incubd durante 1 h con el
anticuerpo  secundario (IgG de conejo-AP) acoplade a la
fosfatasa aicaiina (Boebhringer), utiizada como sistema de
deteccién. Para la reaccién se requieren como sustratos NBT
{Nitrobluetetrazolium) y BCIP (5-bromo, 4-cioro, 3-indoifosfato) los
cuales producen un precipitado de color violeta. En el analisis
final los productos de color violeta caracterizan a los polipétidos

estudiados.
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Analisis de polipéptidos

Analisis de PEPC.

Para detectar la PEPC se utilizaron anticuerpos
anti-PEPC de nddulos de aifalfa (Medicago sativa) (Miller et al.,
1987}, generosamente proporcionados por el Dr. Carroll Vance
(Universidad de Minnesota). Estos anticuerpos fueron
previamente inmunopurificados contra la PEPc¢ inmovilizada vy
parcialmente purificada de nddulos de frijol (Ortega, 1992), con io
cual se generaron anticuerpos ant-PEPC policionales

monoespecificos,
Analisis de GS.
Los componentes de fa GS se detectaron con anticuerpos
policlonales monoespecificos anti-GS de nédulos de frijol
{Crtega, 1992).

Analisis de la GOGAT

La GOGAT se detecté haciendo uso de anticuerpos
policlonales monoespecificos anti-GOGAT de haba (Vicia faba) y
de nédulos de alfalfa. Donados generosamente por el Dr. Carroll
Vance (Universidad de Minnesota).
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Polipéptidos de ubiquitina

Para detectar ios polipéptidos de reaccién con anticuerpos
anti-ubiquitina se corrieron extractos de raiz y de nddulos en
geles de poliacrilamida al 8%. Se electrotransfirieron ias proteinas
a membranas inmobilon-P y se determiné si la banda de 112-kDa
observada en extractos de raiz y en algunos extractos de nédulo,
detectada con anticuerpos anti-PEPC, presentaba
inmunoreacciéon con anticuerpos anti-ubiquitina. Los anticuerpos
anti-ubiquiting se obtuvieron comerciaimente de Ila casa
Boehringer.

Técnica de inmunoprecipitacion

A diferencia de los extractos de nédulo donde no fué
necesario inmunoprecipitar la PEPC, en los exiractos de raiz fué
necesario inmunoprecipitar la proteina para poder observar la
reaccion con el anticuerpo anti-ubiquitina. Los extractos de raiz
pasaron por una etapa de precipitacion con (NH,), SO,, en un
corte del 40-80 % (a 4°C) (Cuadro 4). Después de centrifugar por
10 minutos a 10 000 rpm, se recoiecto el precipitado y se dializé
en columnas de Sephadex G 50. Los extractos enriguecidos v
dializados de raiz (150 mlL), se inmunoprecipitaron con las
siguientes concentraciones del anticuerpo anti-PEPC: 1, 2, 5, 10y
20 mL, se agregd TBS hasta cubrir el voiumen final (300 mL). El

coctel de reaccién se aQitd y se dejé reaccionando toda ia noche
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(Q/N) a 4°C. L.a muestra se centrifugd a 14 000 rpm por 15
minutos a 4°C. El sobrenadante y el precipitado obtenidos se
analizaron para la actividad de la PEPc y PTS. Se realizaron las
inmunodetecciones con los  anticuerpos anti-PEPC  y

anti-ubiquitina.
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Tabla 4. Técnica de Inmunoprecipitacion de extractos de
raiz con anticuerpos anti-PEPC, para analizar la reaccion con
anticuerpos anti-ubiquitina.

Raiz
{Sin inocular)

Extraer
Buffer 50 mM Tris-HCi pH 7.8

Precipitar con (NH,), SO,
Corte entre 40-60 %

Diatizar
G-50

Precipitar con anticuerpos anti-PEPC
1,2,5,10y20uL

Incubar OIN, 4°C

Centrifugar
14,000 rpm, 4°C

Sobrenadante  Andlisis de proteinas totales
Precipitado Actividad de PEPC

Gel poliacrilamida al
10 %

Transferir por 2h a 400 mA a 4°C

Inmunodetectar:
anticuerpos anti-PEPC y anti-ubiquitina
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RESULTADOS

Crecimiento de /as pfantas no nodufadas vs inocufadas.

Peso Fresco

£l crecimiento de las plantas se analizé a través de los
parametros: peso fresco, area foliar y altura. Las plantas no
noduladas mostraron una mayor acumulacion de biomasa (peso
fresco y area foliar) comparado con plantas inocuiadas con
cualquiera de las tres cepas CNPAF 512, CIAT 899 y CE3 (Figura
1 ). En etapas tempranas las raices inoculadas con la cepa
CNPAF 512, produjeron piantas con un peso de 1.5 g en ei dia 8
io que represenia 25 % mayor peso fresco que las plantas
inoculadas con la cepa CIAT 899 v 50 % mayor peso fresco que
las plantas incculadas con la cepa CE3 (Figura 1 W). Esta
tendencia se mantuve durante el desarrollo de la cinética. En el
dia 12, la cepa CNPAF 512 indujo un incremento en el peso
fresco en relacién a las otras dos cepas de Rhizobium (Figura 1 1
C). Las plantas inoculadas con la cepa CIAT 899, iniciaron con
0.75 g en su peso fresco de la parte aérea solo hasta el dia 15 se
observo incremento en la velocidad de crecimiento (Figura 1il B)
y en el dia 24 el valor de peso fresco fué similar al obtenido con
las plantas inoculadas con la cepa CNPAF 512, Las plantas
inoculadas con la cepa CE3 presentaron en el dia 8 el valor de
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Figura 1. I} Peso fresco de la parte adrea de las plantas de frijol: no noduladas

(D) vs inoculadas. I} Detalle de peso fresco de las plantas inoculadas con las
cepas: {A) Rhizobium etli CE3, (B) R. tropici CIAT 899 y (C) R. leguminosarum
bv. phaseoli CNPAF 512. Ei experimento se llevd a cabo en un invernadero por

24 dias. Las barras corresponden al error estandar de fres experimentos.
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peso fresco mas bajo (0.5 g) observado enire las plantas
inoculadas. Durante el dia 8 hasta el dia 18 se observé un ligero
aumento en el peso (Figura 1 Il A) y sélo en el dia 24 se observé
un valor de 1.8 g, semejante al obtenido en ias partes aéreas de
las plantas inoculadas con ia cepa CIAT 899.

En general se observd que: 1) las planias inoculadas con
la cepa CNPAF 512 presentaron un mayor incremento de peso
fresco desde etapas iniciales del desarrollo del ndédulo
acentuandose en el dia 12; 2) las plantas inoculadas con la cepa
CIAT 899 presentaron valores de pesc fresco intermedios y
tardios a la largo de la cinética; y 3) las plantas inoculadas con la
cepa CE3, fueron las que presentaron el mayor retraso en peso
fresco vy séio en el dia 24 se presentd un incremento. Las plantas
no noduladas mostraron mayor crecimienio gue las plantas
inoculadas con cualquiera de las tres cepas de Rhizobium. El
peso fresco de la parte aéreafué ded geneldiai2yde 13gen
el dia 24 (Figura 11 D).

Area Foliar
El area foliar también se determind como parametro de
crecimientc presentado por las plantas no noduladas e

inoculadas con las diferentes cepas de Rhizobium. |as

determinacionss se realizaron en dos fechas: 18 y 24 DDI. Las
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Area foliar (cm
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Figura 2. Area foliar de plantas de frijol inoculadas con las cepas: (A) Rhizobium
etli CE 3, (B) R. tropici CIAT 899, (C) R. leguminosarum CNPAF 512; y (D) plantas
no noduladas (D). Las barras corresponden el error estandar de 50 plantas.



plantas no noduladas utilizadas como controf (positivo adicionada
con N en forma de KNQ, y [NH,], SO,) presentaron los valores
mas altos de area foliar en relacion a las plantas inoculadas con
cualquiera de las tres cepas de Rhizobium (Figura 2). El area
foliar de las plantas inoculadas con la cepa CNPAF 512 fue de
6.6 cm?® al dia 18 y de 10 cm? al dia 24 (Figura 2 C). Esta misma
tendencia de incremento en el area foliar la presentaron las
pilantas no noduladas (Figura 2 D). Las cepas CIAT 899 y CE3
produjeron areas foliares menores a las observadas por la cepa
CNPAF 512. En las plantas inocculadas con la cepa CIAT 899 se
observé el mismo valor de area foliar en el dia 18 y en el dia 24
(7.5 cm? (Figura 2 B), éstos valores en promedio fueron
intermedios entre los obtenidos con las cepas de Rhizobium
CNPAF 512 y CES. Las plantas inoculadas con la cepa CE3
presentaron mayor area foliar en el dia 18 que en el dia 24
(Figura 1 A).

Altura

La altura como un pardmetro de crecimiento se determind
y se relaciond con los otros dos: peso fresco y area foliar (Figura
3). Las plantas inoculadas con la cepa CNPAF 512 (Figura 3 C),
mostraron fas mayores taflas (durante el desarmroflo det
experimento) entre las plantas inoculadas por las tres cepas de

Rhizobium y las plantas no noduladas. Se observo que las
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plantas presentaron inicialmente tallas de 10 y 11.5 cm en los
dias 8 y 10 y luego se incrementaron en forma importante con
valores de: 15-18.5 c¢cm en los dias 12-18, en el dia 24 se
presentaron valores de 23 cm. En la etapa inicial de la cinética la
altura de las plantas inoculadas con la cepa CIAT 899 fué
intermedia entre las plantas inoculadas con las cepas CNPAF
512 y CE3 (Figura 3 B). La talla de las plantas en ef dia 8 fué de
7.8 cm y se presentd un ligero incremento hasta el dia 18, sin
mayores cambios en la etapa intermedia. Se presentd un
incremenio importante hasta el dia 24, donde se obtuvo una
altura promedio de 17 cm. Sin embargo, las hojas presentaron la
misma area foliar (Figura 2 B). La cepa CE3 indujo plantas con
las tallas mas bajas (Figura 3 A) desde ef dia 8 (4.5 cm), con
pequefios incrementos en los dias 10-15 y manteniéndose las
plantas con tallas de 10 cm hasta el dia 24 mientras que el drea

foliar disminuy6 en el mismo tiempo (Figura 2 A).

La altura de la parte aérea de las plantas no noduladas a
diferencia del incremento en peso fresco y area foliar presentaron
valores semejantes a los registrados para las plantas inoculadas
con la cepa CNPAF 512 (Figura 3 D y C). Al dia 8 se observé en
promedio una altura de 5 cm en plantas no noduladas (50 %
menor del valor obtenido el mismo dia en las plantas inoculadas
con la cepa CNPAF 512). En los dias 15-24 se presentt el mismo
valor de aitura entre las plantas no noduladas y las inoculadas

con ésta cepa de Rhizobium. La diferencia en altura de las
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piantas no noduladas se presentd desde el dia 8 con valores
bajos y llegd a alcanzar al final de la cinética los valores mas
altos de altura y de area foliar (Figura 2 D).

Actividad de N,asa durante el desarrollo del nédulo

La actividad de la N,asa en los nddulos inducidos por la
cepa CNPAF 512 se detectd desde el dia 8 y se incrementd
graduaimente hasta el dia 18 con valores promedio de 270 nmol
C,H/hiplanta, hasta valores en el dia 24 de 450 nmol
C,H/hiplanta. Se observé una induccién positiva en la actividad
de la N,asa en dos etapas del desarrollo: en el dia 10 y en el dia
24 (Figura 4 C). Se observé un comportamiento similar de la
actividad de N,asa en los nddulos inducidos por la cepa CIAT
899. En el dia 8 se detecto actividad de N,asa que se incrementd
en el dia 18 y en el dia 24 se presentaron niveles semejantes a
las obtenidos en los noéduios inducidos por la cepa CNPAF 512
(Figura 4 B y C). En los nodulos inducidos con la cepa CE3 la
actividad de N,asa se detectd hasta el dia 15 (20 nmol
C,H, /Miplanta). Se observé un ligero incremento en la actividad
de esta enzima en los dias 18 y 24 (Figura 4 A). La actividad de
N,asa en los nédulos producidos por esta cepa fué tardia y lenta
y fué significativamente menor comparada con los valores de
actividad obtenidos en los ndédulos inducidos por las cepas
CNPAF 512 y CIAT 899 (Figura 4 A, By C). No se detecto
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Figura 4. Actividad de Nifrogenasa en nddulos inducidos con las cepas: {A)
Riwzobium etff CE3, (B) R. fropici CIAT 898 y {C) R. Jeguminosarum bv. phaseafi
CNPAF 512; y (D} raices no inoculadas de 7 dias. El experimento se llevo a
cabo siguiendo una cindgtica de crecimienio de 24 dias. Las barras

corresponden al error estandar de tres experimenios.
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Actividad de PEPC durante el desarrofio del nddulo.

La actividad especifica de la PEPC se incrementd 5-veces
en el dia 8 en nddulos inducidos por la cepa CNPAF 512, en
relacion con la actividad en raices de 7 dias, no incculadas
(Figura 5 D). La actividad de la PEPC evidencié un temprano y
rapido incremento durante el desarrollo de éstos nodulos (Figura
5 C), después la actividad de la PEPC permanecié constante
(550 nmol/min/mg). En el dia 24 se observd una ligera
disminucion en la actividad de la PEPC en forma lenta. En los
nddulos inducidos por la cepa CIAT 899 (Figura 5 B) la actividad
de la PEPC inici¢ con valores 60 % menores en relacién 3 ia
actividad en el mismo dia en los nédulos inducidos con ia cepa
CNPAF 512. A partir del dia 12 la actividad de ia PEPC se
incrementé en forma lenta pero significativa alcanzando |la mayor
actividad de fijacién de CO, en el dia 18, después disminuyd en
forma rapida. La cepa CE3 promovid una actividad especifica de
la PEPC lenta y tardia en etapas tempranas del desarroilo del
nddulo: dia 8-12, En etapas intermedias (15 y 18 nddulos
inducidos por la cepa CIAT 899 (390 nmol/min/mg) y en el dia 24
bajo la actividad a 370 nmol/min/mg (Figura 5 A).
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PEPc en raices de plantas de frijol Negro
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Transporte de Ureidos durante el desarrolic del nédufo

Ei transporte de ureidos en el xilema de las plantas
inoculadas con fa cepa CNPAF 512, inicié en el dia 10 y se
incrementd tempranamente llegando a niveles de 130 umol/ul
xilema/planta/h en el dia 18 después de la inoculacion (Figura 7
C). En los nédulos producidos por la cepa CIAT 899 se observo
un retraso en el transpote de ureidos en | xilema con respecto a
los ureidos transporiados en las plantas inoculadas con la cepa
CNPAF 512. En el dia 15 aumentaron significativamente los
ureidos transportados. Para el dia 18 se alcanzaron los mismos
valores que las plantas inoculadas con la cepa CNPAF 512
(Figura 7 B y C). No se detectaron ureidos en el xilema de
plantas inoculadas con la cepa CE3 en los dias 8-12. En el dia 15
se detectaron niveles de ureidos de 10 ymol/uL xilema/planta/h.
A partir de este dia se observé un ligero incremento en el nivel de
ureidos de estas plantas. En el dia 18 el fransporte de ureidos
presentd soélo el 20 % de los ureidos transportados en las plantas
que fueron inoculadas con las cepas CNPAF 512 y CIAT 899
(Figura 7 A). Se observo que el contenido de ureidos en el xilema
se retraso posiblemente debido a que la fijaciéon de N, también se

presentd en forma tardia (Figura 4 A).
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Figura 7. Transporie de ureidos en ¢l xilema de piantas de frijof inoculadas con
las cepas: (A) Rhizobium efii GE3, {B) R fropici CIAT 889 y (C) R
legumincsarum bv. phaseofi CNPAF 512. Las determinaciones se realizaron a
las 12:00 P.M. E! experimento se llevd a cabo siguiendo una cinética de
crecimiento de 18 dias. Las bamras corresponden al error esténdar de tres

experimentos.
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Polipéptido de fa PEPC
PEPC en nodulos

La PEPC de nédulos de frijol por inmunodeteccion se
presentd como una sefal en el peso molecular aproximado de
106 kD (Figura 8). En el extracto de los nédulos inducidos por la
- cepa CNPAF 512, ésta banda se observo desde el dia 8 y
durante la cinética de desarrillo. La proteina en el dia 8 fue menor
y su concentracion se incrementé durante el desarrollo del nédulo
(periodo de 24 dias, Materiales y Métodos) (Figura 8 Il C). Se
observé una correspondencia con la actividad de la PEPC que
fué incrementandose a partir del dia 8 hasta el dia 15 y 18
(Figura 8 | C). La inmunodeteccion de la PEPC en extractos de
nodulos inducidos por la cepa CIAT 899, revelé el mismo
polipéptido que comigrd con un peso de 106 kD, descrito para la
cepa CNPAF 512. Sin embargo, la concentracién de esta
proteina permanecié constante, desde el dia 8 hasta el dia 24,
Se observé una banda adicional- al dia 15 con un peso -
aproximado de 112 kD (Figura 8 li B). Esta banda se observé con
menor intensidad que la de 106 kD, a patir del dia 15 donden se
observaron ambos componentes. En comparacion la actividad de
la PEPC se incrementd desde el dia 8 hasta el dia 18 (Figura 8 1
B). El anticuerpo anti-PEPC reveié en extractos de nédulos
producidos por la cepa CE3, la banda de 106 kD, la cual mostré

un
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incremento transitorio en su concentracion. Al dia 8 v 10 la
proteina apenas fué visible pero se intensificé a los dias 15 y 18,
y permanecié con ésta intensidad hasta el dig 24 (Figura 8 | A).
La actividad fué incrementandose en forma rapida y en el dia 15
alcanzd la mayor actividad durante la cinética de desarroiio.

PEPC en raiz

La actividad de la PEPC, fué 5 veces menor en raiz que
en nbduios inducidos por la cepa CNPAF 512 (Figura 9 ).
Extractos de raiz no inoculada, se utilizaron como referencia en el
andlisis del polipéptido de la PEPC en tejidos no fotosintéticos.
La proteina de la PEPC en extractos crudos y dializados (por
hidroxilapatita G-50) de raiz de 7 dias, inmunoreaccionaron como
dos polipéptidos con pesos de 106 y 112 kD en casi la misma
proporcion (Figura 9 11}, los cuales también se detectaron para la
PEPC en nédulos producidos por la cepa CIAT 899 (a partir del
dia 15). En contraste, [a PEPC de ndduios producidos por la cepa
CNPAF 512 produjo casi exclusivamente el polipéptido de 106 kD
(Figura 9 li}.

Inmunoprecipitacion

Con el objeto de saber si la banda de 112 kD

representaba una medificacién por ubiquitinacién del componente
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de 106 kD, se analiz6 su reactividad contra anticuerpos
anti-ubiquitina (Boehringer). Los extractos de raiz dializados y
adlicionados con 20 mbL del anticuerpo anti-PEFPC presentaron
una disminucién en la actividad de la PEPC en un 80 % de ia
actividad del exiracto control (Figura 10 li). Se analizé Ia PEPC
por el patron de proteina siguiendo cada adicidn de
concentracion del anticuerpo y se observé como decrementaba ia
actividad y la proteing de la PEPC (Figura 10 Nj). Ei
inmunoprecipitado obtenido se cargd en un gel de poliacrilamida
al 10 % y la proteina una vez transferida a la membrana se probé
con los anticuerpos anti-PEPC y anti-ubiquitina. Los resuitades
mostraron que de las dos bandas detectadas con el anticuerpo
anti-PEPC: 106 v 112 kD la banda de 112 kD, inmunoreacciond
aunque en forma ligera contra el anticuerpo anti-ubiquitina
(Figura 10 V).

Polipéptidos de reaccién conira anticuerpos

anti-ubiquitina en néduios

En los extractos de los nédulos producidos con ia cepa
CE3 no se detectd inmunoreaccion con el anticuerpo
anti-ubiquitina durante el seguimiento de la simbiosis (Figura 11
A). Se analizaron extractos de nddulos inducidos por la cepaCIAT
899 y se observé gue la banda de 112 kD que se presenté en el
dia 15 del desarrollo del nédulo, reacciond con el anticuerpo
anti-ubiquitina (Figura 11 B). Extractos de ndduios inducidos por

61



J )

) -
o F 800 —
w g} 500 - PEPc ~
8 & 400 - 22| 2 e
T 3
3 < 200~
> Z
T 5 100
< g ;
=) 0 ]

Raiz Nodulo

Raiz
Nodulo ™

Figura 9. I). Aclividad de la PEPc. 1l). Deteccién del polipéptido de la PEPc en
extracios de raices de 7 dias no inoculadas y en nédulos de 15 dias inducidos
con la cepa Rhizobium leguminosarum bv. phaseol CNPAF 512, Se marcan los
estindares de peso molecular. Las barras en aclividad corresponden al error
esténdar de tres experimentos



€8

500 — 120 —

b (D g
é._) }{‘2 400 — 100 -~ - é,.} %
oo Eg
8 £ 300 80 vy EZ
£ EE
E < 60 & &
T E 200
E E 40
100 20
0= o 7 : * = Intumnoprecipitado
Nédulo Raiz Raiz 2 5 10 204 de rafz
Extracto 111} Precipitacién con anticuerpo anti-PEPc
PEPc
R
N2 =

MWM Raiz 2 5 10 20 WMWhA

Figura 10. ) Actividad de ja PEPc en extractos de iz y de nddulos inducidos por la eepa R leguminosarum CONPAF 512, 1)
Inmunoprecipilacién de ia actividad de la PEPc¢ en extractos de ralz con 4 diferentes concentraciones del anticuerpe anmti-PEPC {policlonat
monoespecifico de fa PEPG de nidudos de frijol). 1) Proteine de la PEPC en extractos de raiz adicionando el anicusrpo anti-PEPG, V) Proteina
de la PEPc an exiractos de ralz luegoe de la mimunoprecipitacion, detectada con anticuegrpo anti-PEPG y polipéptidos con reaccion a anticuerpo

anti-ublquitina. Se marcan jos marcadores de peso molecular (MWM).



Polipéptidos

ubiquitina  PEPc

B) CIAT 899

C) CNPAF 512

112
08

e

E ot - 13
5 1h'2 15 W.EE I8 W R

Diss Después de I Inoculacion
Figura 11. inmuntdeteccién de pefipéplidos de uﬁiqufﬁ’nay PEPc en nbdulos de planlas de T[:if/Q[,
ev. Negra Jamapa inducidos-con las cepas: (A) Rhizobium eflf GE3, (B) R. frupici GIAT 898 v (C)
R leguminosarum bv. phaseoll CNPAF 512. Las delecciones se realizaron durante ef desarrolio
del nédulo por 24 dias para polipéptidos de ubiquiting. Para polipéptidos de PEPG s6lo 56 marcan

las (ltimas tres fechas de (a cinética, Se marcan los estindares de pese molecuiar,

o4



la cepa CNPAF 512 no se observo alguna banda de 112 kD que
reaccionara con el anticuerpo anti-ubiquitina, duranie el

desarrolio de ia simbiosis {Figura 11 C).

Actividad de GS y GOGAT durante el desarroflo del

noédulo

En los néduios inducidos por 1a cepa CE3, se observé un
refraso en la actividad de la GS hasta el dia 15, donde presenté
un incremente importante alcanzando valores de 1.8 U
transferasa/min/mg en el dia 15 y 18 (Figura 12 A). Estos nddules
presentaron los valores mas bajos en actividad de GS
presentados entre las tres cepas estudiadas. En los néduios
inducidos por la cepa CIAT 899 en la etapa inicial (dia 8 después
de la inoculacion) se presentd valores bajos en actividad de ta GS
semejantes a los observados en los nodulos inducidos por la
cepa CE3. Esta actividad se indujo en forma importante en el dia
12 alcanzandose el mismo valor en actividad que los nddulos
inducidos por la cepa CNPAF 512. La actividad de GS se
mantuvo en estos valores hasta el dia 18 (Figura 12 B). La
actividad de la GS en los nédulos inducidos con la cepa CNPAF
512 inicié6 temprana y rapidamente con incrementos graduales
hasta el dia 18 (Figura 12 C).

La actividad de GOGAT en ndduios se determiné durante
28 dias (cepa CNPAF 512 y CE3) (Figura 13). La actividad de
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GOGAT entre el dia 8 al 15, fué semejante en los nddulos
inducidos por las tres cepas: CNPAF 512, CIAT 899 y CE3
(Figura 13 A, B y C). En el dia 18 iniciaron las diferencias en la
actividad de ésta enzima entre las tres cepas. Los nddulos
inducidos por la cepa CNPAF 512 presentaron dos etapas de
inducion: en el dia 15 y en el dia 24. Se observaron valores de 23
nmol/min/mg PTS en el dia 24 y llegaron a 30 nmol/min/mg en el
dia 28, fueron mas altos que los valores obtenidos con fos
néduios inducidos por la cepa CE3. La actividad de GOGAT mas
aita se reporta al dia 18 en los nddulos inducidos por la cepa
CIAT 899 (10 nmoi/min/mg PTS) (Figura 13 B). La cepa CE3
presenté un retraso en la actividad de esta enzimaen el dia 24 se
observaron valores de 10 nmol/min/mg PTS pero en €l dia 28 se
detectaron actividades semejantes a las obtenidas con los
ndédulos inducidos por ia cepa CNPAF 512 (Figura 13 Ay C).

Proteina de la GS

El polipéptido de la GS se revelé como una banda de 40
kD en los nddulos inducidos por dos cepas de Rhizobium:
CNPAF 512 y CIAT 8989 (Figura 14). La deteccion se llevo a cabo
durante el desarrollo de ia nodulacion. Se observd el mismo
patrén de concentracién del polipéptido de la GS a partir del dia
10 al 24, en nodulos inducidos con las dos cepas CNPAF 512 y
CIAT 899. Sin embargo, en el dia 8 la actividad vy

laconcentracion
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de la proteina fué baja (Figura 14 A y B). En los dias siguientes
se observd la misma abundancia de proteina cargando 5 mg de
proteina total soluble por carril.

Proteina de la GOGAT

El polipéptido dectado presentd un peso aproximado de
200 kD. Se observd que la proteina presentd una concentracién
mayor en los dias donde se detectd la més alta actividad de la
GOGAT (Figura 15 | y Il). Este patrdn se presentd para las tres
cepas de Rhizobium estudiadas. Se observé poca proteina en el
dia 8, incrementandose en los dias 10 ai 18 y disminuyendo en et
dia 24 (Figura 15, I).En extractos de raiz no inoculada no se
detectd el polipéptido de la GOGAT (dato ne mostrado).

Concentracién de proteina total soluble (PTS) en el

noédufo

La proteina en extractos de nddulos inducidos por la cepa
CNPAF 512 del dia 8 al 18 permanecié constante con valores de
2.5 mg/mL; en el dia 24 incrementd su cantidad hasta 6.3 mg/mbL
(se observo gque en esta etapa algunas actividades enzimaticas
declinaron, por lo que es pertinente considerar este cambio de
cantidad de proteina). Los nddulos inducidos por la cepas CIAT
899 permanecieron practicamente sin cambio, con un valor
promedio de 2.3 mg/mL durante {a cinética. Pero la cantidad de
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proteina inducida por la cepas CE3 en los nddulos se indujo en
forma importante a partir del dia 10, alcanzando valores de 7
mg/mL. en &l dia 18. A pesar a haber realizado una gran cantidad
de exiracciones la PTS alcanzd vaiores altos, con una aita
variacién. En cambio en los exiractos de raiz no inocuiada la
cantidad PTS fué de 2.5 mg/mL (Figura 16).
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DISCUSION

1) Crecimiento de las plantas no noduladas vs. incculadas

El analisis de las plantas de frijol fertilizadas con N
inorganico y las desarrolladas con N proveniente de la fijacidn
simbidtica nos permitid contrastrar el crecimiento de las plantas
crecidas a través de dos procesos diferentes de fertilizacion de N.
Aungue es posible que el corto ciclo de crecimienio de las plantas

de frijol limite |a fijacién simbidtica de N, (Hungria et a/., 1991).

Las plantas de frijol que se establecieron como control
[fertilizadas con una fuente de N inorgénico: 10 mM KNG, + 2 mM
de (NH,), SO, que representa una concentracién 14.4 mM de Nj
presentaron mayor peso fresco y area foliar, que las plantas
incculadas con cualquiera de las tres cepas de Rhizobium, que al
parecer fijan el equivalente a una concentracion de 2 mM de N. El
peso fresco al igual que la altura de la parte aérea de las plantas
control alcanzaron los valores mas altos en el dia 24. E
incremento en peso fresco de las plantas puede estar
relacionado con & incremento en el aerea foliar mas que con el
contenido total de N en los diferentes tejidos de las plantas.
Hungria et al. (1991), encontraron la misma acumulacién de N en
piantas de frijol néduladas que en plantas cultivadas con una

solucién mineral de N. Sin embargo, Ia altura que se incrementd
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en forma rapida presenté valores semejantes a los obtenidos con
las plantas inoculadas con la cepa CNPAF 512,

El crecimiento de las plantas inocuiadas varidé de acuerdo
a la cepa de Rhizobium estudiada (Anexo, Tabla §). Las piantas
de frijol inoculadas con la cepa CNPAF 512 presentaron mayor
peso fresco, area foliar y altura que las plantas inoculadas con
las cepas CIAT 898 y CE3. Resulta interesante que la cepa
CNPAF 512 también indujo mayor nodulacidén que las otras dos
cepas (Tabla 2). El patron de peso fresco de las plantas fué
similar al obtenido por Ortega (1992) para las tres cepas. Las
plantas inoculadas con la cepa CIAT 899 mostraron valores de
peso fresco y de aftura intermedios entre los observados por las
plantas inoculadas con las cepas CNPAF 512 y CE3. £l drea
foliar en estas plantas no mostrd ningun cambio. Las plantas que
presentaron los valores de peso fresco y altura mas bajos fueron
las inoculadas con la cepa CES3. En cuanto al area foliar los
valores fueron intermedios entre los obtenidos con las cepas
CNPAF 512 y CIAT 899 (Anexo, Tabla 5).

Se ha reportado que la disponibilidad de C a través de la
fotosintesis sea un factor fimitante para la fijacidn de N,. Sin
embargo, se ha sugerido que durante el crecimiento temprano, el
factdr limitante puede ser el N y no el C (Hungria ef al, 1991). Es
posible que cada cepa estudiada induzca una reguiacion

diferente sobre el metabolismo de C y N en el nodulo y esto
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influencie el crecimiento de la planta (Mungria et al, 1991)

{Anexo, Figuras 4, 5 y 6).

E! crecimiento en las plantas de frijol esta relacionado con
la cepa ufilizada y se puede agrupar en: a) cepas que
promovieron en las plantas un crecimiento temprano y rapido
(CNPAF 512); y b) cepas que promovieron un crecimiento tardio
y lento (CIAT 899 y CE3) (Anexo, Figuras 1, 2y 3).

2) Papel de la PEPC en el crecimiento de fas planitas
noduladas,

Se detectd un incremento en la actividad de la PEPC
anterior a cualquier cambio en el perfil de peso fresco y aftura de
las plantas inoculadas con las tres cepas de Rhizobium. Se
presentd una correlacion positiva entre ta actividad de la PEPC y
peso fresco (Anexo, Tabla 7). Los coeficientes de correlacién
fueron 0.89 para la cepa CNPAF 512, 0.87 para la cepa CIAT
899 y 0.7 para la cepa CE3. La cepa CNPAF 512 que presentd
la actividad mas alta de PEPC también presentd las mayores
ganancias en peso fresco (Anexo, Tabla 5). Esto sugiere que el
aporte de esqueletos de C (a través de la actividad de PEPC)
para la fijacion de N,, asimilacién de NH,” y el transporte de
ureidos es importante para el crecimiento de plantas noduiadas

{Anexo, Figuras 1,2y 3).
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Se ha reportado que ia disponibilidad de fotosintatos es el
mayor factor limitante en Ia fijacion simbidtica de N, (Hardy and
Havelka, 1977).

La actividad de la N,asa en los nddulos y el peso fresco
de la parte aérea de la planta presentaron una cotrelacion
positiva para fas cepas: CNPAF 512, CIAT 899 y CE3 (Anexo,
Tablza 8). Los coeficientes fueron 0.81 para la cepa CNPAF 512,
0.84 para la cepa CIAT 899 y 0.89 para la cepa CE3. Se observd
que las cepas CNPAF 512 y CIAT 899 indujeron las maximas
actividades de N,asa y peso fresco de g parte aérea de las
plantas (Anexo, Tabla 5). No se encontraron datos en la literatura
sobre la correlacion entre el crecimiento de las plantas noduladas
con la actividad de N,asa.

la maxima actividad de la PEPC en nédulos de frijol
inducidos con la cepa CNPAF 512 (Anexo, Tabla 5) es mas zlta
que la reportada para nédulos de soys, lupinus y otras
variedades de frijol aunque similar a la de nodulos de alfalfa
(Vance et al.,, 1983).

La inmunodeteccion de la proteina de la PEPC en sl
nédulo presentd una banda con un peso molecular de 106 kD. En
los nédulos inducidos por las cepas CNPAF 512 y CE3 el
polipéptido de PEPC presentd la misma intensidad durante el
desarrollc de la simbiosis. Con la cepa CIAT 889 se detectd
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ademas una banda adicional con un peso de 112 kD. Las dos
bandas de detectaron en diferentes proporciones de acuerdo a
la etapa de desarrollo del nodulo. La banda de 112 kD fué menos
intensa que la de 106 kD. La intensidad de la banda de ia PEPC
dependié de la cepa utilizada como inoculante. Cuando se
presentaron altas actividades de ia PEPC no se observé cambio
en la intensidad de {a banda, lo cual indica que la reguiacién de ia
actividad puede ser por procesos post-traduccionales de la
proteina (ej. fosforilacion) (Jiao and Chollet, 1991; Schuller and
Werner, 1893). Se observd que para {a cepa CIAT 899 en el dia
15 la actividades especificas de la PEPC y N,asa en el nédulo y
el transporte de ureidos en el xilema presentaron una ligera
seqgunda induccién.

En el andlisis inmunolégico, el polipéptido de Iz PEPC de
ndduic se observé con mayor intensidad que en raices. La
inmunodeteccion de la PEPC en raiz mostré una banda doble en
casi la misma proporcién con pesos moleculares de 106 y 112
kD. El mismo patrén de bandas que se ohservé para ia PEPC de
nédulos inducidos con ia cepa CIAT 899 (15 dias). Existen
reportes (Schulz et al., 1993) donde se menciona que la PEPC
puede marcarse para su posterior degradacion a fravés de un
proceso que involucra la ubiquitinacidén de la proteina. En
extractos de raiz se presenté reaccién de la banda de 112 kD con
un anticuerpo anti-ubiquitina. Este proceso puede ser un nuevo

mecanismo de regulacién de la PEPC de nédduio bajo ciertas
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condiciones metabdlicas en formaktemporal. Es necesario realizar
una inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-ubiquitina de
extractos de nddulos de 15 dias inducidos por la cepa CIAT 899 y

de raiz.

No se observd reaccion con el anticuerpo anti-ubiquitina
de la banda de 112 kD con las otras dos cepas: CNPAF 512 y
CE3.

3) Papel de PEPC en ef metabolfismo de N.
Papel de PEPC en la actividad de N,asa en el nédulo.

La actividad de fijacién de CO, (a través de la PEPC) y la
actividad de fijacion de N, en el nddulo de frijol estuvo
reflacionada con la cepa de Rhizobium y con la actividad de
N,asa. La actividad especifica de PEPC en las cepas CNPAF
512, CIAT 899 y CES3 se indujo en etapas tempranas del
desarrolio del nédulo, presentando la mayor actividad los nddulos
inducidos con ia cepa CNPAF 512 mientras ias cepas CIAT 899y
CE3 promovieron actividades mas bajas pero semejantes entre si
(Anexo, Tabla 5). En cambio, en nodulos de alfalfa la actividad de
PEPC se indujo en etapas intermedias (dia 17) (Vance et al/,,
1989).
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Las cepas CNPAF §12, CIAT 899 y CE3 promovieron un
incremento en la actividad de PEPC que se presentd antes que
cualquier incremento en la actividad de N,asa durante la cinética
de desarrolio del néduio {Anexo, Figuras 4, 5, y 6). Sin embargo,
se ha observado que Ia induccién en la actividad de la PEPC fué
posterior a la induccion en la actividad de N,asa en nédulos de
alfalfa (Egli et al,, 1989; Vidal ef a/,, 1988). Mientras en nédulos
de lupinus ambas actividades se inducen ai mismo tiempo
(Christeller et al., 1977). Los resultados en la presente tésis
sugieren que en frijol la actividad de ia PEPC no requiere de la
organogénesis del ndduio pero si de aigun factor asociado con la
cepa de Rhizobium. Aunque en los noduios inducidos con la cepa
CIAT 899 la actividad de la PEPC fué mas baja que en los
nddulos inducidos con la cepa CNPAF 512 la actividad de la
N,asa en ambas cepas fué similar. Los nédulos inducidos con la
cepa CE3, con niveles semejantes en actividad de PEPC que la
de nddulos inducidos con la cepa CIAT 899, presentaron los
niveles mas bajos de actividad de N,asa (Anexo, Figuras 4, 5, y
8). Nuestros resuliados del tiempo donde se presenté el mayor
incremento en actividad de N,asa es similar a la mayor actividad
de reduccién de acetileno (ARA) para nddulos de frijol inducidos
con otras cepas de Rhizobium (Hungria ef al., 1991). A pesar de
los bajos niveles en la aclividad de N,asa se presentd actividad
de PEPC, lo que sugiere que la presencia de la bacteria puede
ser una sefal para incrementar la actividad de PEPC. Se observé
una correlacién positiva entre la actividad especifica de la PEPC

80



y la actividad de la N,asa en el nédulo para ésta especie que
transporta ureidos (Anexo, Tabla 7). Los coeficientes de
correlacion fueron 0.43 para la cepa CNPAF 512, 0.19 para la
cepa CIAT 899 y 0.56 para la cepa CE3. El cociente entre la
actividad de PEPC/N,asa fué de 1.16 para ta cepa CNPAF 512
(Anexo, Tabla 8). L.a actividad de ta PEPC inicialmente puede
estar involucrada en proporcionar acidos organicos para el
establecimiento del nédulo y sintesis de aminodcidos. En
estudios ilevados a cabo sobre la fijacion de **CO, en nodulos
aislados de haba (Vicia faba) se encontraron niveles inicialimente
altos de radioactividad asociados con glutamato y aspartato y
posteriormente con asparagina (Lawrie and Wheeler, 1975). Sin
embargo, Coker and Schubert (1979), trabajando con raices
noduladas de soya expuestas a '“CO,, observaron que la marca
fué inicialmente incorporada en A&cidos organicos con una

subsecuente incorporacién en aspartato y glutamato.

Se observd que la méxima actividad de fa N,asa esta
asociada a una reduccién en la actividad de la PEPC (Anexo,
Figuras 4, 5 y 6). En nodulos de lupinus, manipulaciones que
redujeron la actividad de fijacion de N, causaron un concomitante
decremento en la actividad de la PEPC (Laing et al., 1979).

Durante el desamrollo del nodulo las enzimas de
asimilacion de N parecen estar mas expresadas durante la

organogénesis pero se inducen con la fijacion de N. Se
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presentaron correfaciones altas entre la actividad de la N,asa y la
actividad especifica de la GS de nddulo (Anexo, Tabla 8). Los
coeficientes fueron 0.92 para la cepa CNPAF 512, 0.82 para ia
cepa CIAT 899 y 0.85 para la cepa CE3. La actividad de la GS se
detecté en forma temprana y rapida (CNPAF 512, CIAT 899 y
CE3) y antecedit a la deteccion de la actividad de N,asa. En los
nodulos inducidos con fa cepa CNPAF 512 se observd alta
actividad de GS desde etapas tempranas. Se ha encontrado una
alta actividad de GS en nédulos de soya, aifalfa, lupinus y otras
variedades de frijol (Hungria ef al., 1991; Vance et a/, 1983). La
actividad de la GS en los nddulos inducidos por las cepas CIAT
899 y CE3 se presertaron en forma tardia en paralelo a la
actividad de la N,asa (Anexo, Figuras 4, 5 y 6). Se observé que
con el inicio en la actividad de fijacion de N, se indujo 1a actividad
de la GS, lo que sugiere que la fijacion de N es una sefial para la
actividad de la GS. La actividad de la GS en nédulos inducidos
con la cepa CNPAF 512 fué detectada al inicio de la simbiosis. La
actividad de la GS en nédulos inducidos en frijol fué baja en
relacién a la actividad presentada en nddulos efectivos de alfalfa
(Vance ef al., 1983).

En los noédulos inducidos con la cepa CNPAF 512 la
maxima actividad de GOGAT se presentd después de la maxima
actividad de fijacién de N, (Anexo, Tabla 5). Sin embargo, en los
nédulos inducidos con las cepas CIAT 899 y CES3 la actividad de

la GOGAT se indujo en la misma etapa que la actividad de la
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N,asa, se observé que con el inicio de Ia fijacién de N, se indujo
la actividad de ésta enzima. Se observaron correlaciones
positivas entre la actividad especifica de la GOGAT vy la actividad
de la N,asa (Anexo, Tabla 8). Los coeficientes fueron los
siguientes: 0.71 para la cepa CNPAF 512, 0.43 para |a cepa CIAT
899 y 0.83 para la cepa CES. El perfil en actividad de la GOGAT
que obtuvimos para la cepa CNPAF 512 fué similar al obtenido
por Hungria et al.,, (1991). A través de altas actividades de N.,asa,
GS y PEPC se producen moléculas de gin y a-ketoglutarato las
cuales constituyen los sustratos para la actividad de la GOGAT
{Anexo, Figuras 4, 5y 6). La méxima actividad de la GOGAT en
nddulos de frijol fué similar a la obtenida en nédulos efectivos de
alfalfa (Vance et al., 1983).

Papel de la actividad de PEPC en la aclividad de GS y
GQOGAT en el nddulo

Las actividades de la PEPC vy de la GS se incrementaron
durante el desarrollo de la simbiosis en las tres cepas {(Anexo,
Figura 8). Se observd una correlacion alta entre las actividades
especificas de la PEPC y de la GS en el nédulo. Los coeficientes
fueron 0.76 para la cepa CNPAF 512, 0.78 para la cepa CIAT
899 y 0.97 para la cepa CE3 (Anexo, Tabla 7). La maxima
actividad de la GS se presentd mas tarde que la maxima
actividad de PEPC para las tres cepas.
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En los nodulos inducidos con las cepas CNPAF 512 y
CIAT 899 la actividad de la GS se incrementd en forma paralela a
la intensidad del polipéptido durante la simbidsis, o cual indica
que su actividad puede estar regulada por procesos

transcripcionales o traduccionaies.

Las cepas CNPAF 512, CIAT 899 y CE3 presentaron [as
maximas actividades de GOGAT y de PEPC en ia misma etapa
de desarrollo de la simbiosis. Estas actividades fueron similares a
las presentadas por nddulos efectivos de alfalfa. Se presentaron
correlaciones positivas entre las actividades especificas de la
GOGAT y de la PEPC en el nddulo (Anexo, Tabla 7). Los
coeficientes de correlacion fueron 0.42 para la cepa CNPAF 512,
0.93 para la cepa CIAT 898 y 0.82 para la cepa CE3. En plantas
de alfalfa noduladas se presentan correiaciones positivas entre
las actividades de la GOGAT y PEPC (Vance et al., 1983). Estos
resultados muestran una correlacién positiva en actividad de la
GOGAT y PEPC en una especie anual que transporta ureidos. A
través de ia actividad de la PEPC se puede estar proporcionando
acidos organicos al ciclo de Krebs para la produccion de

o-ketoglutarato.
Para las actividades especificas de la GS y de la GOGAT

en el nédulo se observaron correlaciones positivas para las tres

cepas. Los coeficientes de correlacion fueron 0.82 para la cepa
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CNPAF 512, 0.59 para la cepa CIAT 899 y 0.9 para la cepa CE3.

La gln producida puede dirigirse hacia la sintesis de ureidos.

La GOGAT se detectdé como una sdla banda con un peso
molecular aproximado de 200 kD. La banda presenté mayor
intensidad en paralelo a la actividad especifica de la GOGAT en
el néduio, lo que sugiere que la regulacion puede ser a nivel
transcripcional o traduccional. En las fres cepas antes
mencionadas se presenté el mismo comportamiento en el patron

de la proteina durante el desarrollo de la simbiosis.
4) Papel de fa PEPC en el transporie de ureidos

En general para las tres cepas estudiadas se presentd
una induccién en el transporte de ureidos mas temprana que [a
induccion en el crecimiento de las plantas (Anexo, Figuras 1, 2 y
3). Los niveles de ureidos en el xilema mostraron una correlacion
alta con el peso fresco de las plantas y se obtuvieron coeficientes
de 0.88 para la cepa CNPAF 512, 0.7 para la cepa CIAT 899 y
0.97 para la cepa CE3 (Anexo, Tabla 8). EI N, fijado
simbidticamente y transportado puede ser utilizado por las

plantas para su crecimiento (Anexo, Figuras 4, 5y 6).

Los nodulos producidos por las tres cepas mostraron
incrementos tempranos y rapidos en la actividad de PEPC

anterior a los niveles de ureidos (Anexo, Figuras 4, 5 y 6). Se
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presenté una correlacion alta entre la actividad especifica de la
PEPC en el nodulo y el transporte de ureidos en el xilema. Los
coeficientes fueron 0.97 para la cepa CNPAF 512, 0.93 para la
cepa CIAT 899 y 0.82 para la cepa CE3. El cociente entre el
transporte de PEPC/ureidos fué similar en las cepas CNPAF 512
y CIAT 899 (Anexo, Tabla 6). Esto sugiere que a través de la
actividad de PEPC se pueden proporcionar acidos organicos para
la sintesis de aminoacidos precursores de la sintesis de ureidos.
Se han reportado altos contenidos de ureidos para oftras
variedades de frijol inoculadas con cepas de Rhizobium

tradicionales (Hungria ef a/., 1991).

En nodulos de soya se reportd que la incorporacion de
“CO, decrementd con el inicio de la fijacion de N, pero no se
demostré alguna relacion entre la actividad de fijacion de CO, vy la
biosintesis de ureidos (Coker and Shubert, 1981). Sin embargo,
Cookson ef al. (1980), trabajando con una especie de frijol enana
francesa, encontraron que ios ureidos producidos se originaron a
través de la actividad de PEPC mediante ia incorporacién de ''C

en oxalacetaio .

Se detecté en forma temprana la actividad de N,asa
anterior al transporte de ureidos en el xilema. Es probable que se
afecte la actividad de la N,asa por la forma en la que el N se
fransporte. Se presenté una alta correlacion entre la actividad de

la N,asa y el transporte de ureidos. Los coeficientes fueron 0.88
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para la cepa CNPAF 512, 0.7 para la cepa CIAT 899 y 0.97 para
la cepa CE3. Las cepas estudiadas pueden proveer de N con
diferente velocidad y transportario a través de ureidos en el
xilema. Los cetoacidos pueden aumentar las pozas de
aminodacidos como gin y y asparagina utilizados en la sintesis de
ureidos.

La actividad de !la GS y el fransporte de ureidos se
indujeron al mismo tiempo para las tres cepas de Rhizobium. Los
valores mas altos de ureidos se observaron en las cepas CNPAF
512 y CIAT 899 {Anexo, Tabla 5) (Anexo, Figuras 4, 5y 6). Se
presentaron correlaciones positivas entre ta actividad especifica
de la GS en el nddulo y el transporte de ureidos en ei xilema de
las plantas. Los coeficientes fueron 0.85 para la cepa CNPAF

512, 0.59 para la cepa CIAT 899 y 0.73 para la cepa CE3.

Se presenté una correlacion positiva entre el transporte de
ureidos en el xilema y la actividad especifica de la GOGAT en el
nédulo (Anexo, Tabla 8). Los coeficientes de correlacidn fueron
0.57 para la cepa CNPAF 512, 0.87 para la cepa CIAT 889y 0.8
para la cepa CE3. La gin parece ser el elemento comun entre ia
asimilacion de NH," y la via de sintesis de los ureidos pero esta
distribucién podria ser Hlevada a cabo mediante una regulacion

temporal y espacial.
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En el Esquema 4 se presentan las vias metabdlicas de C
vy N enfre la planta y el bacteroide segun datos de la literatura. En
base a los resultados obtenidos en ésta tésis se presentan las
siguientes propuestas:

A} La actividad de PEPC en el nodulo tiene una relacion
directa con el crecimiento de las plantas noduladas. Las plantas
inoculadas con la cepa CNPAF 512 presentaron la mayor
cantidad y actividad especifica de PEPC en el nodulo y también
fueron las que presentaron mayor crecimiento. El andlisis de
coeficientes de correlacién y los perfiles de actividad de PEPC y

crecimiento, apoyan esta sugerencia.

B) La actividad de PEPC aumentd antes gue la actividad
de N,asa. Lo anterior aunado al hecho de que se encontraron
coeficientes de correlacion relativamente bajos para las
actividades de PEPC y N,asa, se sugiere que PEPC podria
aportar acidos orgénicos durante la ontogenia de nddulo ademas
de los necesarios para la posterior fijacién simbibtica de N,. Datos
del perfil enzimatico de PEPC, N,asa, andlisis del cociente
N,asa/PEPC y coeficientes de correlacion, apoyan ésta

sugerencia.

C) Dado que se encontré una mayor correlacién entre las
actividades de PEPC con las actividades de GS/GOGAT que Ia

encontrada entre Ia actividad de PEPC y N,asa, se sugiere que la
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acividad de PEPC puede aportar directamente los Acidos
organicos necesarios en la asimilacion de NH,” via el ciclo
GS/IGOGAT (Esquema 5, linea punteada A). E! andlisis de
coeficientes de correlacion y los perfiles de actividades

enzimaticas apoyan ésta sugerencia.

D) Se encontrdé una correlacidon alta entre la actividad
especifica de PEPC en el néduio con el transporte de ureidos en
el xilema. Lo anterior, aunado a que dicha correlaciéon fué mayor
a la encontrada entre las actividades del ciclo GS/GOGAT y el
transporte de ureidos en el xilema, sugiere que la actividad de
PEPC aporta directamente esqueletos de C requeridos en la
sintesis de aminoacidos requeridos como precursores en la
sintesis de ureidos {(Esquema 5, linea B). El hecho de que los
perfiles de actividad de PEPC y los de fransporte de ureidos en el
xieima fueron en todas las cepas similares apoyan ésta

sugerencia.
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Sacarosa
Fructosa Glucosa

Glucosa 6.P
NADP

NADPH
6. Fosfogluconato

NADP co,
NACPH

—p Sistema Vascular

Ribulosa 5.P
Triosa, P

3. Fosfoglicerato

Fosfoenalpiruvato
{PEP)_

Oxaloacetato (CAA)

NADH

NA
Malato

Esquema 5. En linea punteada A: Papel propueste de PEPC en el ciclo
GS/GOGAT. En linea punteada B: Papel propuesto de PEPC en fa sintesis de ureidos {ver
discusion).
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CONCLUSIONES

1) El crecimiento de las plantas se ve limitado por el
aporte de N. Las plantas con un régimen de fertilizacion de N
inorganico (14 mM) presentaron mayor crecimiento que las
plantas que obtuvieron N a través de ia fijacién simbidtica de N,

que corresponderia aproximadamente 2mM de N.

2) El crecimiento de las plantas inoculadas dependio de 1a
cepa de Rhizobium utlizada. Se observaron correlaciones
positivas altas entre el crecimiento de la parte aérea de las
plantas con la capacidad de nodulacidén, actividades especificas
de PEPC y N,asa del nédulo y con el transporte de ureidos en el
xilema. Las plantas que presentaron el mayor crecimiento fueron
las inoculadas con la cepa CNPAF 512 que también presentaron
la mayor nodulacion y la mayor actividad de la PEPC.

3} La fijacion de CO, en el nddulo a través de la actividad
de la PEPC varic dependiendo de la cepa de Rhizobium utilizada
como inoculante. La actividad especifica de ta PEPC en los
noédulos inducidos por 1a cepa CNPAF 512 fué significativamente

mayor que la de las otras dos cepas.

4) ) Durante el desarrollo de! nodulo, la cepa CNPAF 512
presenté un aumento en la actividad de PEPC antes que en
cuaiquier otra cepa. If) La actividad de PEPC aumentd antes que
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la actividad de la N,asa independientemente de la cepa de
Rhizobium utilizada. Ill) Se encontraron correlaciones positivas
relativamente bajas entre la actividad especifica de la PEPC de
nédulo y la actividad de la N,asa en el nédulo. IV) Cuando la
actividad de PEPC comenzé a disminuir se presentd el mayor
incremento en la actividad de la N,asa independientemente de |a
cepa de Rhizobium utilizada. Las cepas CNPAF 512 y CIAT 899

presentaron las actividades de N,asa mas altas.

5) Las correlaciones positivas intermedias observadas
entre la actividad especifica de la PEPC con ia actividad
especifica de la GS y la actividad especifica de la GOGAT,
pueden resultar debido a que la PEPC puede aportar sustratos
para la continua actividad del ciclo GS/GOGAT neceario para la
asimilacion de NH,".

6) Las altas correlaciones positivas entre el transporte de
ureidos y la actividad especifica de ta PEPC pudieran resultar a
fravés del aporte de acidos organicos para la sintesis de

aminoacidos y de ureidos.

7) A pesar de que la actividad de PEPC aument6 a lo
largo del desarrolio del nddulo la intensidad de la banda de PEPC
no presentdé cambios. Sin embargo, las raices de plantas no
inoculadas presentaron un patron de doble banda detectado con

anticuerpos anti-PEPC que no se presentd en ninguno de los
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nédulos excepto con los nddulos inducidos con la cepa CIAT 899,
A diferencia del caso de PEPC, los incrementos en las
actividades de GS y GOGAT coincidieron con un aumento en la
intensidad de fas bandas correspondientes, en todas las cepas

estudiadas.

9) LLa banda adicional de 112 kD mostrada por raices y
por nddulos inducidos con la cepa CIAT 899, parece ser una
modificacion de ta banda de 106 kD posiblemente asociada a una
ubiquitinacion.De ser asi, éste podria representar un mecanismo

de reguiacién de la PEPC antes no reportado en nédulo.
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Tabla 6. Méximas tasas de crecimiento, actividades enzimaticas y fransporte de ureidos en plantas de
frijol cv. Negro Jamapa inoculadas con tres cepas de Rhizobium: CNPAF 512, CIAT 899 y CE3,

Cepas de Crecimiento N,asa | PEPC | Ureidos | GS(U. | GOGAT
' . transfe
Rhizobium Pese Area (nmolC,H4,| (nmol | (pmoi/d. rasa/ |{nmoifmin/
" fresca  foliar /nipianta) | NADH/min| xilemafh/p| minimg | mg- PTS)
(@) (cm?) Img PTS)| lanta) PTS) -
CE3 2.1 9 115 400 41 23 28
CIAT 899 2.5 7.5 510 401 120 2.8 9
CNPAF 512 2.8 10 490 570 135 4 32
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Tabla 6. Cociente entre la maxima actividades de PEPC, N,asa,
GS, GOGAT en el nddulo y transporte de ureidos en el xilema de plantas
de frijol cv. Negro Jamapa inoculadas con tres cepas de Rhizobium:
CNPAF 512, CIAT 899 y CE3.

Cepas de PEPC/ PEPC/ PEPC/ [|GOGAT/GS
Rhizobium N,asa Ureidos GOGAT
CE3 3.48 9.76 14.3 12.18
CIAT 899 0.79 334 44.55 3.21
CNPAF 512 1.18 422 17.81 8.0
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Tabla 7. Coeficientes de correlacidn de crecimiento vy
actividad de PEPC con: actividades de N,asa, GS y GOGAT en
nodulos y transporte de ureidos en el xilema de plantas de frijol
cv. Negro Jamapa inoculadas con las cepas de Rhizobium: CE3,
CIAT 899 y CNPAF 512.

Parametros Coeficierites de Correlacitn
Cepa Cepa Cepa
CE3 CIATE99 [CNPAF 512
Peso fresco y PEPC 07 | o087 089
Peso fresco y GS 0.67 0.45 0.9
Peso frescoy GOGAT| 064 0.68 0.75
PEPC y gltura 0.83 0.19 073
PEPC y N,asa 0.56 0.19 0.43
PEPC y ureidos 0.82 043 0.97
PEPC y GS _ 0.97 078 .| 076
PEPC y GOGAT 0.88 0.77 0.42

103



Tabla 8. Coeficientes de correlacion entre la actividad de
N,asa y: peso fresco de las plantas, ureidos en el xilema, GS y
GOGAT en los nédutos. Coeficientes de correlacion entre ureidos
y: peso fresco, GS y GOGAT en nddulos de plantas de frijol cv.
Negro Jamapa inducidos con las cepas CE3, CIAT 899 y CNPAF
512.

Parametros Coeficientes de Correlacitn
Cepa Cepa “Cepa
CE3 CIAT 899 CNPAF 512
N,asa y peso 0.89 _ 0.84 0.581
fresco .
N,asa y ureidos 0.97 0.7 8.88
N,asa y GS 0.85 0.82 0.92
N,asa y GOGAT 0.83 0.43 0.71
Ureidos y peso 0.97 0.7 0.88
fresco ’
Ureidos y GS 0.73 0.59 0.85
Ureidos y GOGAT 0.8 0.87 0.57
GS y GOGAT 0.9 T 059 .82
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Figura 1. Crecimiento (peso fresco, area foliar y altura) de plantas

de frijol Negro Jamapa v actividad de la PEPC en la nédulos inducidos
por la cepa Rhizobium etli CE3. Las barras corresponden al error
estandar de fres experimentos.
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