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PRESBENTACION

La tesis doctoral que se presenta enseguida, incluye un

trabajo de revisién bibliografica y de investigacidén experimental

sobre el desarrollo y la expresidén genética en nddulos de
leguminosas.

En la introduccidn se incluyen conceptos que enmarcan los
motivos y contenidos del tema de tesis. Se presenta ademds una
revisidén actualizada sobre: a) la morfogénesis y la expresion
genética de la planta que son inducidas por Rhizobium y b) sobre
diversos mecanismos de la regulacidén de nodulinas que operan
durante la formacidn y el funcionamiento de los nddulos.

En la seqgunda parte se presentan y discuten los resultados
del analisis de la expresidén de cuatro nodulinas en nddulos de
frijol formados por cepas bacterianas con alteraciones en los
genes que participan en la simbiosis. Se incluyen finalmente,
algunos datos e ideas complementarios, asi como las conclusiones
y perspectivas sobre la identificacién de distintos niveles y
condiciones involucrados en la regulacién de la expresidén de

nodulinas,

El contenido principal de esta tesis ha sido publicado; la
parte documental como una revisién en coautoria con Federico
Sanchez, Héctor Pérez y Miguel Lara (Ann. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol. Biol. 42:507-528, 1991), y la parte experimental como
articulo en coautoria con Juan Miranda y Federico Sanchez (Mol.
Plant-Microbe Interact., Vol. 4, No. 5., 1991, en prensa).

Este trabajo fué realizado bajo la asesoria del Dr. Federico
Sanchez, durante el transcurso en el que nuestra area académica
pertenecia al Centro de Investigacidén sobre Fijacidén de Nitrdégeno
(CIFN), como Departamento de Biologia Molecular de Plantas; luego
come Unidad de Biclogia Molecular y Biotecnologia Vegetal.
Finalmente (al escribir esta tesis), como un nuevo departamento
dentro del Centro de Investigacion sobre Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIIGB). Los agradecimientos a las muchas personas
que participaron en la realizacidn de este proyecto, se
encuentran al final de este escrito.

e e et ane e P
e bt o



Padilla Acero, Jaime E. (1991). La induccidén de nodulinas y la
diferenciacidén celular por la infeccidn de Rhizobium en frijol.
Tesls de Doctorado en IBB. UACPyP del CCH-UNAM

RESUMEN

Las plantas leguminosas tales como alfalfa, frijol y soya
forman una asociacidén simbidtica compleja con bacterias del suelo
(Rhizobium y géneros afines). Esta asociacidn resulta en la
fijacidén de nitrdégeno atmosférico en amonio, una forma de
nitogeno combinado facilmente asimilable por la planta. Este
proceso se lleva a cabo en el ndédulo, un dérgano radicular
especializado inducido por el microsimbionte a traves de una
interaccién especifica con el sistema radicular. El desarrollo
del nédulo involucra la expresion especifica de varios genes y la
diferenciacidén coordinada de ambos simbiontes. Las proteinas
vegetales inducidas o reguladas de manera especifica en el nodulo
(nodulinas), se dividen en dos clases dependiendo de su cinética
de expresion. Las llamadas tempranas son expresadas durante los
eventos iniciales de la simbiosis (infeccidn de los pelos
radiculares y organogénesis del nddulo), mientras que las tardias
aparecen alrededor del inicio y durante la fijacidén de nitrdgeno;
esta Ultimas estan involucradas, en gran parte, con el
intercambio metabdlico entre la planta y la bacteria,

El conocimiento de las condiciones necesarias y los niveles
de regulacidn asociados con estos procesos ne es aun muy completo
y ha sido abordado, entre otros enfoques, considerando un
intercambio de sefiales moleculares entre la bacteria y la planta.
El estudio de la expresidn genética y la diferenciacidén que
ocurren durante el desarrollo del nédulo, ha sido una estrategia
comun para describir algunos factores y mecanismos involucrados
en el control de esta interaccidn. Con este propdsito, se
obtuvieron cepas de Rhizobium y un transcojugante de
Agrobacterium que producen alteraciones en la nodulacidn en
frijol, tales como ndédulos no-infectados (vacios), inefectivos
(sin fijacion de nitrdgeno); o bien, gque producen una detencién o
retrasos del desarrollo. Se analizdé la expresién en ndédulos
inducidos por las mutantes bacterianas. Se compararon los
patrones de expresion genética a través de la evaluacién de los
niveles relativos de ARNm de cuatro genes de nodulinas de frijol
(ENOD2, uricasa-II, leghemoglobina y nodulina-30) en ndédulos de
distintas edades y/o formados por distintas cepas. La correlacién
de los patrones de expresion y los estados de diferenciacién de
estos ndédulos, permitidé identificar condiciones y discriminar
‘niveles en la regulacion de estos genes. Por ejemplo: (1) la
expresion de una nodulina tardia (uricasa-II) en ndédulos vacios,
sugiriere condiciones regulatorias previas a la infeccién
intracelular de bacterias; (2) diferencias relativas en la
expresion de ENOD2 en nodulos vacios e infectados que indican que
la diferenciacion del tejido central puede ser un segundo factor
(ademds de la regulacion por desarrollo), involucrado en la
expresion de este gen; y (3) acumulacion de transcritos de ENOD2
y uricasa asociada a nodulaciodon retrasada que implican un desfase
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en la diferenciacidén de los tipos celulares al interior del
nédulo. La tesis incluye: (a) una introduccidn sobre los
contenidos y motivos del tema de tesis; (b) una revisién del
estado del arte en el campo (Sanchez et al. 1991. Annu. Rev,.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42:507-528); una seccidn de
resultados que contiene consideraciones metodoldgicas y una
publicacién (Padilla, et al. 1991, Molec. Plant-Microbe Interact.
4(5) [en prensal]) y (f) la discusidn general, notas y
bibliogarafia complementarias.

Padilla, Jaime E. (1991). Nodulin induction and cellular
differentiation in common bean nodules by Rhizobium infection.
Ph. D. Thesis (Fundamental Biolomedical Research). National
University of México.

SUMMARY

A complex symbiotic association of legume plants, such as
beans, alfalfa and soybean, with soil bacteria (Rhizobium and
related genera) is established in natural and cultivated
landfields. This association results in the formation of root
nodules, specialized organs capable to fix atmospheric nitrogen
into ammonia, which can be readily incorporated in plant biomass.
Nodule development involves the specific expression of plant and
bacterial genes along with a coordinated differentiation of both
symbionts. Plant proteins induced or regulated specifically in
nodules (nodulins), belong to two classes depending on the time
course of theilr expression. Early nodulins are expressed during
the initial stages of symbiosis (infection of root hairs and
nodule organogenesis), while the late ones appear about the onset
and during nitrogen fixation; they participate mainly in the
metabolic exchange between the plant and the bacteria. Conditions
involved in controlling these processes are not fully understood,
and has been studied, among other approaches, regarding a
continous molecular signaling between the symbionts. Hence, the
correlation of events such as nodulin gene expression and nodule
differentiation, define the strategy used here to describe those
factors and mechanisms involved in the regulation of this
interaction. In this work, the expression of four nodulin genes
(ENOD2, uricase-II, leghemoglobin and nodulin=-30) is analyzed in
nodules elicited by bacterial mutants which block development at
different stages of development. The correlation of expression
patterns (mRNA levels) in either empty, arrested-~, slowly
developed or ineffective nodules lead us to identify several
conditions and discriminate distinct levels involved in the
regulation of these nodulins. Experimental results and a state-
of-the-art review of the field of this thesis are included
(Padilla, et al. 1991. Molec. Plant-Microbe Interact. 4(5) [in
press}, and Sanchez et al. 1991. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol. 42:507-528, respectively)




RESUMEN

Las plantas leguminosas tales como alfalfa, frijol y soya
forman una asociacion simbidtica compleja con bacterias del suelo
{(Rhizobium y géneros relacionados). Esta asociacidn resulta en la
fijacion de nitrégeno atmosférico en amonio, que es facilmente
asimilable por la planta. Este proceso se lleva a cabo en el
nodulo, un ¢érganc radicular especializado inducido por el
microsimbionte a través de una interaccion especifica con el
sistema radicular. El desarrollo del nédulo involucra la
expresion especifica de varios genes y la diferenciacidn
coordinada de ambos simbiontes. Las proteinas vegetales inducidas
o reguladas de manera especifica en el nddulo (nodulinas), se
dividen en dos clases dependiendo de su cinética de expresiodn.
Las llamadas tempranas son expresadas durante los eventos
iniciales de la simbiosis (infeccidn de los pelos radiculares y
organogénesis del noédulo), mientras que las tardias aparecen
alrededor del inicio y durante la fijacidn de nitrdgeno; estas
ultimas estan involucradas, en gran parte, con el intercambio
metabdlico entre la planta y la bacteria,

Las condiciones necesarias y los niveles de regulaciédn
asoclados con estos procesos no se conocen en profundidad y han
sido estudiados, entre otros enfoques, considerando un
intercambio de senales moleculares entre la bacteria y la planta.
El estudio de la expresién genética y la diferenciacidén que
ocurren durante el desarrollo del nédulo, objeto de esta tesis,
es una estrategia para describir sistemdticamente los factores y
mecanismos involucrados en la regulacion de esta interaccidn. Con
este propdsito, se obtuvieron cepas bacterianas con mutaciones
que producen alteraciones en la nodulacidén en frijol, tales como
nodulos no-~infectados (vacios), inefectivos (sin fijacidn de
nitrdgeno); o bien, que producen una detencion o retrasos del
desarrollo. Se evaluaron los niveles relativos de expresién de
cuatro nodulinas de frijol (transcritos de ENOD2, uricasa-II,
leghemoglobina y nodulina=-30) en los nddulos con fenotipos

simbioticos andmalos. La comparacidn de los patrones de expresion

y los estados de diferenciacion en estos tipos de nédulos
permitié identificar condiciones importantes y discriminar
niveles en la requlacidén de estos genes.

La tesis incluye: (a) una introduccidn sobre los contenides
y motivos del tema de tesis; (b) una revisidn del estado del arte
en el campo (Sanchez et al. 1991. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol. 42:507-528); una seccidn de resultados que contiene
consideraciones metodoldgicas y una publicacidén (Padilla, et al.
1991. Molec. Plant~Microbe Interact. 4(5) [en prensa}) y (f) la
discusion general, notas y bibliog rafia complementarias.
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BUMMARY
A complex symbiotic association of legume plants, such as
beans, alfalfa and soybean, with soil bacteria (Rhjizobium and
related genera) is established in natural and cultivated
landfields. This association results in the formation of root
nodules, specialized organs capable to fix atmospheric nitrogen
into ammonia, which can be readily incorporated in plant biomass.
Nodules are induced by a specific interaction of the procaryote
with defined zones of the root system, and its development
involves the specific expression of plant and bacterial genes
along with a coordinated differentiation of both symbionts. Plant
proteins induced or requlated specifically in nodules (nodulins),
belong to two classes depending on the time course of their
expression. Early nodulins are expressed during the initial
stages of symbiosis (infection of root hairs and nodule
organogenesis), while the late ones appear ahout the onset and
during nitrogen fixation; they participate mainly in the
metabolic exchange between the plant and the bacteria. Conditions
involved in the regulation of these processes are not fully
understood, and have been studied regarding a continuous
molecular signaling between the symbionts. Hence, the correlation

of events such as nodulin gene expression and nodule
differentiation, define the present approach to describe those

factors and mechanisms involved in the regulation of this

interaction.
In this work, the expression of four nodulin genes (ENOD2
uricase~II, leghemoglobin and nodulin-30) is analyzed in nodules

elicited by bacterial mutants which block development at
different stages. The comparison of expression patterns (mRNA
levels) in either empty, arrested-, slowly developed or
ineffective nodules lead us to 1dent1fy several conditions and
discriminate distinct levels involved in the requlation of these

nodulins.

Experimental results and a state-of~the~-art review of the
field of this thesis are included (Padilla, et al. 1991. Molec,
Plant-Microbe Interact. 4(5) [in press}, and Sanchez et al.
1991. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42:507-528,
respectively)
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II. INTRODUCCTION

1. BINOPSIB HISTORICA

Hace poco mds de cien aios, el proceso de fijacién biolégica
de nitrégeno en nédulos de leguminosas se enfocé experimen-
talmente y se abridé un campo de investigacion muy amplio dentreo
de la microbioleogia y la nutricidén vegetal. La utilidad
agrondmica se hizo patente y por aproximaciones mas o menos
empiricas, nacié después la industria de inoculantes. Sin
embargo, desde finales del siglo pasado, existid un interés en
los aspectos fundamentales del proceso gue contribuyé a
establecer, entre otros conceptos, la naturaleza simibodtica del
nédulo, la identidad bacteriana del endosimbionte, la fisiologia
basica de este drgano y la diversidad genética de los simbiontes,
El advenimiento de herramientas metodoldgicas mas poderosas en
anos recientes, brindd la posibilidad de esclarecer con mas
precision, la base bioquimica y genética de tales conceptos.
Enseguida se resenan brevemente algunos antecedentes y alcances
de los postulados mas generales en este campo.

1. La fijacion es consecuencia de la simbiosis: Aungue la
ocurrencia de nodulos esta documentada desde el siglo XVI,
principios del sigle pasado se debatia si los nédulos eran
agallas formadas por insectos (por similitud estructural), que se
produjesen por micopatdgenos (confusién de hifas e hilos
infectivos) o bien que representaran estructuras radiculares
modificadas (raices deformadas, o6rganos de almacenamiento o de
absorcioén especial). Poco tiempo después se describieron
'pequenos corpusculos moviles' en el interior del ndédulo; estos
microorganismos se aislaron y denominaron Baccilus radicicola.
Con el trabajo clasico de Hellrigel y Wilfarth se demostro 1la
fijacién por bacterias en el nédulc, inducido a su vez, como
respuesta de la planta a la interaccion (simbiotica) [Burris
1938). So6lo organismos procariotos son capaces de reducir N, en
vida libre o en simbiosis [Posgate, 1981}, y con el auge dei
enfoque evolutivo sobre el origen de células eucariotas (teoria
endosimbiética) se han hecho estudios sistematicos de diversas
asociaciones simbiéticas. Estas interacciones ——hereditarias o
ciclicas— se consideran como fendémenos metasexuales, dado que
las capacidades que solo se manifiestan en la condicion
simbidtica, han promovido la aparicidén de poblaciones de
organismos un tanto distintos a sus componentes o equivalentes
parentales [Margulis 1976). En este sentido, la planta nodulada
se concibe como un complejo multicelular tetragendmico, y la
forma endosimbidética de rhizobia como un simbiosoma o

diazoplasto.

a

2. Buacterias aisladas de ndédulos o del suelo son capaces de



inducir nédulos en leguminosas: estos microorganismos son
infectivos cuando se inoculan a la planta en un soporte estéril y
en ausencia de fuente nitregenada. La baja efectividad de algunos
incculantes didé pie para encontrar algunas reglas de
compatibilidad entre planta y los rhizobia; este andlisis
desembocd en el reconocimiento de grupos de inoculacién cruzada y
la clasificacion bacteriana. Las controversias en torno a este
aspecto prosiguen debido al gran numero de criterios involucrados
en la definicién de la especificidad, la competencia y de las
relaciones filogenéticas de este grupo. {Martinez y cols. 1990.]

3. La asimilacion de nitrogeno comienza con la formacion de
bacteroides: Desde 1890 se hicieron descripciones detalladas del
proceso de infeccidn, que sugeria estadios tipo patogénico antes
del inicio de la fijacién. Al disponer de medios para medir la
actividad diazggréfica (reduccidn de acetileno, trazamiento
isotdépico con N) se generalizaron otros estudios sobre la
fisiologia y la influencia de condiciones ambientales, tanto en
sistemas fijadores de vida libre como en simbidticos [Posgate
1981; Dilworth y Glenn 1984).

4. La FSN posee una componente genética importante: Al considerar
la diversidad de parejas simbidticas y las variaciones en la
respuesta a distintas tratamientos, se ha analizado, cada vez con
mayor profundidad, la heredabkilidad de caracteres relativos al
manejo del nitrdgeno derivado de la fijacién [Burris 1988). Por
otro lado, el estudio de proteinas (y sus correspondientes genes)
relacionadas con la simbiosis, ha sido un enfoque alterno para
conocer caracteristicas proplas de la planta que la hacen capaz
de establecer esta simbiosis [Sanchez y cols. 1991}.

Referencias .

Burris, R.H., 1988. 100 years of discoveries in biological
nitrogen fixation, en: Nitrogen Fixation: Hundreds Years After.
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Stuttgart: Gustav Fischer.

'Dilworth M., Glenn A., 1984. How does a legume nodule work?.
Trends Biochem. Sci. 9:519~23.

Margulis, L., 1976. Genetic and evolutionary consequences of
symbiosis., Exp. Parasitol. 39:277-349.
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nodulin genes in root-nodule development and metabolism. Ann.
Rev. Plant Physiol. Plant Mol, Biol. 42:507-528.



2. LA ORGANOGENESIS DE NODULO COMO MODELO DE INVESTIGACION EN
VEGETALES

Un modelo del desarrollo en plantas

El desarrollo en los vegetales vasculares depende
esencialmente del crecimiento meristematico. Toda estructura
organizada (epidermis, hojas, botones florales, floema), se forma
a partir de diversos tipos de meristemos localizados. En el
proceso de divisién del meristemo y la generacion de estos
tejidos, intervienen una serie de sefnales enddégenas y ambientales
que regulan el patrén de crecimiento (plano de divisiodn,
expansion), de expresién genética y de especializacion
flsloléglca. Durante el desarrollo vegetativos un nédulo no se
origina de un meristemo preexistente, y por lo mismo, su
induccidén y desarrollo presenta caracteristicas interesantes como
modelo de estudio. En los modelos simbidéticos mas estudiados, la
ontogenia del nddulo abarca un tiempo corto (aprox. 3 semanas);
es un proceso inducible y localizado, es decir, bajo condiciones

experimentales, la inoculacidén de raices con rhizobia promueve la

generacién controlada de estas estructuras en una regidn
determinada de la raiz. Durante la nodulacién, se pueden analizar
varios procesos basicos del desarrollo vegetal (gradientes _
morfogenéticos, transduccioén de sefiales, xilogénesis, etc.), y
ademds la influencia de factores exdégenos (gases, fuente
nitrogenada, compuestos sintéticos). El nédulo tiene asimismo la
particularidad de ser un dérgano no esencial (salvo en limitacién
severa de nitrdgeno), lo gque ha permitido el aislamiento de
lineas o mutantes no letales en el desarrollo de la planta, pero
que tienen alguna incapacidad de establecer la simbiosis. En este
sentido, se ha avanzado en el mapeo de varios loci 1nvolucrados
con este proceso.

Un modelo de interaccion ecoldgica.

Las interacciones entre plantas y microorganismos del suelo
involucran mecanismos de reconocimiento que dependen del contacto
celular y del intercambio de sefales moleculares. Estas senales
son necesarias para el acercamiento, el inicio, y_mds adelante,
para el mantenimiento y control de la interaccionl* Los sistemas
simbidticos fijadores de nitrdégeno exhiben estructuras con
distinta complejidad, tales como cavidades foliares en las
asocliaciones de cianobacterias con hepaticas y helechos;
vesiculas en la rizocenosis de actinomicetos con varios géneros
de plantas vasculares y, en el caso que nos ocupa, diversos tipos
de nddules radiculares y caulinares de rhizobia y leguminosas.
Por otro lado, la existencia de una matriz comin de elementos:
geneticos y respuestas a nivel fisiolégico y de desarrollo,
revela una similitud o equivalencia entre algunos procesos de la
interaccion patogénica (virulencia/defensa) y la simbidtica
(cooperacidn/integracién) y, desde hace algunos afos se ha
incrementado el interés por entender muchos mecanismos y factores

* Las notas pueden consultarse en la seceidn VL., (p.58) «



que las regulanz. Aungque aun no se tiene un panorama claro de la
homologia o analogia de tales mecanismos, se considera a esta
simbiosis como un modelo de ‘enfermedad controlada' en plantas,
de tal manera que el estudio de los genes, las senales
moleculares y los mecanismos de transduccidn involucrados, puede
ayudar a entender y manipular a otros organismos fitopatdgenos.
Asimismo, este conocimiento brinda la la posibilidad_de extender
la nodulacién y fijacidén simbiotica a otras plantas.

Un modelo de regulacidén genética y metabélica

La expresién génica en plantas es regulada en concordancia
con un estilo ‘'meristematico y totipotencial' de desarrollo. Esta
expresién puede ser inducible, especifica de tejido o ambas;
puede responder a estimulos ambientales como luz, calor, estrés
hidrico o aerdbico, ciclos circadianos, herida o senales de
patégenos y simbiontes. Asimismo, puede estar su;eta a una
regulacion asociada al desarrollo. En consecuencxa, la activacién
transcripcional de muchos genes es mediada por varios mecanismos
a distintos niveles. En la actualidad, ha habido un enorme avance
en la identificacién de los elementos genéticos que controlan el
patron de expresidén temporal o espacial de los genes, y la
interacciodn de varias disciplinas y técnicas ha potenciado el
estudio de la regulacidn y el desarrollo en plantas. Como muestra
de ello, se han publicado un gran nimero de reportes en la ultima
década, los cuales abordan el modelo de nodulacidn en los
siguientes rubros:

1. Biologia molecular de genes de nodulinas: Identificacidén de
proteinas inducidas o especies de ARN especificos, Clonacidén de
genes y caracterizacion estructural de proteinas especificos.
Asignacion de funciones pgr comparaciones estructurales y/o
correlaciones funcionales

2. Analisis fisiologico del nédulo, Mecanismos de regulacidn de
la actividad metabdlica vinculada al manejo de nitrdgeno, carbono
y oxigeno. c§racter1za01én de enzimas y compartimentos
particulares”.

3. Genética molecular de la comunicacién planta-bacterla.
Caracterizacidn de mutantes bacterianas. Andlisis de fenotipos ex
planta vy SlEblOthOS. Caracterizacion quimica de senales
bacterianas

4. Analisis lnmunocltoloqlco del desarrollo: Descripcion
hxstologica y caracterizacidén de componentes estructurales del
organo simbidtico. Localizacidn intercelular de}] sitio de
sintesis de transcritos y proteinas especificos’.

5. Andlisis citoquimico de expresion de genes recombinantes en
plantas transformadas: caracterizacioén fisica y funcional de
regiones de control; de condiciones y/o factores que promueven la
activacién de genes de nodulinas, (de desarrollo, ambientales o
por seariales moleculares putativas

6. Andlisis genético y mapeo por PLFR: caracterizacion y

~ localizacion fisicQ de alelos silvestres o mutantes que
condicionan la capacidad o respuesta simbiotica”.
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El sistema frijol~Rhizobium legquminosarum bv. phaseoli

La interaccién de Rhizobium con una leguminosa depende de la
compatibilidad entre la bacteria y la planta, ya que existen
elementos que le confieren especificidad. Son varios los tipos de
rhizobia capaces de nodular frijol; dada su diversidad en cuanto
a caracteristicas genéticas y bioquimicas, algfgos de ellos han
sido asignados recientemente una nueva especie*-, El tipo comun,
denominado R. legquminosarum bv. phaseoli (biotipo I, cepa tipo
CFN42) presenta un espectro limitado de hospedero, reiteraciones
de los genes estructurales de nitrogenasa y E?mbién un arreglo
peculiar de, al menos, los genes nod comunes~~. En esta cepa se
ha descrito que varios genes, tanto en cromosoma y plasmidos,
participan de manera ?%cisiva en procesos de la nodulacién y la
fijacién de nitrégeno*“, Para describir particularidades del
sistema en estudio, es importante remarcar que los nodulos de
frijol son ovales de tipo determinado, es decir, su desarrollo se
basa en la presencia de un meristemo interno y transitorio. El
crecimiento posterior geriva de la expansidn {radial) de las
células del primordio1 que a diferencia de nédulos
indeterminados, muestra una secuencia temporal de estados de
diferenciacién celular. Toda vez que se interrumpa el desarrcllo
por bloqueos debidos a diversas mutaciones bacterianas, sera
posible correlacionar el patrén de expresiéon y la diferenciacion
resultante.

Dentro del contexto general de investigacion de la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, el sistema de frijol aun no ha avanzado al
nivel de otros; no obstante, ofrece ventajas que radican en la
multitud de tipos de rhizobia capaces de inducir nddulos y
también en la diversidad genética del género Phaseolus en nuestro
pais. Esto representa, al menos, la posibilidad de tener un marco
amplio de comparacién para disectar los sistemas genéticos de
ambos simbiontes, en la busqueda de genes que confieran ventajas
ecoldgicas y agrondémicas a la simbiosis. Para avanzar en este
sentido se pretende sequir trabajando en diversos aspectos del
modelo, tales como: (a) la naturaleza y efecto de sepales
bacterianas (especificas) en la organogénesis y la expresion de
nodulinas; (b) la induccidén y regulacion de genes de frijol; (c)
la funcién y localizacioén de algunas nodulinas (e.g. Npv-30,
PvENodl17); (d) el papel de condiciones ambientales y de otras
mutantes bacterianas en la fisiologia de nédulos y (e) la
participacioén del citoesqueleto y otros mecanismos de
transduccion de sefiales en el establecimiento de la simbiosis}?,

Ensequida, se incluye una revisidén que abunda en los
aspectos mas recientes (1990), de la regulacidn genética y
metabdlica de nodulinas en leguminosas.
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INTRODUCTION

In the Rhizobium-legume interaction, an exchange of molecular signals reg-
ulates the expression of gencs essential for infection, nodule development,
and function (10, 79, 82, 84, 102, 108, 158; see Figure 1). Legume nodule
formation has been divided into three major stages: “preinfection,” “infection
and nodule formation,” and “nodule function” (Figure 15 /14, 148). Nodulins
are plant proteins that accumulate specifically in nodules. Eurly nodulin genes
are detected during the “infection and nodule formation™ stage. The expres-
sion of late nodulin genes starts at about the onset of nitrogen fixation (96).
Recently, “true” nodulins have been found to be expressed in pants of the
plant distinct from the nodule (2, 12, 113). Nevertheless, the concept of
nodulins still provides a framework, for following the Rhizebium-legume
interaction. Indeed, the study of nodulins has helped to define the various
stages of the nodulation process (114). Many nodulins have been isolated
{30), and we have begun to understand their role in symbiosis. Several
reviews on nodulins and nodulin genes have appeared in recent years (50, 53,
96, 142, 147). The present chapter is un overview of relevant data concerning
(a) plant morphogenesis and nodulin gene expression elicited by Rhizobium
symbiotic signals and (b) diverse mechanisms for nodulin regulation during
nitrogen fixation, '

MOLECULAR SIGNALING AND RECOGNITION
Plant Symbiotic Signaling

Plant-bacteria interactions begin with distant chemical signaling in the rhizo--

sphere (35, 57, 84, 102). Substances interchanged at this stage modulate the
early responses and set conditions for the initiation of symbiosis (102, 108,
109, 158). In legumes, pterocarpanes and isotlavonoids can lunction as
phytoalexins, as signal molecules (for a review see 102, 108), and probably as
endogenous regulators of polar auxin transport (63). In exudates und extracts
from legume roots, flavones, isofluvones. and flavanones were identified as
the inducing molecules for rhizobial chemotaxis and for the expression of
(Brady) Rhizobiimn nodulation (nod) genes (36, 82, 102; Figure |, top). That
these substances are active at very low concentriations (1077-10"* M) and
stimulate bacterial nod gene expression within minutes of exposure suits them
to the situation in the rhizosphere. The inducer substances are exuded specifi-
cally between the meristem und the zone of emerging root hairs, the area most
responsive to nodulation in soybean (10, 17, 36).

Rhizobial Signals

Bacterial signuls are necessary for eliciting early plant responses and normal
nodule development. The initial stages of the interuction between rhizobia and
their leguminous host plants include deformution and curling of plant root

1l
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hairs (10, 138), the initiation of cell division in the root cortex, and induction
of a root-nodule meristem (38). Specific bucterial genes participate in these
processes and fall into four general groups: nodD, common nodulation or
nodABC genes, host range (hsn) genes, and genes involved in polysaccharide
production. Recent reviews describe the structure, organization, and regula-
tion of the symbiotic genes of Rhizobium, Bradyrhizobinm and Azorhizobium
(81, 86).

(Brady)Rhizobium produces heat-stable low-molecular-weight factors that
cause three changes in the plant (a) root hair deformation and branching
(Had), (5) thick and short roots (Tsr), and (¢) root hair induction (Hai) (61,
148, 158). The nodABC genes are involved in producing smalt heut-stable
compounds that cause root hair deformation that could be homologous to
these factors, Histochemical data on R. meliloti nod genes-uidA (GUS activ-
ity) fusions assayed in alfulfa indicate that #0dABC genes are expressed in
different stages of nodule development (124), Furthermore, the NodA and.
NodB proteins produce compounds that stimulate mitosis in plant protoplasts
(117). In addition, these genes transformed into tobacco produced abnorimal
growth patterns (116).

Signals that result in morphogenetic responses in the specific legume-host
have been identified (61, 79). One of them, NodRm-1, was purified following
a root hair deformation (Hud) phenotype bioassay, positive in alfalfa
(homologous host) and negative in veteh (heterologous host). The chemical
nature of this Tactor has been determined. NodRm-1 is a sulfuted beta-1,4-
tetrasaccharide of p-glucosamine (M, 1,102) in which three amino groups
were acetylated and one was acylated with a C,q, bis-unsaturated fulty acid.
This factor is active at nanomolar concentrations (79). The fact that NodRm- |
is a tetrusaccharide is relevant because oligosaccharines act as plant mor-
phogens ( 134); plant and microbial cell wail degradation fragments (oligosac-
charides) are active in the nanomolar range as ¢licitors of phytoalexin produc-
tion (35); and finully, saccharide-binding proteins are implicated in Rhizo-
bium root attachment and host-specitic recognition (27, 32, 57). A suggestion
that ptant elements may be modified by Rhizobium signals is considered in the
next section.

Rhizobium Elicitors, Calcium, and Plant Cytoskeleton

Rhizobium produces soluble factors that may trigger both deformation and tip
growing branches in root hairs of leguminous (61, 79, 117) and some
nonleguminous plants (24). Also, the presence of spontaneous (136) us well
as chemically induced nodules (60) suggests that the bacterium modulates
fundamental capacities already present in plants. Recent reports suggest that
Rhizobium could mediate redirection of apical growth in root hairs (70); a
computer model predicts that hair curling would be produced by dominance of

13



NODULIN REGULATION 1

Rhizobium-induced growth over normal tip growth (138). Pollen tubes, fungal
hyphae, and root hairs grow by apical extension (119). In fungal hyphae,
Ca*"-calmodulin gradients play an important role in normal tip growth (33,
149), and modifications of calcium levels are related to abnormal tip-
branching patterns in some fungi (33). Root hairs also show increased calcium
and calmodulin concentrations (105) in the growing tip at the beginning of
apical extension (58). Ca**-calmodulin levels are key regulators of growth
and morphogenesis in animals and plants (85, 88). Alone or combined they
modutate cytoplasmic streaming (71) and cytoskeleton organization (126).
The cytoskeleton is an essential organelle of the plant cytoplasm and hus a key
role in cell division (80, 118), cytoplasmic streaming, and normal tip growth
and elongation (68, 157). Rool hairs infected by Rhizobium show increased or
redistributed calcium levels, especially around the area of origin of the
infection thread (123), and many dictyosomes and microtubules are observed
near the forming thread (137). The inoculated root hairs also show many
cytoplasmic strands and significantly increased cytoplasmic streaming (135).
Thus cytoskeleton modifications might explain many of the morphological
effects found in early stages of plant-Rhizobium interaction (like Hac and
Had). The appealing possibility that Nod signals could trigger calcium-level
modulations, which would in turn significantly alter plant cytoskeletal organi-
zation, deserves further evaluation, '

INFECTION AND NODULE ORGANOGENESIS

Early nodulin genes are expressed during infection and nodule morphogenesis
(50; Figure 1). Plant glycoproteins such as lectins (27, 70), although present
in the preinfection stage, cannot be considered nodulins because they are not
specifically expressed in the nodule.

Infection and Root Hair (RH) Proteins

The biochemical and genetic particularities of root hairs are studied because
bacterial infections tend to start in these cells (10, 125). During the invasion
process, through the action of localized changes in root-hair wall synthesis, a
new cell wall develops around the penetration site, ahead of the invading
bacteria (10, 70), Five to ten specific RH-proteins were identilied as in vitro
translation products (IVTP) by comparing whole-root and root hair RNA
preparations (49, 107). By means of a fluorescent labeling method, a group of
RH-specific proteins was detected in the outer surfitcce of soybean root hair
cells (107). In pea, two RH-proteins (RH-42 and RH-44) and a nodulin
transeript were characterized. RH-42 is an acidic polypeptide detected 20 hr
after inoculation with Rhizobium containing (at least) functional nodABC
genes. By contrast levels of RH-44, already present in these cells, showed a

14
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marked increase. RH-44 seems to be related to deformation of root hairs
elicited by soluble rhizobial factors, and RH-42 may be associated with root
hair curling produced by bacterial inoculation (49), but the functions of these
proteins have not been established. The other pea gene induced upon Rhizo-
bium inoculation was identified by hybridizing root hair mRNA against the
PSENODI2 ¢DNA clone. This gene is also expressed in young nodules of
pea, but only if they contain infection threads (113; see Figure | and the
section on early nodulin genes induced in nodule infection).

Nodulins Involved in Nodule Organogenesis

From data derived from empty nodules (lacking rhizobia) it is inferred that
some early nodulin genes are active only in associution with nodule organo-
genesis. Two-dimensional polyacrylamide gel analysis (2D-PAGE) of IVTP
from nodule mRNA of pea (53), soybean (51), vetch (93), and alfalfa (34, 98)
showed two to five early nodulins in each case. A correlation has been found
between nodule meristem induction and the presence of the early soybean
nodulins Ngm-38, Ngm-41, and probably Ngm-d44 (51). The first early
nodulin gene to be characterized was isolated from soybean. This gene, called
ENOD2 encodes for a protein with a putative N-terminal signal peptide
followed by a sequence containing repeating proline-rich pentapeptide motifs
(46), it is expressed in the inner cortex (nodule parenchyma) of determined
and meristematic nodules (140, 141). Homologous ENOD2 genes or tran-
scripts have been reported in such other legume species as pea (141), alfalfa
(34), vetch (93), Sesbania (128), common bean (111), and lupine (77). This
finding suggests that this protein has a conserved role in legume nodules. In
soybean, aifalfa, and common bean this early nodulin is expressed in empty
nodules that contain neither infection threads nor intracellutar bucteria (34,
46, 101). Such noduies are elicited on legume roots by different Rhizobium
and Bradyrhizobium mutants affected in surfuce polysaccharides (81), and by
Agrobacterium strains carrying nod genes (52). This gene is also expressed in
spontaneous nodules (136) and in “pseudonodules™ induced by inhibitors of
polar auxin transport such as 2,3,5-tritodobenzoic acid (TIBA) or N-(1-
naphthyl)-phthalumic acid (NPA) (60). Expression of the ENOD2 gene in
these empty nodules indicates a role in nodule morphogenesis rather than a
function in the infection process. Evidence that the nodule parenchyma of
soybean nodules is a physical barrier limiting oxygen diffusion to central
nodule tissue (25) and the putative cell wall location of ENOD2 led to the
proposal that this protein might help to create panticular propertics of the
cortical cell layer (141). Other nodulins associated with nodule organogenesis
are soybean GmENOD 3 (47) and a group of related products: Nps-40* from
pea (52, 53), Nvs-40 from velch (53, 93), and Nms-30 from alfalfa (34, 39).
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Early Nodulin Genes Induced in Nodule Infection

Early nodulins have been characterized in soybean and pea (47, 113, 114).
Pea nodules (meristematic type; see Figure 1) contain cells at different stages
of development: the youngest cells adjacent to the apical meristem and the
oldest cells at the basal root attachment point, This organization makes it
possible to compare the expression patterns of nodulin genes in ditferent cell
types during nodule development. By using in situ hybridization, Scheres et al
(114) localized PsENODI2, PsENODS, PsENODJ3, and PsENODI4 trun-
scripts in sections of nodules from plants of different ages. Leghemoglobin
(Lb) transcript detection was used as a marker lor the expression of late
nodulin genes, and the nifH gene as a marker for expression of bacterial
nitrogenasc genes. PSENOD 12 mRNA is present adjacent to the meristem in
the invasion zone, PsENODS transcript reaches a maximum in the early
symbiutic zone, where the first plant cells that contain bacteria are present.
PsENOD3 and PsENOD 14 messengers reach their maximum concentration in
the youngest layers of the late symbiotic zone. In older cells of this zone when

PSENOD3 and PsENOD14 mRNA are decreasing, Lb transeript is at its

maximum and the nitrogenase mRNA can tirst be detected in the bacteroid. In
conclusion PSENODS, PsENOD3J, and PsENOD 14 mRNASs are only present
in the cells containing rhizobia, while PsENODI2 mRNA is present in all the
cells of the invasion zone. Particularly PSENODZ and PsENODI4 mRNA

concentrations mark the stage at which the infected cell is fully differentiated

into a functional nodule cell.

Two PsENODI2 wanscripts, encoded by dlllc.rcm genes (14), have been
detected both during nodule intection and in stems and Mowers (113). During
the infection process they are observed in the root hairs, the nodule invasion
zone, and in the root cortex. In addition, analysis of the deduced protein
sequence suggests that this nodulin is a cell wall component. These observa-
tions have led to the proposal that PsENQDI2 may have a role both in the
“preparation” of the cells lor infection thread growth and in thread formation
itself, '

Although the amino acid sequence of the PsENODI2 protein resembles
those of other hydroxyproline-rich glycoproteins that accumulate in plant

tissuc after wounding or with pathogenic interactions, PsENODI2 mRNA s

not accumulated in fungus-inoculated plants (113). Both common and hos-
specific nod genes of Rhizobium are essential for eliciting PSENOD 12 mRNA
expression in root hairs of peas, either inoculated or treated with a supernatant
of a flavonoid-induced R. leguminosariion bv. viciae culture (113). Further-
more, addition of the purified NodRm-2-factor (79) to roots produces root
hair deformation, cortical cell division, and PSENOD 12 and PsENODS mes-
sage accumulation (14). An exciting open question is whether the bacterial

lé
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factors produce these effects directly or are mediated by a second signal(s)
elicited in the plant.

EXPRESSION AND REGULATION OF LATE NODULINS

Late nodulins comprise the best-known nodule-specific proteins, which are
induced shortly before nitrogen fixation (96, 147). They include enzymes
involved in nitrogen assimilation, in carbon metabolism, and in amide and
ureide biogenesis (40, 120, 144). Proteins present in the peribacteroid mem-
brane (PBM) (45, 147) and the leghemoglobins (Lbs) (discussed below) (3,
154) also belong to this group. Several enzymes involved in these metabolic
processes have been identified as nodulins; others are common to several
plants organs but show enhanced activity in nodules.

Enzymes of Ammonia Assimilation

Levels of plant glutamine synthetase (GS) and glutamate synthase (GOGAT)
activity increas¢ along with nitrogenase activity during nodule formation.
Both enzymes are responsible for assimilating the ammonia derived from the
N, reduction in the bacteroid (6, 92).

GLUTAMINE SYNTHETASE  In legume plants, multiple isoenzymic GS forms
result from the presence of different polypeptides. This GS subunit
heterogeneity is associated with the expression of a multigene family (39, 42,
59, 133). Different GS polypeptides have been characterized (56, 74, 121,
133). In root nodules two types can be distinguished: those that are expressed
as nodule-specific proteins (GS-n) and those whose expression is significantly
increased in symbiosis (42), In both cases, GS genes are specifically ex-
pressed or enhanced before nitrogenase is active (39, 59, 100, 121). Results
derived from Lotus corniculatus plants transformed with a common bean
GS-n gene (g/n-y) fused to a widA reporter gene showed that the g-
glucuronidase activity is detected after nodule emergence and only in infected
cells (43). Previously, it had been demonstrated that nodule-specitic GS genes
are expressed in Fix™ nodules containing intracetlular bacteria (100, 121).
However, in nodules where cells were not infected or were unable to maintain
peribucteroid membrane (PBM), GS expression was not detected (39, 122).
In addition, experiments with nodules from plants growing in an atmosphere
where N (N>:05) was substituted by argon (Ar:O,) showed lower activity and
an early decline in the expression of GS (22). [n conclusion, the internaliza-
tion of Rhizobium might generate developmental and/or metabolic conditions
for the specific or enhanced expression of plant GS.

On the other hand, further increase in GS levels coincides with the onset of
“nitrogenase aclivity. In soybean, ammonia provided externally to rools in-
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duces the expression of GS (59). Furthermore, a soybean GS promoter fused
to widA was also activated by ammonia in translormed L. corniculatus voots
(G. H. Miuao et al, submitted for publication). In contrast in common bean,
ammonia externally added failed to induce GS genes in roots and nodules
(23). Recent studies showed that in nodulated root systems of commaon bean
grown in an AR:O; atmosphere, the activity of the nodule GS-vy isoenzyme
was reduced (85%) along with that of nitrogenase, although the GS-f3 isoen-
zyme was unaffected (22). In common bean plants, grown in an enriched CO,
atmosphere- (1000 ppm), nitrogenase activity increased two- (o three-fold; a
significant reduction of the GS-vy, but not of the GS-3 polypeptide, was also
observed (99). Taking these results together, it seems that both high and low
nitrogenase activities can be correlated with a reduction of GS-y. These data
supgest that the carbon/nitrogen balance within the nodule, and not ammonia
availability per se, may be the main modulating factor of GS expression.

GLUTAMATE SYNTHASE (GOGAT) In lepume nodules, as in other plant
tissues, two types of GOGAT have been purified and characterized. One of
these enzymes is ferredoxin dependent (Fd-GOGAT), whereuas the other
utilizes NADH as reductant (1, 21, 130). Root nodules of common bean
express two NADH-GOGAT isoenzymes, in contrast with alfalfa nodules
where only one NADH-GOGAT is found. The alfalfa enzyme and the
NADH-GOGAT II of common bean are not detected in roots or leaves {rom
either legume (1, 21). These two enzymes are initially expressed in-
dependently of nitrogenase induction. However, in nonfixing nodules of
alfalfa the activity of NADH-GOGAT is less thun 15% of the activity in
effective nodules. This result shows that symbiotically fixed nitrogen is
essential for the maximal induction of nodule GOGAT uctivity (21, 40).

Enzymes of Carbon Metabolism

Carbon flux to the nodule is necessary to sustain nodule and bacterial respira-
tion, to enable synthesis of ATP and reductants for nitrogenase activity, and
to provide a carbon skeleton source for nitrogen assimilation and transport (6,
144). Two enzymes involved in these processes are discussed here.

PHOSPHOENOLPYRUVATE (PEP) CARBOXYLASE  Nodule PEP carboxylase
has been purificd from soybean, lupine, and alfulfa (103, 145). Analysis of
PEP carboxyluse isozymes by native-PAGE identified one activity band in
roots and two bands in nodules of alfalli, pea, and soybean. In common bean,
two bands were observed in roots and three in nodules. Thus the additional
PEP carboxylase bands observed could be regarded as nodule-specific com-
ponents (31). Alfulfa ineffective nodules express only 4% of the nodule PEP
carboxylase activity found in effective nodules (40),
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SUCROSE SYNTHASE (S§) SS has been purified and characterized from
soybean nodules (94). A nodule-specific ¢DNA clone encoding the SS sub-
unit has been isolated. Partial DNA sequence analysis showed 73% homology
at the amino acid level with one of the maize sucrose synthase genes (Sh)
(132). Incubation of purified SS from soybean nodules with free heme
promotes an inactivation of the enzyme through dissociation into monomers,
suggesting that the availability of free heme may regulate the activity of SS
and the flow of carbon to nodule and bacteroid metabolism (132).

Synthesis of Nitrogen Transporters in Nodules

Nodulated legumes trunsport preferentially cither amides or ureides to the
shoot (6). Various plant enzymes that participate in the synthetic puthways of
these compounds have been described (120). Only two examples ure consid-
ercd here.

ASPARTATE AMINOTRANSFERASE (AAT)  In legumes, AAT has been char-
acterized from nodules of various plants (55, 106). Multiple nodule AAT
isoenzymes located in different cell compartments have been described. One
of these isoenzymes is regarded as nodule specific in alfalfa (55) and nodule
enhanced in lupine (106). A considerable increase in AAT activity and
polypeptide concentration occurred eurly (7-10 days) in both effective and
ineffective alfalfa nodules (40). However, this activity declines earlier in Fix ™
nodules (55). '

URICASE A nodule-specific uricase (uricase 11} has been identified and
characterized from soybean and common bean nodules (97, 110 Im-
munopold-labeling analysis in soybean nodules showed that the uricase {1
enzyme is localized in peroxisomes of uninfected cells of the central tissue

(97). Initial expression of uricase Il transcript in soybean and common bean.

nodules is not dependent on active nitrogen fixation (75, 110). Incubation of
soybean callus tissue and root cultures at varying oxygen fevels demonstrated

that low oxygen concentration (4~5%) induces uricase I activity and synthe-

sis (75). Recently, it was found that uricase-ll mRNA is expressed (about
10%) in empty nodules and sccumulated in delayed nodulation in common
bean (101). This result, together with data on Ngm-26 of soybean (95; see the
section o PBM nodulins), suggests that there ave distinct types of late
nodulin genes, regulated by particular developmental and cavironmental
conditions.

Peribacteroid Membrane (PBM) Noudulins

PBMs enclose the endosymbiont in the host cells of legume nodules. After
endocytosis, the PBMs increase concomitantly with bacterial multiplication
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and differentiation, creating the interface between the two organisms and
playing a major role in the control of metabolite exchange (26). In addition, it
has been suggested that the PBM has a decisive role in preventing the
phytoalexin production response by the host cell (139, 153). PBMs are
derived originally from the plasmalemma, but their chemical composition
suggests that the ER and the dictyosome also contribute to PBM biogenesis
(16, 91, 146).

Nodulins associated with the PBM have been characterized in soybean

(45). At least three nodulins (Ngm-24, Ngm-26, and Ngm-23) have been
convincingly located in association with this membrane. Ngm-24 appears to
be locuted in the inner surface of the PBM facing the peribacteroidal spuce;
this orientation makes unlikely its function as a transmembrane transport
protein (69). Analysis of the structure of Ngm-26 indicates that it is an
integral protein facing both the cytoplusmic and peribacteroidal com-
partments, probably functioning in the exchange of metabolites between the
plant and Rhizobitm (44). Homology ol Ngm-26 with other intrinsic mem-
brane proteins (e.g. glycerol facilitator from E. cofi and tonoplast intrinsic
protein (TIP) from protein bodies of seeds) supports such a role in exchange
(8, 66). This nodulin was recently shown to be phosphorylated by a Ca®*-
dependent protein kinase (150). We note with interest that Ca? ' -dependent
protein Kinase activities have been found in PBMs (73, 153). A third nodulin,
Ngm-23, has also been assigned to the PBM. The function of this protein is
not known, though its genetic regulation has interesting features, mentioned
below (87; see the section on regulatory elements for nodulin expression).

PBM nodulin genes are differentially expressed, as evidenced by Bradyrhi-
zobium mutants that uncouple peribacteroid membrane formation and PBM
nodulin gene expression (90). In particular, 8. japonicum mutant T8-1,
defective in the endocytosis process, induces nodules almost completely
devoid ol intraceliular bacteria where the PBM is not formed. In these
nodules, the gene encoding Ngm-24 was expressed at very low levels; the
gene encoding Ngm-26, on the other hand, was expressed at wild-type levels
(44, 95).

Using monoclonal antibodies, Brewin et al (16, 146) have unalyzed the
molecular composition of bacteroid and PBM of pea. They have identified
glycoproteins and glycolipids present in the infection-thread matrix, on the
lumenal surface of the PBM, in the ER, and in dictyosomes.

Enhanced Nodule Proteins

Nodule-stimulated proteins were also reported in a number of legume species.
Not considered “true” nodulins, they include polypeptides of a wide range of
M, whose expression is prominently or transiently augmented in nodules of
pea (53), soybeun (51, 72, 78), common bean (18), alfallfa (39, 83), cowpen
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(135), and Sesbania (29). Although these proteins have not been character-
ized, the possibility that they play a role in the nodulation process deserves
further attention.

NODULIN HOMOLOGIES AND GENE FAMILIES

Structural Nodulins

That many early nodulin genes encode cell wall structural proteins is inferred
from the comparison of their derived amino acid sequence with the primary
structure of several cell wall (hydroxy)proline-rich glycoproteins (HGRPs) (7,
20, 47, 41). In soybean and pea, ENOD2 amino acid sequences contain
alternated repeats of Pro-Pro-His-Glu-Lys and Pro-Pro-Glu-Tyr-Gln (46, 47,
141). This structure suggests that the amino acid composition of these pen-
tapeptides could be the main requirement for the function of the ENOD2
protein (N-75). Proteins of this type differ from the extensins, which are
formed by (Hyp)s-Ser pentapeptide repeats (20). The carly nodulin ENOD2 is

a developmental gene marker, which permits us to distinguish nodule-like -

structures from tumors or secondary roots (60, 136). Other early nodulin gene
products that may be involved in nodule morphogenesis are GmENODI3
from soybean (47) and Nms-30 (34) from alfalfa. GmENOD| 3 is homologous
to ENOD2 at the C-lerminal part. Other early nodulins described in pea are
PSENODS, PsENOD3, and PsENODI4 (114). The amino acid composition
of PSENODS resembles that of the arabinogalactan proteins (AGPs) (114).
‘The central tissue and the cortex of soybean nodules contain high levels of
AGP (19). PSENOD3 and PsENODI4 are 60% homotogous and encode for
~6-kD products. The arrangement of the four cysteines found in these
nodulins suggests that they can bind a metal ion (114). This feature is
common to other gene families (sce below), though there is no significant
homology between them (114). The presence of a putative signal peptide at
the N-terminus of these proteins is in agreement with the idea that all have an
extracellular location. ‘

Nodulin Gene Families in Determinate Nodules

In seybean a well-characterized late nodulin gene family has been reported
whose function is not understood (62, 112, 122). it consists of six or seven
members with extensive stretches of sequence simitarity within the coding
and flunking regions. Examples of these genes include GmN-20, GiN-22,
(412), GmN-23 (87), GmN-26h, GmN-27 (62), and GmN-44 {or E27) (122).
This nodulin gene family shows some interesting features: (¢) Along with the
Lbs, these are the most abundantly transcribed genes in soybean nodules: ()
the gene products have two domains that are arranged in paired Cys-X;-Cys
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motifs, resembling zinc-finger sequences (13, 112); (¢) all products also
exhibit a conserved region that encodes for a putative signal peptide. In spite
of their similarities, these proteins are associated with different cellular
compartments.
In common bean, abundant nodule-specific transcripts that encode for a
group of 30-kD products (Npv-30) have been reported (18). Sequence analy-
sis of two ¢cDNAs and a genomic clone revealed high homology with the
former nodulin gene family from soybean (F. Campos, in preparation). The
Npv-30 protein also contains two motifs resembling zinc fingers and a
~putative signal peptide contuined in the N-terminal domuin. The above duta

indicate that these nodulin families might have a common function, most

likely as metal ion carriers in infected cells (112). In soybean, this ion
. transport would flow from the cytoplasm (Ngm-27 contribution) to the PBM
(Ngm-23) and into the peribacteroidal space (Ngm-44) (112},

Immunological approaches to nodulin classification have identitied closer
relationships between legumes with similar nodule morphology and physiolo-
gy (determinate vs meristematic type; see Figure 1) than between species
related by conventional taxonomical criteria (127).

Function and Evolution of Plant Hemoglobins

‘Leghemoglobins (Lbs), the most abundant nodulins, function as oxygen
carriers, facilitating O, diffusion to bacteroids (3, 154). Lbs are products of a
multigene family whose expression is strongly activated prior 1o nitrogen
fixation. In soybean, four Lbs are induced at slightly different points during
nodule formation, suggesting a developmental control of these genes (65).
Different Lb products seem to be associated with distinct oxygen affinities
that may be required for nodule function (3, 28). Nonlegumes also contain
hemoglobin-like proteins in their symbiotic structures (4), and hemoglobin
could function as an oxygen-sensing mechanism in growing root tips (2).
Finully, the widespread existence of hemoglobin genes in organisms of all
kingdoms has led to the proposal of a common evolutionary origin of these
genes (5).

REGULATORY ELEMENTS FOR NODULIN
EXPRESSION

Regulated plant genes are activated by either developmental or environmental
stimuli (11). Nodulin genes appear to be induced directly or indirectly by
plant and bucterial signals in a cell- or organ-specific manner, Study of the
regulation of nodulin gene expression requires a close examination ol the
promoter and 5' upstream flanking sequences. Such study hus been enabled
by use of Lotus corniculatus transformed with Agrobacterium rhizogenes
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(104). Recently Medicago truncaiula has been developed as another species
for studying the molecular genetics of symbiosis (9). Experimental strategies
have been reviewed by de Bruijn et al (28). Studies of transgenic plants

containing chimeric genes have included soybeans Lbs (64, 65) und GimN-23 -

(67); Sesbania rostrata Lbs (131) and SrENOD2 (28); common bean gln-y
and gin-B (43) and Parasponia hemoglobin (15). Sequences present in the 5!
upstream region of some late nodulins have been characterized. Some of these
regions share consensus motifs and various functional elements conferring
enhanced organ-specificity or reduced activation of gene expression (28, 63,
67, 131). Furthermore, in common bean-g/n-y (43a) the soybean GiN-23
and lbe3 §' regions, A-T rich DNA elements with the ability to bind rrans-
acting factors have been found. These factors are present in nodule extracts
but also in roots (43a, 64) and leaves (64). Biochemical analysis and DNA
binding studies of some of these factors indicate functional relationships with
regulatory nuclear proteins (human HMG 1) (64), sugpesting that chromatin
structure may be an important controlling mechanism for organ-specific
expression. [t has also been reported that one of these nodulin genes (ENOD2
from §. rostrata) can be regulated by hormones and environmental conditions
(cytokinins, anaerobiosis) (28), and it has been demonstrated that b regula-
tory sequences are functional between legumes (67) and nonlegumes (15).
Recently, a DNA-binding factor of bacterial origin that could regulate nodulin
gene expression has been reported (152).

PLANT GENETICS AND NODULIN GENES

Legume Mutants in the Nodulation Process

Classical genetic studies have described a number of loci in legumes that
control Rhizobitm root hair infection, nodule formation, and nitrogen fixation
(reviewed in 76, 109, 143). At least 45 mutations in 8 different species
conditioning 5 maujor phenotypes have been identified (143); (a) non-
nodulation, (b) ineffective (producing twmor-like nodules), (¢) ineffective
(producing carly senescence), (/) supemodulation/nitrate tolerant nodulation
(Nts); additionally, (¢) nodulation in the absence of Rhizobium (Nar) has been
reported (136). In alfalfa, non-nodulating and ineffective plant mutants have
been characterized (40, 143). In peas, at least 17 genes affecting nodule
formation or encoding nodule-specific proteins have been located on the
chromosome linkage map (151). Almost 50% of the nodulation-impaired
mutants mapped near the 1 cluster on chromosome § (151). Of particular
interest is sym-/3, which produces a nonfixing nodule and maps near the loci
encoding nodule-enhanced GS (151). The sym-5 locus is & mutational hot-
spot, represented by seven independently derived mutant fines with decreased
nodulation. The recessive sym-5 mutants have a temperature-sensitive phe-
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notype. An altered polypeptide in sym-5 mutants may be related to this
phenotype (43).

Recently, the presence of symbiosis-specific polypeptides (mycorrhizins)
has been repoited in the vesicular-arbuscular mycorrhiza-soybean interaction
(156). Remarkably, nodulation-impared pea mutants are also defective in
mycorrhizal infection (Myc™) (37, 151). The fact that the same loci control
simultaneously both symbioses in this legume suggests common blockages at.
early stages of the interactions (48). In soybcan, at least eight mwtations’
affecting nodulation and nitrogen fixation have been reported (54, 143),
Several supernodulating and nitrate-tolerant (nts) soybean mutants have been
isolated (54). Non-nodulating mutants (single recessive mutations) have also
been reported. These mutations condition nodulation with all B. japonicum
strains and are root-controtled (raits, 1t has been argued that pseudoinfections
may precede and potentiate actual infection sites. Normal nitrogen-fixing
nodules were obtained occasianally at high bacterial titers, suggesting that
this mutant may have a higher response threshold to a bacterial signal (109).
The possibility was explored that flavonoids exuded by the mutant plants were
responsible for the non-nodulating phenotype, but no significant differences
in nod gene inducibility between wild-type and mutant plants were found
(129). |

One clue to identifying some of the factors producing non-todulating plants
may be found in a recent report on root hair development in Arabidopsis
thaliana, This work identifies single recessive mutations affecting proper
initiation und normal clongation of root hairs: it sugpests that some of these
genes may be required for the synthesis both of structural elements such as the
root hair cytoskeleton and of some calcium repulators. Furthermore, the
abnormal root hair phenotypes observed with these mutants are similar to
the root hair deformations induced by Rhizobium in compatible hosts (115).

CONCLUDING REMARKS

The information accumulated so far indicates that with a few initial signals
Rhizobium c¢an induce morphological and metabolic events in both
leguminous and nonleguminous plants. Indeed the ficld is moving rapidly,
and the chemical nature of some Rhizobium signals has been determined.
These molecules are involved in plunt organogenesis and carly nodulin gene
expression. The study of the symbiotic process is also uncovering essential
and novel aspects of plant development and metabolism. The identification
and analysis of additional plant mutations affecting the symbiotic process
could provide new and unexpected insights into the plant genes involved in
this process. Some of these mwutant genes may also participate in other
plant-microbe interactions, as exemplified in the mycorrhiza-legume associa-
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tion, where Nod™ plant mutants are infected by neither Rhizobium nor
mycorthiza. Finally, studies of the metabolic aspects of nodulation have been
limited to the description of the main biochemical events involved, but further
progress requires that we understand the molecular factors that activate and
regulate nodulation. Particularly, an integrative view of the carbon and
nitrogen flows in symbiosis is needed.
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IITI. PROYECTO D E TEBISB

1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La finalidad de la linea de investigaciodn en la que
trabajamos, ha comprendido la identificacidn de los genes,
productos génicos y senales moleculares que participan de manera
relevante en la simbiosis Rhizobium-frijol. En particular,
nuestro grupo se ha avocado a la determinacién de las funciones
Y/0 los mecanismos de regulacidén de algunas nodulinas, abordando
varias estrategias experimentales. En este sentido, los
principales resultados que establecieron los antecedentes de
esta tesis, son:

- La purificacion de las nodulinas mdas abundantes en frijol,
aislamiento de clonas de cDNA y determinacign de su cinética de
expresién: (GS-71, uricasa-II, Lb y Npv-30)*~.

- La identificacion y caracterizacion de varios genes de R.

phaseo&é necesarios para la induccidn, desarrollo y funciodn del
nédulo*”®, ' ' '

- Al finalizar el proyecto de maestria se concluyd,
concretamente, que la regulacidén de GS-r podia depender de al
menos dos condiciones: una asociada con la infeccidén bacteriana
de las células de nodulo (induccion inicial), y otra relaiéonada
‘a la actividad de la nitrogenasa (actividad incrementada)®’. En
~ese momento propusimos ademas, el uso de varias nodulinas como
indicadores fenotipicos ('marcadores'), y de un mayor numero de
mutantes de R. phaseoli para discriminar los efectos del '
desarrollo ¥ del metabolismo en la regulacion de estas nodulinas
abundantesl?,

- El reconocimiento de un patrdn temporal en la expresidn de
nodulinas en leguminosas: nodulinas tempranas y tardias. Las
primeras se inducen, como se indicé antes, al tiempo de la
organogénesis del nodulo y con dependencia de los genes pod
bacterianos, i.e. ENOD2; el resto aparecen después de la
infeccidén, antes de la fijacién de nitrogeno, i.e. Lb. Varios
reportes relacionados dieron relevancia al uso de mutantes
bacterianas que inducian bloqueos del desarrollo, pero se

requeria Yga estrategia para discriminar efectos miltiples y
parciales*”,

-~ Nuestro andlisis preliminar de nddulos de frijol inducidos por
mutantes simbidéticas, anticipd tres conclusiones: a) Que las
nodulinas tardias como GS-r y Lb, estaban ausentes en nddulos
vacios y se detectan en nddulos inefectivos a concentraciones
variables; b) que la 'regidén génica minima' que confiere
nodulacidén en R. 1, bv. phaseoli es capaz de inducir ndédulos
donde muchas nodulinas inducidas por una cepa silvestre se
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expresan en niveles similares y, ¢) que la induccidn de la
nodulina-30 parecia ser Sfectada de un modo particular en ndédulos
con desarrcllc alterado

En ese momento se planteaba el paradigma de la infeccion de
Rhizobium comoc determinante de la induccidén de nodulinas. No
obstante, los patrones de expresion temporal, con mutantes
simbidticas y bajo condiciones ambientales modificadas sugerian
varios niveles y mecanismos de regulacién en ndédulos. Para este
proyecto nos restringlmos al efecto del genotipo de R. leg. bv.
phasecli en la expresion de marcadores 'indicativos! de la
nodulacién de frijol, estableciendo la siguiente hipdtesis:

Si existen varios genes bacterianos involucrados en pasos
sucesivos del desarrollo del ndédulo (v.gr. induccion del
meristemo, infeccién intracelular, fijacién de N,), entonces,
mutantes en tales genes deben condicionar la expresién de
nodulinas ‘indicativas' de una forma diferencial, dado que se
alterardn una o varias condiciones de regulacién.

Considerando que en frijol no existia un estudic que
abarcara la regulacidn simultanea de varias nodulinas, y que
contdbamos con la experiencia de otros grupos de investigacidn en
la genética del R. leguminosarum bv. phasecli, nos propusimos el
siguiente objetivo:

Determinar las condiciones y discriminar efectos miltiples
del desarrollo en la induccidén de nodulinas 'indicativas! de
nédulos determinados como los de frijol. La estrategia elegida
requirio de los siguientes pasos: -

a. Obtener o seleccionar un grupo de cepas conteniendo distintas
mutaciones que alteren el proceso de la nodulacidn, en el mismo
0 en varios estados del desarrcllo, y también de upa bateria de
sondas moleculares.

b. Establecer un método para determinar el patrén de expresiocn y
comparar la abundancia relativa de nodulinas indicativas, en
varios estados del desarrollo de estos nodulos.

C. cOrrelacionar los perfiles de expresidén de nodulinas con el
estado de diferenciacion, para identificar algunos eventos y/o
condiciones asociadas con la regulacidn de estos genes.

2. RESULTADOS

En esta seccidén se hace referencia a los datos obtenidos
durante el proyecto; también se hace un énfasis en aspectos
metodoldégicos que permite justificar simultdneamente, las
ventajas de los procedimientos utilizados. Ademds, se sugieren
innovaciones que puedan facilitar trabajos posteriores.



2,1, DATOS PRELIMINARES Y CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

2.1.2 Cepas bacterianas

La integracién del conjunto de cepas ensayadas, atendid
finalmente a tres criterios: (a) la disponibilidad de mutantes y
- construcciones suficientemente caracterizadas (genotipo y
fenotipos); (b) la utilizacién de cepas genéticamente
relacionadas y, (c¢) la facilidad de obtener material y muestras
bioldégicas con relativa rapidez y rendimiento. En funcidén de
esto, se utilizaron rhizobia derivados del fondo genético de la
cepas CFN42 ¢ CE3, y receptores conteniendo regiones del plasmido
simbidtico correspondiente (pCFN42d; Tabla 1 del manuscrito
anexo), evitando las comparaciones previas con nodulos formados
por otras iepas que nodulan frijol (i.e. CIAT899, CFN400
[=C1y80]) . Tres mutantes bacterianas que forman nédulos vacios
fueron ensayadas para corroborar datos obtenidos con una sola de
ellas. Por otro lado, la obtencidn rapida y suficiente de RNA y
proteina de ndédulos con nuestros protocolos, requirié de una
estrategia para seleccionar derivados de algunas cepas que no
formaran nédulos ‘'viscosos'. Para ello fué utilizada la cepa
CE330 (derivado de CE3 deficiente en exopolisacaridos; Exo”) como
tipo silvestre; se obtuvo ademds, una cepa sin plasmido
simbidtico en este fondo para transferirle otros plasmidos con
construcciones particulares y generar cepas Exo~ equivalentes a
otras ya descritas. Varias transconjugantes de Agrobacterium que
contienen pldsmidos simbidticos de Rhizobium que son capaces de
nodular y Ssjar deficientemente en frijol, ya habian sido
reportadas““, Sin embargo, el papel de estas cepas en la
induccidn gg nodulinas, habia sido analizado de manera
preliminar

2.1.2 8ondas moleculares

Los probadores utilizados para detectar la presencia y nivel de
productos génicos de nodulinas, correspondieron a varios tipos de
antisueros, clonas de ADNc y oligonucledtidos sintéticos que
mostraron una eficacia variable.

A). Antisueros. En una primera aproximacidén se caracterizd el

patrén de expresidén de nédulos con desarrollo alterado, a través

de inmunodeteccidén de perfiles de proteina con antisueros
especificos dirigidos contra, (a) algunas nodulinas purificadas
(G5, uricasa II, Lb), o (b), contra fracciones protéicas del
nodulo. En particular, uno de ellos (a-PvNOD) fué derivado a
partir de un antisuero anti-noédulo (fraccién soluble) titulado
con proteinas de raices sin infectar, utizando dos protocolos
distintos. El analisis de los resultados mostrd, en el caso (a),
baja sensibilidad. Para el caso (b) la inmunodeteccidn de
nodulinas totales no permitid distinguir con certeza, bandas
unicas o enriquecidas; mas aun, después de 4~5 pasos de
titulacién, no fué posible eliminar por completo el fondo
. detectado en la fraccidén de raiz. Por esta razon, este antisuero
no fue empleado para inmunoprecipitar los productos de traduccién
in vitro (PTV). El enfoque inmunoldgico, con ciertas
modificaciones, puede ser todavia de utilidad (ver mas adelante).
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B). ADNc de nodulinas indicativas. Estas sondas se obtuvieron en
nuestro laboratorio —salvo una ds ellas, a partir de un banco de
ADNc de nddulos maduros de frijol La hibridacion 'en_punto!
(dot~blot) produjo resultados cualitatives importanteszs, perc en
ellos se dificultaba la discriminacidén precisa de diferencias
relativas en los niveles de ARNm., Posteriormente, para este
trabajo se verificd la identidad, tamano y perfil de hibridacidn
de las sondas contra filtros patron, a fin de optimizar las
condiciones para un andlisis de expresion mas cuantitativo.
Nuestra intencién original incluia el andlisis de la expresion de
glutamina sintetasa dﬁ nodulos. Los resultados obtenidos con una
clona de GS de frijol no fueron muy claros, puesto que esta
secuencia hibrida con los ARNm de todas los mondémeros de GS; se
utilizé también un oligonucledtido sintético con una secuencia de
la regién 3' del gene gln-r (que codifica el mondmero GS-gama
tipico de nddulos). Las condiciones del marcaje radioactivo,
hibridacién y lavados fueron optimizadas, pero los resultados no
fueron del todo reproducibles. En el transcurso de estos
experimentos, se publicé un reporte con datos sobre la expggsion
de este gen en nddulos de frijol bajo diversas condiciones

Aunque ya disponiamos de otro oligonucledtido correspondlente a
una regién 5' especifica, decidimos no repetir este analisis.

C). Control interno de ARN. Para la determinacidén precisa de los
niveles de mensajero, decidimos utilizar controles internos de
concentracién de ARN, Se requirian por tanto, detectores para
aquellos genes cuya expresion fuera constitutiva o poco variablgé
El primer ensayo se efectud con una sonda de ubiquitina de maiz
que hibriddé con tres transcritos por lo menos2 Ensequida,
probamos un inserto del gene de la histona H3 9; este hibridé
difusamente con la zona de transcritos de bajo peso molecular.
Ademds, algunos filtros mostraron una variacion aparente de la -
expresion de ambos genes dependiendo del tipo o edad del tejido.
Se decidiod finalmentgo utilizar un probador con el gene del ARN
ribosomal 55 de maiz”"“, con el que se detecté una banda sencilla
y cuya sefal intensa y clara, es proporcional a la intensidad
relativa de los otros ARN ribosomales teniidos.

2 1.3 Andlisis del desarrollo

A). Sistema de crecimiento y ensayo de nodulacxon. Algunos de
los problemas con el manejo experimental de macetas con plantas
noduladas de frijol =—a nivel invernadero o cdamara de
crecimiento, son generalmente: (a) contaminacion de inoculantes
entre miltiples tratamientos; {b) limitacidn y variaciones
intrinsecas del crecimiento de las plantas y (¢) una cantidad
considerable de tiempo y espacio requeridos para la manipulaciodn
continua de las macetas. En consecuencia, decidimos establecer un
sistema alterno y adecuado para el control de estas variables.
Después de probar distintas versiones, se opté por utilizar
"macetas desechables" hechas con empaques de leche tipo Tetra-
Brlck, cultivando 2 plantas por maceta, durante el ciclo
primavera-verano en invernadero. En este sistema encontramos los
niveles mas bajos de contaminacion de controles, facilidad en el
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manejo de distintos tratamientos (preparacion y mantenimiento) vy,
considerando los distintos fenotipos simbioticos, una produccion
reproducible y suficiente de material biologico (aprox. 0.1-1.5
gr. noédulos/planta).

B). Andlisis morfoldgico. La observacién detallada de raices
noduladas y ndédulos, es unh paso importante para reconocer los
fenotipos simbioticos mas conspicuos. Nuestro interés fueé
confirmar o identificar detalles ultraestructurales asociados con
bloqueos del desarrollo. Esta ultima etapa (microscopia
electrénica), se postergo por razones técnicas y la observacidn
de nddulos completos y secciones frescas, se hizo bajo el
microscopio estereoscopico. Nuestro andlisis permitidé distinguir,
sin lugar a dudas, digirencias particulares en los nddulos
formados por mutantes”"; asimismo sirvid como base para decidir
el momento del desarrollo para hacer un andlisis de la expresiodn
genética, -

2.1.4. Andlisis de expresion

A). Perfiles de expresioén de proteina y PTV., Como se menciond
antes, el andlisis de estos componentes no ha sido totalmente
abordado. En la actualidad, el uso de técnicas inmunoldgicas mas
sensibles y sistemas de electroforesis miniaturizados, hace
posible verificar los cambios de expresion de las ncdulinas,
considerando otro nivel de regulacion.

B). Purificacidén de ARN mensajero. Nuestro protocolo es g% v
resultado de modificaciones menores a otros ya reportados““. Por
la naturaleza y cantidad del material bioldgico, este método fué
pradctico para raices, meristemos y nddulos; ademds los extractos
de guanidina pueden ser congelados para utilizarze como material
de inicio y con rendimientos razonables (aprox. 75ug. ARN/gr.
tejido). Finalmente, el almacenamiento de muestras diluidas de
ARN en 70% etanol a -20° C, permite disponer con rapidez y
segquridad del mismo material para experimentos subsecuentes.

C). Andlisis del nivel de ARN. La evaluacidn de los niveles
relativos de mensajero requirié de técnicas de cuantificacidén y
normalizacidon efectivas. Con la idea de minimizar las variaciones
en la carga de ARN en los carriles del gel y la baja
confiabilidad de un-solo-punto- por-muestra, se evalud la
concentracion de los transcritos por hibridacion de diluciones
seriales de ARN (slot-blot). Posteriormante los autorradiogramas
se sometieron a densitometria en doble dimensidn; los datos
numéricos se linearizaron para después normalizarlos con los
valores de la sefial correspondiente del transcrito ribosomal 5S.
Los datos resultantes permitieron hacer una comparacién relativa
y grafica entre niveles de ARN de nodulinas en nédulos formados
por distintas cepas y a diferentes tiempos del desarrollo.

Junto con los detalles y referencias especificos sobre las
técnicas anteriores, se presentan a continuacidn los resultados y
conclusiones del proyecto experimental de la tesis.
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Nodulin expression was evaluated in nodules of common bean
(Phaseolus vuigaris) induced by Rhizobium phaseoli mutants snd
an Agrobacterium transconjugant. Either noninfected, slow-
developed, or inefTeciive nodules, or nudules arrested after bace
terisl release were formed. The expression levels of ENOD2,
uricase-1t, leghemoglobhin (Lb), and nodulin-30 (Npv-30) tran-
scripts were compared in nodules induced by wild type and mutant
straing at initiaf (12 d) and terminal (21 d) developmentsl stages.
Uricase-1] mRNA was detected in “empty” nodules produced by
three different mutanty, suggesting an additionsl regulation of

_this nodulin during the early stages of nodulation. Accumula-
tion of ENOD? snd uricase-1[ transcripts were observed In slow-
developed but not in srrested nodules. Npv-30 and Lb mRNAs
were only found in nodules coniaining infected cells; hawever,
their tefative levels differ depending on the nodule-inducing
mutant. Ineffective sirnins produced nodules with similar initial
development and nodulin gene expression, but decreased smounts
of late nodulin iranscripts at the terminal stage. Correlations that
sugeest conditions for the initlal and coordinsted regulation of
nodulin eypression in determinate-type nodutes are discussed.

Addinonal keywords: myogen fination, nodule development, nodulin genes, Rhizobtum-tegume symbiosis.




Rhizobium-legume interactions result in the formation
of nitrogen-fixing nodules, The nodulation process is re-
garded as a suitable moadel 10 study plant development,
and has been analyzed in terms of differential gene expres.
sion{Nap and Bisseling 1990}, morphogenesis{Sprent 1989,
Schares et al. 1990), and metabolic compartmentalization
(Dilworth and Glenn 1984; Kouchi er al. 1988). The ex-
change of molecular signals between the bacteria and the
host-plant are decisive for nodule organogenesis and gene
regulation {(Long 1989; Bisseling er af. 1990, Sdnchez et
al. 1991)

Recent reviews describe the differential expression of
nodulin genes during nodule development (Verma and
Delauney 1988; Nap and Bisseling 1990; Sanchez er ai.
1991). Nodulins can be classified as carly and late, based
on the temporal course of their expression. Some nodulins
can be used as phenotypic markers because they are
involved in organogenesis and/or physiological specializa-
tion of nitrogen-fixing nodules (Scheres et af. 1990, Sancher
¢t al. 1991). We have studied several of these “indicative”
nodulins in common bean nodules (Padilla er ol 1987,
Campos ef al. 1987, Sinchez er al, 1987, Sanchez et al.
1991). Theyv include: ENOD2, which encades for a
hydroxyproline-rich pratein associated with nodule induc-
tian (Franssen et al, 1987) and is expressed in nodule
pareachyma, a region of the nodule recognized as a dif-
fusion barrier 10 oxygen (van de Wiel er /. 1990; Layzell
et al. 1990); leghemoglobins, which are oxygen-binding
proteins with a role in regulating O, diffusion for bactenal
respiration and nitrogenase protectior and are found in
the cytosol of infected plant cells (Appleby 1984); uncase.
1l (nodule-specific urate oxidase), which is preferentially
focalized in the peroxisomes of uninfected nodule cells of
ureide-producing tropical legumes (Bergman e af. 198);
Nguyen ef al. 1985); nodulin-30 (Npv-30), which inciudes
a gene family that encodes transcripts abundantly expressed
in effective nodules of Phaseolus vuigaris L. (Campos et
al. 1987) and has common features to a nodulin gene family
previously described in soybeans (F. Campos, C. Carsolio,
M. Rocha-Sosa, and F. Sinchez, in preparation; Verma
“and Delauney 1988; Sdnchez er al. 1991); and glutamine
synthetases (GS), which participate in ammonia assimi-
lation. Data concerning the regulation of the GS gene family
in common bean nodules have been reccntly published
(Cock et al. 1990).
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The use of bacterial mutants that impair symbiosis has
contributed to understanding the role of various bacterial
genes in nodule development and plant-gene expression
{Govers et al. 1986, Morrison and Verma 1987, Sdnchez
et af. 1991). Mutations thay affect nodulation and nitrogen
fixation of Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli Jordan,
were obtained by insertional mutagenesis linked to purine
auxotrophy (Noel er al. 1988), lipopolysacchande synthesis
(Noel er al. 1986), and respiratory phenotypes (Soberdn
et al. 1990; M. Soberon, G. R. Aguilar, J. E. Padills, and
F. Sanchez, unpublished). Alternative strategies for the
analysis of common bean-R. [ bv. phaseoli interactions,
included genetic complementation of pSym-cured strains
for nodulation (Cevallos ¢1 al. 1989), site-directed muta.
genesis of nifHDK operons, (Romero er al. 1988), and
Agrobacterium pSym transconjuganls-(Man’mez et al,
1987; Brom et al. 1988).

This paper reparts an analysis of nodulin gene exprcmon
in common bean nodules induced by mutant strains.
Quantitative data on transcript {evels of four indicative
nodulins at two nodulation stages are presented. Resulty
show diverse and unexpected patterns of nodulin expres-
sion. We discuss some conditions that might participate
in the regulation of these nodulin genes.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, snd media. Strains and
plasmids used in this work are listed in Table 1. Yeast
extract-mannitol {YM) medium was described elsewhere
{Diebold and Noel l989) Anubnoncs were used at the
following concentrations {in ug mi™'): nfampycm(Rd’). 50,

‘tetracychine (Tc), §; kanamycin (Km), 30; spectinomycin

(Sp), 100; chloramphenicol (Cm), 1§; nahduuc acid {Nal),
10; and sireptomycin (Str), 100

Strain construction snd DNA mnnipuhtlom. Strain
CE330 was used as wild type. It forms nonmucoid colonies
(Ex07) on agar plates, and nodulates cfl’ecuvely (Diebold
and Noel 1989), Mutation Exo™ was introduced into strain
CFN200! (a pSym-cured CFN42; Palacios et al. 1983) by
pJBlY-mediated conjugal transfer as described (Noel er ul.

1984). The resulting strain (JP032) was used a3 8 plasmid-

receplor to obtain sirains JPI2C and JP32F (Table 1)
Nodules formed by these Exo™ strains allowed a more
efficient nodule RNA isolation. DNA was transferred to
a pTi-cured Agrobacterium tumefaciens strain (Brom er
al. 1988) to look for nodulin expression induced by trans-
conjugants. Matings for plasmid transfer and marker selec-
tion were done as descnibed by Cevallos er af. (1989).

Plant growth and inoculatlon. P. vuigaris cv. negro
Jamnpa seeds (ProNaSe, Mémcgf were surface-sterilized
in commercial bleach and germinaled on moist stente filter
paper. A pair of J-day-old seedlings were transferred to
Sterile “Tetra-Brick™ milk packings {9 X 6 X |8 em) lnd
inoculated with saturated bacterial suspensions grown in
YM medium, Plants wete grown hydroponically under
%;csgx;housc conditions as reported earlier (Padilla et al.



Table I. Bacterial straing, plasmids, and ¢DNA probes used in this study
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Origin/genotype,

Straln charscleristics, or {nsent Relevant Phenotypes’ Roference
Rhizobium phaseoli
CE) CFN42 jir+! Exo’ NaJ Sm' Nod* Fix' Noel ¢r ai. 1984
CEJS0 CE) ex0l30:Tnd Exo” Str' Km' Nod* Fix* Dicbold = Noel 1989
CFN200 CFN42 cured of pal2s - pdddiSym) Rif* Nal' Nod~™ Palscios ¢ of. 98]
Jpo)2 CFN200| ex0330:Tnd Ru™ Km' Nod™ This study
JPC JPOI2ApNC06::pSMPF).25) Exo” Ref’ T¢' This study
IPNF IPOIAPAZA 2210} d Exo” Rif* Sp’ This study
CEIL06 CEJ purl08:Tns S« Km' Pur” Notl et al. 984
CEI09 CE) ipsi09:Tns St X' Lps™ Nocl ¢t al. 1984
CELl0 CE) purli¢:Tns St Km' Pur” Noel eraf. 1984
CFNO3I CEJ with a TaS insertion TMPD™ SiFf Km' Cyt o™ Saberén «1 al. 1990
CFN4202 CE) with Mu-d! insertion TMPD™ 5t Km' Cnn ™ M. Soberdn (Cuermavaca)

Agrobacierium tumefaciens

Brom ef al. 1983
This study

Brow o1 ol. 1948
Romero et al. 1988
Cevallos et ol. 1989
Yique: sral. 191
A. Pahler (Bielefeld)

AT42D- GMI902}{pCFN42d) Ri" Km'

ACHI GMIPNpNC06:.pSMBIL.25) Ry T
Plasmids

pCFN42d pSym:: TS mobd

pi2d. 2210 pCFN42d nifHa:Sp ny/Db:Km

pSM991.28 18.5 Xb from pSym contaning nod

regions | & |1

pNC206 [ncP! Cb' Koo'
¢DNA Probes
- pGmENOD2 ENOD2 (Ngm-75) from soybean

pNF.Lb0! Leghemaglobin (Lb) from common bean

pNF-N30-I Member of Npv-30 family from common bean

pNF-URO? Uncase | from common bean

pZm35e $S rRNA from mauze

Franssen ¢ &/, 1987
Campod o1 ol. 1987
Campos #t ol. 1987
Sincher er ol 1987
V. Walbot (Stanford)

. *Pur = purine; Lps = lipopotisaccharide; TMPD = NN N Nuetramethylp-phenylenedisoune; Cyr = cytochrome.

~ Analysis of nodulation and nodule harvest. Nodulation
was scored at varying limes afler inoculation. Nodule size,
color, and proportion of infected rone were examuned and
compared to data from original references (Table 1)
Sample nodules were checked for recovery of the appro-
priate strain as reported (Martinez et al. 1987). Two stages
of development (12 and 21 davs after inoculation} were
selected to estimate relative levels of nodulin expression.
Nodules were harvested and stored as descnbed (Padilla
el al. 1987).

RNA extraction. Total RNA was extracted from 10-
day-oid roots, 0.5-cm long root menstems, Dr nodules by
grinding the respective ussue in liquid Ny, A guanidine-
HCl/phenol procedure as described by Legeman et af.
(1987} was used with minor modifications. Alter punli-
cation, total RNA was quam:lalcd spectrophotometncally,
diluted to 0.1 wg mi™" in 70% (v/v) ethanol and stored
at —20° C until used. '

¢DNA probes and northern anslysis. Nodulin ¢cDNA
clones used to probe nodule RNAs are described in Table
I. Northern blots were prepared by clectrophoresis of §
ug of RNA in .57 agarose gels containing 2.2 M formalde-
hyde as described (Campos et al, {987). Gels were blotted
onto nylon membranes (Hybond-N+, Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL) by alkaline transfer as indicated
by the supplier. To eslimate nodulin transcript levels, up
to 4 ug of RNA were denatured in formaldehyde and
formamide at 55° C lor § min and adjusted to 10X S5C
(IX = Q.15 sodium chlonde, 0.015 M sodium citrate, pH
7.0). Eight seral dilutions (ranging between 4 and 107}
ug of RNA)Y were applied by vacuum aspiration with a
Slot-blot apparatus (Mani-Fold t1, Schleicher and Schuell,
Keene, NH). Purified inserts of cDNA clones were "P-
labeled by Multi-Prome Extension (Du Pont, Wilmington,

DE), separated from free tabel, on which at least 0.5 X
10* disintegrations per minute per slot were applied. Mem-
branes were hybridized in the presence of 50% (v/v)
formamde. in a rotating oven at 42° C (Bachofer, foee-
sron?3¥Y) alter hybridization they were subjected to high-
stningency washings (0.1X SSC, 0.1% sodium dodecyl
sulfate, 65° C for 20 min, twice). Wet fifters were exposed
to X-ray film1Kodak) at =70° C with intensifying screens.
Conditions of the manufacturer were foilowed for reprobing
of filters.

Determination of relative level of nodulin transcripts.
Two or three probes were assayed in the same filler senes
to exclude differences between them. Whole-root and root
menstem RNA were used as negative controls. All lanes
and slots were finally reprobed with a maize ribosomal
¢DNA clone. and the corresponding hybndization signals
were used as internal standards. The intensity of spots in

autoradiograms was quantitated with a Zenieh BRE 1D/ LR

2D Model Soft Laser scanning densitometer (Biomed
Instruments, Inc.. boostion®?E}). Two-dimensional images
were integrated and, by linear regression analysis of the
spot intensity vs. RNA dilution, the slope value was calcu-
lated for each eight-siot sample within the linear range.
These values were normalized with their corresponding 55
tRNA levels for compansons. Repetitions were averaged
and relative increments/decrements of nodulin mRNA
levels with respect to 2]l-day-old wild type nodules were
piotted.



RESULTS AND DISCUSSION

In this report, we have used Rhizobium symbiotic
mutants and Agrobacierium transconjugants to correlale
distinct blockages of nodule development and the expres-
sion of indicative nodulin genes. This correlation is impor-
tant to reveal particular conditions that regulate plant gene
expression in P. vulgaris nodules, as has been defined in
other systems (Fuller er al. 1984; Dickstein er al. 1988;
Nap and Bisscling 1990).

Developmentai expression of indicative nodulins. The
size of these four nodulin transcripts in wild type common
bean nodules is presented in Figure 1A, A single hybridiza-
tion band (lane EN2) homologous to the soybean probe
was observed, regardless of nodule age and inducing strain,
The relative levels of all these mRNAs at 8-, 12-, 21+, and
10-day-old nodules were estimated by a slot-blot hybridiza-
tion analysis of RNA dilutions (see Materials and Methods;
Fig 1B). Maximal accumulation of all indicative nodulin
mRNAs was observed at 30 days, except for the early
nodulin ENOD2 (12 days). Moreover, the relative level
at 8 days compared to maximum was, for ENOD2, 276%;
uricase-11, 3.8%%; Lb, 0.14%,; and Npv-30, 0.015%. Thus,
the kinetics of induction in wild type nodules indicates
a distinctive temporal pattern for each noedulin,

Bacterisl mutants and symbiotic phenotypes of nodules.
All strains tested here were derived from the chromosomal
background or pSym regions from R. L bv. phaseoli sirain
CEJ (Noel er al. 84; Table i). Symbiouc phenotypes of
nodules formed by these strains were classified in four
groups as presented in Table 2,

An A, tumefaciens strain carrying cloned R [ by,
phaseoli nodule-inducing genes (Cevallos et al. 1989,
Vazquez er al. 1991) failed to produce even pseudonodules.
This result differs with respect to other Rhizobium spp.
nod regions in this background in that they can induce
cg)pty nodules and early nodulins on their legume hosts
ﬁ overs et al, 1986; Dickstein et al, 1988; Nap and Bisseling

990) In contrast, this same strain containing the entire
pSym from CEJ, does induce nodules with 2 low level
of nitrogen [ixation (Table 2, Brom er al |SE8). This
suggests that other regions (rom pSym of R. [, bv. phaseoli
strain CEJ are imponant to induce nodulation by Agro-
bacterium.
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Group | includes noninfected (empty} nodules produced
by three different strains (Table 1). These mutations have
been shown to block bacterial invasion (Noel er al. 1986;
Vandenbosch er al. 1985, M. Soberdn, G. R. Aguilar, J.
E. Padilla, and F. Sinchez, unpublished) and, as reported
in other systems {ﬁovcrs et al. 1986; Dickstein er al. 1988;
Bisscling et al. 1990), transcription of ENOD?2 is activated
in connection to nodule organogenesis. Unexpectedly,
uncase-11, considered as a late nodulin gene, was expressed
in all these cases {sec below), whereas Lb and Npv-30
mRNAs were undetectable {Fig. 2B).

Group Il includes those phenotypes associated with
limited infection or bactenal development (Table 2). The
respiratory mutant CFN0O31 formed small and green
nodules, contaimng few bacteroids (Soberéner al, 1990).
The deficiency of cytochrome o in this strain Was proposed
torestrain the intraceliutar proliferation of bacteria, causing
an interrupted development and premature senescence
(Soberoper al. 1990). A purine auxotroph (CE106) of R.
1. bv. phaseoli was reported as a noninfective mutant (No¢l
et al, 1984; Vandenbosch er al. 1985). In our hands, this
strain produced small nodules with a “leaky” and delayed
infection phenotype. The correct genctic markers were
present in bacteria recovered from nodules (CE106N), but
the appearance of revertants was not ruled out. Nodule
development in plants inoculated with the transconjugant
AT42D was noticeably delayed. Twelve-day-old nodules

were white and smaill; however, at 21 days
viarfous pink nodules showing low nitroge-
nase getivity were present (Brom el Ql‘

[YRRY,

UrN

ENOD2

Nodulin Transcripl
ooy e Clorop BBsoo

Fig. 1. Exprsssion of four indicstre noduling from common besn noduler. A, Nanhern blot of 2i-day-old wild \ype nodule RNA hybndized agsinul
ihe following <DINA probes « Tabte 1y ENQD2END, uncase.11 {UsN), nodulin-30 (N30), leghemogiobin (Lb}, snd 55 nbavomal DNA (135) Posiiion
vl TRNAS bands ai left, estunated MW of nodulin transcnpts at right. B, Developmental eapresmion of four indicative nodulins. Relfalive fevely
were quantiated after scanming Jensometry of autoradiograms {rom slol-blol hybndization of serial RNA dilutions (sce Matenals and Melhods,

Fig. 1)



Table 2. Symbiotic phenotypes of mutant-induced nodules
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Aspect of noduln

Group {duys) Straln Symbiotic phenotype
0 No-nodulation ACY9! Nod™
| Empty nodules
Uninfected, white snd srall nodules (21) CE10% Nod* Inf:
Uninfecied, white and small nodules (21) CEll0 Nod” Inf™
Uainfected, white and smalf nodules (21) CFN4202 Nod” lal™
1] Artesied of slow development
Poorly infected, amall and green nodules (15-29) CFNO3 Inf™ Bad™
Small, white 10 light pink nodules (21) CEI06N* In{* Bark
Delayed nodulasen (8-18), pink nodules (21) AT4lD Bad? Fixt
11 tneffective nodulit ' .
Half-sized (18), green and pink nodules (21) IpP3IC Bad+ Fix™
Developed (I8}, large, pink nodules (21) JP32F Bad” Fix™
Control - Developed (18), large, dark pink nodules (21) CEX Fix*
'Detignation used in this work {see text).
RNA
A lempty NI wt N | | BLS02.
Py 1 wt N (CE330) | e N (CFN4202
UrN 1e5S TUrN eSS | probe
¢ uN Sl LK
dae L Sl T ] Y EERIG
- . ’ \
eNOD2| QOO0 R
LY
® @ 90011 (001! |

Fig. 2. Expression of uncase-ll in noninfected nodules of Phaseotus vulgaris. Toral RNA from empty nodules (eN) and wild typé nodules gu:tN)
was separsied by electrophoresis in denmuring conditions (A), or wenal dilutions blotted by vacuum ampirstion (B} Membranes were hybridized
with the wdicated PP-labeled probe and washed at high stringency. Arraws at left of A indicats positivn of ribusumal and uncase-§] RNA bands;

iegends as in Figure §
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In group 111 nodules, nitrogenase expression is blocked
(Cevallos ¢1 af 1989; Romero er al. 1988). At the initial
stage, strains JP32C and JPX2F induced normally devel-
oped nodules, but after 21 days, external differences with
respect 10 wild type nudules were observed (Table 2),

Nodulin gene regulation in blocked nodulstion. The
expression of indicative nodulin genes in mutant-induced
nodules were campared to those of wild type nodules at
imtial (12 days) and/or ierminal (21 days) stages of develop-
ment. Relative transcnpt levels are shown in Figures 3 and
q,

ENOD? transcripts were found in empty nodules (Fig.
2B), but as judged by densilometry, they represent 10-40%
ol those lrom wild 1ype nodules (Fig. JA). This lower
expression may reflect the incipient development of nodule
parenchyma. The presence of unicase-1l transcripisinempty
nodules (Fig. 2B) was reproducibly detected. The band
observed in northern blots showed the same size of uricase-
Il mRNA (rom wild tvpe nodules (Fig 2A; Sinchez o/
al 1987). Previous studies on soybean nodules, postulated
thai unicase-ll is expressed only in uninfected cells that
differentiate after bacterial release and peroxisome bio-
genesis (Nguven ef al. 1985; Van den-Boseh and Newcomb
(986), The absence or reduction of uricase-ll antigen in
soybean nodules lacking or conlaining few intracelluiar
bactena has suppornted this idea (Stanley ef al, 1986, Morri-
son and Yerma 1987). On the other hand, uncase-l] was
immunodetected n celis of the vascular parenchyma of
etfective nodules (Vaughun and Stegink 1987) and, addi-
tuonally, marginal unicase-1l activity was found in isolated
cortex cells {Kohuch 7 al. 1988). Thus, the observed basal
expression (=10%) of uricase-11 gene may be inflluenced
by an imual differentianion of uninfested-type cells n
noduie parenchyma, or by vasculanzation in the central
2one, as observed in P vuigars empty nodules (Vandenbosch
eral 1985, Noel erai. 1986). Concerning regulatory conds-
nons, it has been proposed that also the transport of une
acld from intected to uninfected cells 15 responsible for
uricase-11 synthesis (Nguyen e al. 1985). Because expres-
sian of this nodulin in common bean nudules vecurs before
nitrogen fination and de novo uteide production (Sanches
etal 9871, maybe vther factors act as regulators of uricase;

- W transeripnion. Moreover, Larsen and Jochimsen ¢I9B/)

showed 1hat low levels of uncase-1] synthesis were found
in soybean cullus tissue and stenle root cultures subjected
1o fuw O, wevels, althuugh no {urther evidence of oxygen
control ol unicase-il s avalable (Lyzell er al 199)) /n
st locahzanen of uncase-ll transcripts in empty nodules
could lurther sdentfy additional regulatory conditions.

Npv-3) mRNA was only observed in nodules from
groups i andg i {Fig 3% indwaung that the initial indue
non ol thisiransenpt requires the release of bacterta, similur
to Lb and other late nodulins (Fuller et al. 1984; Verma
et al. 1988, Nap and Busseling 1990).
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Fig. 4. Retative levels of leghemoglobin (Lb) and nedulin-30 (N30) mRNAs in muiant-induced nodules. A, arrested or slow-developed (group 1),
and B, ineffective (group 111} nodules. Nodulin mRNA levels were quantitated by densitometry of slot-biot hybridization of RNA dilutions, and

were plotted with respect to the 21-day-old wild type (CEJ30} level.

In group 11 nodules, three patterns of nodulin expression
were found (Figs. 3B and 4A). 1} In CFNO3l-induced
nodules, the terminal ENOD2 mRNA accumulation was
unaffected by the arrest of development. However, the
blockage of bacierial proliferation may parallel limited
expression and degradation of {ate nodulin mRNAs in the
central tissue. 2) In the nodules formed by “leaky” infection
phenotype of CEI06N, ENOD?2, and uricase-[1, transcripts
were accumulated more than three times of the corre-
sponding wild type levels, while Lb was present at 50%
and Npv-30 at 209%; these were similar to the initial level
faund in CE330 nodules (not shown) 3} In nodules induced
by AT42D, an accumulation of ENOD?, uricase-}l, and
also of Lb mRNA (2.5, 2.9, and 1.7 times, respectively)
were detected. Npv-30 mRNA was accumutated at a very
slow rate being almost undetectable at 12 days (less than
0.5¢%; data not shown). Thus, in slowly developed nodules,
uncoupled accumulation of the early and late indicative
nodulins suggests changes in dosage of cell types, and also
that Npv-30 and Lb gene expression rely on different regula-
tory candilions (Fig. 4A). . .

In group HI noduies. the 1empoial ENOD2 profile
resembles that of the effective nodules (Fig. 3C). The other
nodulins were expressed at similar or higher levels at 12
days, suggesting that blockages in initial nodule differen-
tialion have not occurred. Further into 21 days, transcript
levels decreased (uricase-ll, Lb) or increased somewhat
(Npv-10), but in all cases below the corresponding wild
type amoaunts (Figs. 3C and 4B). It ts likely that the sub-
sequent accumulation of late nodulins, requires conditions
derived from an active nitrogen fixation status (Fuller et
al. 1984, Sanchez er af. 1991). This behavior s similar to
the one nbserved far noduie GS from common bean (Cock
et al. 1990V,

We conclude from these results that the expression of
uricase-1l in empty nodules from P. vulgaris suggests the
existence of regulatory conditions prior ta bacterial refease.
Blockages in nodule development show that at least two
events (nodule induction and bacterial release) are decisive
for the initial induction of these nodulins, Nevertheless,
the coordinated and accurate regulation may demand other
steps involving multiple signals as revealed by data derived
{rom arrested, slow-developed, and ineffective nodules, The
effects of blocked development on nodulin transeript accu-
mulation, in determinate nodules, could be explained in
part by the characteristic mode of growth and differen-

tiation of infected cells (Sprent 1989; Nap and Bisseling

1990). Morphological studies of nodulin expression ‘e
; mutant nodules are in progress.
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IV. DI S CUBTION GENERAL

En esta seccion se hace una revision global del tema de
tesis y de los datos publicados, en el contexto del area de
investigacidén. Considerando la diversidad de sistemas simbiodticos
y enfoques experimentales, se han planteado varias hipodtesis
particulares que requieren un analisis sistematico ggntro de este
campo. Los siguientes incisos tienen esta intencion-””.

1. PROCESOS Y FACTORES DE LA NODULACION.

El desarrollo del noédulo implica primeramente, la
determinacién gradual de un tipo de meristemo, que resulta en una
serie de cambios en el patrdn de divisidn y crecimiento de las
células corticales (morfogénesis): una expresion genéticg
diferencial y una especializacién fisioldgica particular 4, R
modelo mds sencillo para plantear estos cambios, es una cadena de
eventos secuenciales cuya causalidad esta conectada linealmente.
En el caso del ndédulo, se debe considerar que la interaccién de
dos organismos implica una aggién reciproca y miltiple de varias
condiciones en su desarrollo-”.

La disecciodn del proceso, ha requerido de estrategias para
interrumpir o desacoplar algunos eventos a fin de saber cudles de
ellos son dependientes; o alternativamrnte, qué procesos son
endégenos y cudles inducibles, De paso, se puede postular la
necesidad de fggtores comunes o particulares para la ocurrencia
de cada evento”®. Estas estrategias distinquen por supuesto dos
niveles: control genético y ambiental. En este sentido y ,
considerando la contribucidn de la planta, se han descrito lineas
Yy mutantes vegetales incapaces de iniciar o de formar nédulos
efectivos en varias especies. Los genotipos analizados muestran
distintos bloqueos del desarrollo, desde las etapas tempranas
(reconocimiento), hasta el aspecto funcional (fijacidn
deficiente), o taw?ién anomalias en la regulacidén
(supernodulantes)~’. En frijol, existen ejemplos de genotipos
‘similares, pero aun no han sido suficientemente caracterizados
para entenggr el papel de los alelos respectivos en la capacidad
simbiética”®. Por el otro lado, la correlacién entre la presencia
Y funcidn de varios genes bacterianos sobre la expresiodn y
diferenciacion del nédulo, ha permitido tener una aproximacion
mas precisa de las condiciones que inducen procesos (fenotipos)
bien determinados.

2. MUTACIONES Y FENOTIPO S8IMBIOTICO: induccidén o modulacidn de
procesos del desarrollo vegetal por la bacteria.

En nuestro sistema hemos adoptado la definicidn de fenotipos
simbidticos que permiten sequir el desarrollo, considerando la
aparicion de determinadas estrucggras y funciones celulares. A
partir de la nomenclatura actual-””, se discuten aquellos gue se
refieren a la organogénesis (Nod, Noi), la infeccion (Inf, Bar),
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el desarrollo del nodulo (Bad, Ndv) y finalmente, la aparicion de
actividad de nitrogenasa (Fix).

2.1. ORGANOGENESIS DEL NODULO,

Tal y como se entiende en la actualidad, este proceso
implica la formacidn de un meristemo, previa rediferenciacidén de
una parte del cdrtex radicular. Se ha demostrado gue ciertos
factores bacterianos --oligosacaridos especificos y difusibles,
producidos o modificados por accidén de genes npod—, son capaces
de inducir la organogénesis, independientemente de que pox otras
causas las bacterias sean incapaces de invadir la planta®“. No
obstante, la presencia de pseudoinfecciones en raices de alfalfa
Y soya, sugiere que este primer proceso puede ser iniciado de
manera endogena en la planta y que la infeccidn y penetracidn
bacterianas, parecen potenciar el desarrollo de este foco de
division celular®*. El hecho de que las pseudoinfecciones se
localizan en lugares determinados respecto del haz vascular
(adyacentes a polos del xilema), indica ademds una posible
relacién con gradientes morfogenéticos (informacion posicional);:
mas aun, su aparicion y desarrollo estdn controlados por
mecanligos similares a los que limitan el numero de nédulos por

planta™“. De manera definitiva, el reporte de nodulacién
espontanea, implig§ un programa endégeno para la induccidén de
estas estructuras™-. Podemos cosiderar por tanto, que la
induccién del noédulo gsté muy relacionada con procesos del
desarrollo radicular®®™. Ahora bien, una caracteristica que
distingue la organogénesis de nddulos de por ejemplo, raices
secundarias, es el efecto inhibitorio del idén nitrato en el
primer caso. Esto ha permitido discriminar la esggcificidad de
algunos factores capaces de generar 'noduloides'™”., Dos factores
especificos de nodulacidén aislados de Rhizobium (NodRm=-1 y
NodRm-2) son capaces de promover la organogénesis y la expresign
de nodulinas tempranas en alfalfa y chicharo, respectivamente
Otros compuestos como el TIBA, NPA y dos tipos de flavonoides son
también efectivos en alfalfa, pero, inducen estructuras
equivalentes insensibles a la inhibicidén por nxtrato, lo que
sugiere que en ambos procesos no operan mecanismos idénticos?’.

La influencia de fitorreguladores en la induccidn de
nédulos, se ha sustentado dado que algunos genes bacterianos
implicados en su sintesis pueden complementar funcionalmente a
otros 'gensg simbidéticos' en la induccidén de divisiones
corticales®®. Se ha postulado que estos factores inductores,
alteran el balance local de fitohormonas y/o actuan dlrectam?gte
como sefales, promoviendo cambios en el patrdn de desarrollo
Tres de las mutantes utilizadas aqui, fueron incapaces de
infectar, aunque seguramente producen tales compuestos. Estas
cepas permlten analizar, en consecuencia, la d1ferenc1acé8n Y
expresidén génica de nédulos 'vacios!' de tipo determinado
Considerando un enfoque alterno, no conocemos estudios sobre
ocurrencia de pseudoinfecciones o nédulos espontaneos en frijol,
pero se ha sugerido que en las variedades comerciales, los
efectos de la domesticacidn y manipulacion genética podrian
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actuar como una contra-seleccidn de cgfacteristicas consideradas
como 'silvestres! en otros cultivares”" .

2.2. INFECCION.

El grupo de procesos y condiciones que conducen a la
penetracién y el alojamiento de bacterias en las células
nodulares es muy extenso para discutirse aqui. No obstante,
conviene puntualizar aspectos acerca de los efectos de algunas
mutantes bacterianas sobre el desarrollo de esta etapa. Estos
efectos —considerando la informacion disponible, pueden ser
divididos en tres grupos: {a) bloqueos por activacién y/o
sensibilidad al mecanismo de defensa, (b) blogueos por
insuficiencias metabdlicas y (¢) otros bloqueos causados por
alteraciones en sefales moleculares esenciales para la simbiosis.

Para abordar el primer caso, partimos de la hipdtesis de que
Rhizobium, -—un pardsito refinado— es capaz de evadir los
mecanismos de defensa de la planta, ya sea a través de -
neutralizarlos activamente, o bien por medio de determinantes de
superficie que (enmascarando a otros), evitan la accién del
sistema referido. Algunas autores sugieren %3 participacion de
polisacdridos superficiales y sus derivados”¢. Se ha reportado
que en nodulos inducidos por cepas inefectivas y agrobggterias
nodulantes, se incrementan los niveles de fitoalexinas”” o
alternativamente, de las enzimas involucradas en su sintesis®?
por lo que es importante discriminar estos efectos sobre el
desarrollo y expresioén. Es importante mencionar ademds, que la
membrana peribacteroidal (PBM), representa posiblemente un modo
especial de mantener a la bacteria aislada 'dentro' de la planta,
evadiendo la defensa. Si alguna mutacion influye sobre el
mecanismo de sintesis/ensamblaje de los componentes de esta
barrera, seguramente determinara otra causa de interrupcidn del
proceso. Como las transconjugantes de Agrobacterium con el p8im
completo de cepas silvestres de R. phaseoli inducen nédulos con
fijacidén deficiente, suponemos que la incapacidad de la cepa
AC991 para nodular frijol radica probablemente, en un fragmento
del plasmido simbidtico correspondiente, que podria contener
algunos genes relacionadog con determinantes de superficie u
otras senales especificas 5,

-

El segundo efecto sobre el desarrollo del nédulo -
insuficiencia metabdlica, se refiere a la incapacidad de ciertas
mutantes para infectar con la rapidez o el nivel normales, dado.
gue el defecto genético respectivo propicia que algun nutriente o
factor sea limitante para el crecimiento. Este pude ser el caso
de la cepa CFNO31l, la que por alteraciones en la actividad del
citocromo o, es incapaz de proliferar dentro de las células del
nédulo, dando como consecuencia la restriccidén o detencion de
pasos subsecuentes de la nodulacidén., Esta mutante permite
entonces discriminar el efecto de un blogqueoc del desarrollo
posterior a la infeccidén intracelular.

El comportamiento de la mutante CE106 nos fué especialmente

»
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util: aunque fué aislada como mutante Nod¥ Inf~ auxétrofa de
purinas, esta cepa mostré un fenotipo de infeccidn 'de escape'
(leaky) reproducible en nuestro sistema. La posibilidad de
complemeggacidn por metabolitos de la raiz o de reversion, audn no
es clara”®; de cualquier modo, nos di¢ la oprtunidad de analizar
el efecto de una infeccidén lenta o escasa sobre la coordinacidn
de los eventos de diferenciacion y expresion de nodulinas. El
caso de la cepa AT42D merece mencidén especial, dado que no
obstante ser capaz de completar todos los pasos hasta la fijacidn
simbidética de nitrogeno, su cinética de nodulacidén es muy lenta.
El tercer tipo de bloqueos corresponden a genotipos/fenotipos
poco caracterizados o pleiotropicos y no serdn discutidos aqui.

2.3. DESARROLLO POSTERIOR DEL NODULO E INICIO DE LA FIJACION DE
NITROGENO. :

La diferenciacién del tejido central en células infectadas y
otras no invadidas por bacterias, define claramente dos
compartimentos donde se establecen —claramente en nodulos
determinados5 procesos metabolicos complementarios de la fijacidn
de nitrégeno 7. Ademas, el inicio de la fijacidn de nitrdégeno
ocurre mientras en varias ceélulas prosigue el crecimiento y por
tanto, aquel proceso debe afectar la maduracidén total de la zona
central. En el interin el meristemo ha desaparecido y otras capas
celulares fueron diferenciandose. Entre otros, los haces
vasculares periféricos, una capa cortical (al exterior e interior
de la endodermis) que rodea a la zona central, y estructuras
lenticulares en la parte exterior, establecen grosso medo los
tejidos caracteristicos en este organo.

Para establecer una enfoque morfofisioldégico de esta etapa
del desarrollo, habra que decir que la diferenciacion se
relaciona con un cambio radical en el manejo de varios
~nutrimentos: (a) el nédulo sera la entrada preferencial de

- nitrégeno y donde tendra gue ser asimilado en diversos tipos de

compuestos de exportacion (ureidos en este caso); (b) el
fotosintato serda utilizado, en un primer momento para el
crecimiento del nddulo y luego, en la etapa de madurez, para
suministrar energia, electrones y esqueletos necesarios para la
fijacién y asimilacidén de nitrogeno en condiciones
microaerofilicas. El oxigeno entretanto, estara accesible en
concentraciones muy bajas, tanto por efecto de una barrera
cortical de difusion, como por la unidn con hemoproteinas
solubles (Lb's) en el citosol de las células infectadas. Bajo
estas condiciones al interior del nédulo, las bacterias se han
diferenciado en un estado endosimbiotico, activando varios
sistemas génicos que les permiten sintetizar nitrogenasa,
incorporar y oxidar principalmente &cidos orgdnicos, inhibir una
parte importante de la asimilacién de amonio, y respirar
utilizando vias alternas del transporte de elggtrcnes. Si alguna
mutacion impide la sintesis de la nitrogenasa”®, la mayoria de
los flujos metabdlicos seran suspendidos o alterados, pero
podremos distinguir que parte y nivel de los componentes que los
hacen posibles, habian sido establecidos con anterioridad. -
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3. FENOTIPO Y EXPRESION DE NODULINAS: correlaciones causales
3.1. EXPRESION TEMPRANA.

Ademas de las caracteristicas distintivas mencionadas, la
induccidén de ndédulos se asocia a la expresion de 1g nodulina
ENOD2 en todos los sistemas simbioticos estudiados>?. otro grupo
de nodulinas equivalentes (como PIV) también se induce en algunos
sistemas, pero su regulacion es un poco mas heterogénea é&.e.
Nps-40' en chicharo, Nvs-40 en veza y Nms-30 en alfalfa)™". En
frijol no se han identificado producto sigilares, pero existen
varios candidatos entre los PTV descritos®*, Todavia no es claro
si en otros sistemas la organogénesis estd asociada con la
expresién de nodulinas homdélogas a PsENODS y PsENOD12 de
chicharo, pero en tal caso serian, junto con las clonas
anteriores, buenos Egrcadores para ensayar varios tipos de
senales bacterianas®¢. Tomando en cuenta lo anterior, la
expresion de ENOD2 en nodulos vacios de frijol era predecible,.
Sin embargo, en trabajos similares 25 presente se reporta su
expresidén, mas no su nivel relativo®”; en nuestro caso (y con las
tres mutantes) el nivel oscila alrededor del 30%. Ya que ENOD2 se
expresa en asociacion con la formacion de la capa cortical
interna, hemos concluido que si el desarrollo de este tejido es
incipiente, la expresion de ENOD2 sera limitada. Esto sugiere que
existe un segundo nivel de regulacién mediado por la infeccion o
el desarrollo del tejido central, tal y como ocurre con otra
noduling (Nms-22) expresada en el parénquima de nédulos de
alfalfa®4, En una seccién posterior se discuten datos e ideas
sobre los factores regulatorios de ENOD2. '

La expresion basal del gen de uricasa-II en tres casos de
nédulos vacios de frijol, puede también representar un indicador
particular de la organogénesis. No obstante, es importante
estudiar la posibilidad de desacoplar los dos eventos por efecto
de otras mutantes, con factores bacterianos o condiciones
fisioldgicas. Asimismo, conocer el lugar de sintesis del
transcrito en noédulos vacios, germitiré confirmar algunas
hipdtesis sobre su regulacion®,

3.2. EXPRESION POR INFECCION.

La aparicidn del resto de las nodulinas tardias ocurrid con
posterioridad a la infeccidn (liberacidn) intracelular, aunque la
cinética de acumulacién de transcritos fué variable. Para
discutir la interpretacién de estos efectos, conviene mencionar
que los fenotipos relacionados con la infeccidén y desarrollo del
nodulo pueden prestarse a ambiguedad, Frecuentemente no se
consideran parametros cuantitativos (cantidad y estado de
desarrocllo del bacteroide, tamano de las células, vacuolizacidn,
etc.). Ademas, existe una grag diversidad de genes bacterianos
involucrados en estos eventos®®, a pesar de ello, estd claro que
las la expresion de nodulinas tardias, requieren algun tipo de
sefhal, activada o disponible durante el proceso de lisis de la
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pared vegetal y la endocitosis. Varios reportes sugieren ademas,
que esta activacién puede estar mediada por miltiples senales,
atendiendo al efecto de desacoplar de forma diferencial la
expresidn 29 algunas nodulinas, dependiendo del genotipo
bacteriano®’.

En nuestro caso, observamos un efecto de acumulacidn
diferencial de transcritos de dos nodulinas, usando mutantes que
producian una infeccién escasa 0 lenta. Por ahora concluimos que
el retraso en la aparicién y/o maduracién de las células
infectadas, desacopla la expresién de nodulinas tempranas y
tardias que se expresan en distintos tipos celulares. Estos
resultados también sugieren que la regulacién de Lb y Npv-30 —
transcritas probablemente en lgg mismas células— debe ser
mediado por factores distintos®®. Las interpretaciones anteriores
se sustentan en evidencia indirecta; en todo caso, es necesario : a
determinar con mas precision el nivel de infeccidn, el estado de f
desarrollo de los bacteroides y considerar otros marcadores para
discriminar efectos multiples. Una marco de comparacidn podria
establecerse por la correlacidén entre el tipo de bacteroides y la
zonificacidn temporg% del nddulo, como se ha hecho con alfalfa en
un estudio reciente®”.

3.3. EXPRESION EN NODULOS INEFECTIVOS.

El nivel de expresién de nodulinas asociada con la FSN, es
resultado de un efecto multiple y acoplado de otros mecanismos
previamente funcionales, con el estado metabdlico producido por
la entrada de nitrégeno al sistema. Para discriminar el efecto de
la actividad de la nitrogenasa per se, usamos una mutante Fix~
‘alterada exclusivamente en los genes estructurales de
nitrogenasa. Nuestros resultados muestran nuevamente una
induccion inicial de nodulinas tardias independiente del amonio
producido simbiodticamente; también que en ausencia de esta
actividad, se bloquea el incremento susbsecuente en la
transcripcién de varias nodulinas. '

Estos dos modos de regulacidn se han observado en varios
sistemas utilizando los genes de GS y Lb como modelos, pero poco
se conoce sobre los mecanismos o factores involucrados. En la
busqueda de condiciones que mimetizen o regulen el efecto de la
fijacioén efectiva, se han encontrado respuestas interesantes,
tanto en la expresioén genética, en la fisiologia y en la
diferenciacién de ndédule (p.ej.: amonioc exégeno, atmésferas de
argén, suministro de fotosintg&o y CO,, presién de oxigeno), y
estan discutidos en otro lado’". _

4. EXPRESION DE NODULINAB Y MECANISBMO8 REGULATORIO8: efectores
del desarrollo, metabdlicos y ambientales,

A partir de nuestros resultados, se ha podido confirmar y
ampliar las hipdtesis sobre las condiciones o factores que median
la regulacién de estas cuatro nodulinas.
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4.1. REGULACICON DE ENOD2.

Este transcrito, expresado en células que se diferencian
tempranamente y cuyo producto tiene presumiblemente una
localizacidn extracelular {(componente de la pared vegetal),
representa un grupo especial de las nodulinas ‘'estructurales’
Nuestros resultados sustentan la estrecha asociacidn de 1la
expresion de ENOD2 con la organogénesis, pero también sugieren
dos ideas adicionales: (1) El1 hecho que los niveles del
transcrito correspondiente estén reducidos en nédulos vacios, y
que alcancen un nivel normal en nddulos blogqueados después de la
infeccidén intracelular, pone de manifiesto que si existen
condiciones del desarrollo posterior del nédulo que alteran la
expresidén de ENOD2. Si este gen se expresa en nddulos espontdneos
y en los inducidos quimicamente (probablemente por desbalances
del gradiente morfogenético), su regulacidén podria ser mediada
por fitohormonas. Recientemente se reportd la influencia de
citocininas y de anaerobiosis en la activacidén del promotor de
ENOD2 de Sesbania rostrata g1 plantas transgénicas conteniendo
fusiones quiméricas del gen’“. De acuerdo con esto, el control
hormonal seria mediado por factores bacterianos difusibles y el
segundo por una condicidn asociada con la infeccidn y/o
desarrollo del tejido central (¢disminucién de pO, interna?).

71,

Por otro lado, la acumulacién del transcrito en nodulacion
lenta, nos lleva a suponer que la diferenciacion retrasada o
anémala de células infectadas deriva en una proporcién mayor de
células corticales, donde el ARNm de ENOD2 estaria
sobrerrepresentado ~—al igual que el de uricasa~II— en la
poblacidén de mensajeros totales del nédulo. No se puede descartar
que alguna seflal especifica pudiera estar también
sobreacumulada. El andlisis por hibridacidén in situ en ndédulos
anémalos ayudarda a deslindar entre esta u otra alternativa.

4.2. REGULACION DE LA URICASA-II EN FRIJOL.

La induccidn de esta proteina ha sido estudiada atendiendo a
su naturaleza ndédulo-especifica, y porque se detecta
preferencialmente en las células no infectadas donde es
sintetizada en polisomas libres, int;gduciéndose a peroxisomas
sin medificaciones postraduccionales’-. En principio, parece ser
que por su localizacioén, la induccioén inicial de esta enzima no
requiere de senales directas de la bacteria. Nuestros resultados
sugieren que tampoco es estrictamente necesario algun factor
derivada de la liberacioén bacteriana, aunque si es claro un
efecto acumulativo de la infeccidn y de la fijacién efectiva.

Estudios scobre la regulacién de uricasa-II de soya, muestran
que el la regidén 5! respectiva fusionada al gen gat, dirige una
expresion constitutiva en células transformadas de levadura; bajo
el promotor 358 del CaMV la secuencia codificadora no se expresa
en plantas transgénicas de tabaco y sin embargo, la enzima puede
ser expresada, ensamblada en tetrdmeros y funcignar en E. colji
cuando el gene es fusionado al promotor de lacZz’™. Esto sugiere
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varios niveles de regulacion dependientes de
activadores/represores especificos sobre la region de control y
de regiones internas del polipéptido importantes en su
estabilidad. Adicionalmente, se ha estudiado cual es s% mecanismo
por el que una baja pO, induce su expresion en raices

Con este panorama76, proponemos que la expresion basal del
gen de uricasa-II en los nodulos de frijol, puede ocurrir antes
de la diferenciacidén de células no infectadas; que esta induccidn
probablemente estd mediada por condiciones de microaerobiosis
parcial y/o asociada con la vascularizacién del tejido. Mas aun,
considerando su actividad (urato oxidasa), su presencia en tejido
no-infectado y su patron de expresidn durante el desarrollo
(espaecialmente si es lento), sugerimos también que puede
participar como un mecanismo alterno para el control del nivel de
oxigeno dentro del nodulo. El estudio inmunocitoldgico de nodulos
inducidos por mutantes y bajo condiciones modificadas de 0,
externo, pueden ser un camino para encontrar apoyo a estas
hipdétesis.

4.3. REGULACION DE LA LEGHEMOGLOBINA.

Los mecanismos que controlan la expresion de este
tranportador de 0,, tanto por por su abundancia, sus isoformas y
su naturaleza 9$ proteina 'simbiética' han sido estudiados a
varios niveles’’, Conviene mencionar dos enfoques: (a) el efecto
de mutantes bacterianas, y (b) datos derivados del estudio de-
elementos cis~activos y factores trans-activadores.

Del primer caso sabemos que el papel del grupo hemo
bacteriano no es necesariamente comin a todos los sistemas, ya
que en alfalfa las mutantes en genes de la sintesis de hemo no
inducen la Lb, mientras que en soya inoculada con el tipo
equvalente de bacterias, 1la planta acumula la apoproteina y puede
ademds ?goveer el hemo necesario para ser ensamblado a la
globina‘®, Ademds, un analisis de expresion de genes quiméricos
de Lb de soya en levadura, ha sugerido 'que el hemo participa como
un activador traduccional.

Por otro lado, datos obtenidos con fusiones del gen ibc, de
soya con uidA intoducidas en Lotus corniculatus (trébol pata de
pajaro), indican que distintas secuencias interdependientes en la
region de control de Lb influencian directamente el nivel, 1la
cinétic9 y la especificidad de la expresion de este gen en
nédulos’?, Lo mas controversial por el momento, es la posibllidad
de que, aparte del hemec y de factores trans-activadores
vegetales, existan otros e&smentos de origen bacteriano que
regulen la expresioén de Lb

Segun datos de localizacidén ipn situ en nddulos

- indeterminados, el punto de maxima transcripcion de Lb es una

region delimitada donde aun no hay fijacion de n&iréqeno, pero

que estd adyacente a la zona donde ésta comienza®*. En nédulos de
frijol producidos por un Agrobacterium con pldsmido simbiético,
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se detecta la acumulacion del mensajero de Lb y una fijacion
marginal de N,. Esto sugiere que el desarrollo lento promovido
por esta cepa, puede generar un estado de diferenciacion de las
células infectadas equivalente a la regiodn arriba mencionada
(interzona II-III). Esto habra de verificarse con ayuda de
marcadores fenotipicos adecuados al modelo de ndédulos
determinados.

4.4, REGULACION DE LA NODULINA-30.

La identidad de esta nodulina de frijol —un transcrito
abundante cuyo producto nativo no ha sido aun localizado—~—, fueé
conocida gracias al andlisis de secuencia. En este momento
sabemos que comparte regiones de homologia con otra familia
multigénica de nodulingg, considerablemente expresadas y mas
caracterizadas en soya®“,

Independientemente de lo anterior, se puede afirmar que se
comporta como nodulina tardia, es decir, se expresa en
asociacion al fenotipo Bar'; en nddulos inefectivos se induce
inicialmente a niveles normales, pero no se incrementa si el
desarrollo se retrasa o en ausencia de fijacion de nitrégeno. Al
no encontrar acumulacién de transcritos bajo el efecto de alguna
mutacion y considerando su cinética de expresion, concluimos que
tiene un segundo requerimiento estrechamente asociado con la
condicién diazotréfica del nddulo: por ejemplo, algun metabolito
que solo se sintetiza (¢o requiere?) cuando el bacteroide fija
activamente nitrdgeno. Esta condicién o factor pudiera ser
ademds, diferente a las involucradas con la regulacién de Lb.
Después de analizar la regulacion de fusiones génicas de Npv-30
en plantas transformadas y la inmunolocalizacidon del producto en
el ndédulo, poggan establecerse hipétesis o explicaciones mejor
fundamentadas®"-. :

4.5, REGULACION DE OTRAS NODULINAS.

Un aspecto interesante sobre la requlacién de enzimas de
nédulo, en particular de GS, difiere de los efectos mas
conocidos., Se ha reportado un aumento en fijacion de nitrdgeno y
crecimiento vegetativo de plantas noduladas de alfalfa por la
infeccidn con un patdgenc (Pseudomonas syringae pv. 'tabacci')
que produce la tabtoxinina f-lactam. Esta molécula inhibe 1la
actividad de las GS de una manera diferencial: se une
irreversiblemente a la GS presente en rajices y nédulos (Gsr):;
mientras que la GS incrementada en nddules (GSn) es insensible.
Aparentemente, al modificar el patrén de recambio de GS (el
complejo enzima-toxina es resistente a degradacién), se altera la
regulacion de tgi modo que se observa un incremento diferencial
en las isozimas®®, En analogia con este caso, surge la
posibilidad de gue algunos metabolitos bacterianos _
(¢rhizotoxininas?) actuien como inhibidores selectivos de ciertas
enzimas, de tal forma que conformaran un mecanismo indirecto de
regulacion y seleccidn de isoformas especificas de nddulo,




5. NIVELES Y COMPONENTES DE CONTROL: importancia de un modelo
para nqdulacién.

Para establecer un modelo que permita estudiar la asociacién
simbidtica de una forma sistemdtica, es necesario comprender
algunos niveles y componentes de este complejo bioldgico. Los
datos globales scbre expre51on de nodulinas y diferenciacion
celular sugieren, en un primer nivel, el funcionamientc de un
programa morfogenético de la planta, pero también que la
infeccion de raices por Rhizobium inicia un intercambio gradual y
coordinadec de sefiales moleculares. Estos factores modulan
procesos potenclales de diferenciacidn, proplos de la planta,
mimetizando o potenciando a las senales originales, o bien,
activando procesos especificos. La identificacidén de muchas de
estas moléculas-senal se lograra a traves del aislamiento,
bioensayo y caracterizacion quimica de algunas fracciones del
nédulo. El tipo de biocensayoc debera contar con un enfoque
histoquimico (inmunodeteccién e hibridacién in situ) y genético
(mutantes bacterianas, plantas transgénicas) para correlacionar
~—en el tejido mismo~— la presencia de senales, la induccidn
secuencial de nodulinas y la diferenciacion celular.

Los cambios posteriores a la organogénesis del nddulo,
ocurren principalmente por la penetracién de las bacterias a las
células vegetales, es decir, cuando se establece otro nivel de
control. Por ello, es importante conocer factores derivados de la
liberacion bacteriana (fenotipo Bar), por lo que se han sugerido
como candidatos a varias macromoléculas presentes en la matriz
del hilo de infeccidn (glucoproteinag5 polisacdridos externos o
capsulares) o aun moléculas pequenas®~. Después de la infeccion
intracelular, estos factores estarian solamente limitados por una
membrana lipidica y no por la pared celular; es posible que asi
entren en contacto con varios receptores y/o efectores de la
célula vegetal.

Considerando el origen del 'programa' de la planta, la
propuesta mds comuin es que el nédulo representa una modificacion
de las raices por la condicién simbidtica; no obstante, otros
autores sugieren que pudiera derivarse de una estructura
(¢vestigial?) de almaceggmiento de carbono (como almidén) en
limitacién de nitrdégenc Yy que fué seleccionada comc un nicho
especial por bacterias de la rizodosfera. Aunque el nodulo se
origina y crece a costa de las reservas de la planta, adquiere
mas adelante caracteristicas similares a otros organos 'fuente!
(i.e. cotiledones en germinacién) cuando fija y exporta
activamente nitrdégeno, dado que eE gue ambos d6érganos se comparten
enzimas y metabolitos especificos®’. En este sentido, no hay
evidencias insalvables —falta estudiar mds la uricasa-II— para
descartar que &os genes nodulinas se derivan de otros
preexistentes . Un aspecto especial de las nodulinas radica en
Su semejanza 1nmunologlca con proteinas inducidas por la
infeccidn por micorrizas (micorrizinas), que sugiere la
existencia de un 'paquete! basico de proteinas requerldos para



35

funciones estructurales y/o metabolicos de tales interacciones8?,

Para integrar otros componentes en un modelo de contrel de
esta interaccion, se debe considerar un cumulo de hipétesis sobre
el origen, funcionamiento y potencialidades de lcs mecanismos de
la bacteria para, por ejemplo: aprovechar exudados de la planta
{flavonoides) e inducir resistencia a fitoalexinas; para producir
compuestos morfogénicos, inhibir los mecanismos de defensa de la
planta e infectar intracelularmente algunas ceélulas del ndédulo,
La estrategia de la planta, por otro lado, se contempla como unha
adecuacion de algun proceso del desarrollo radicular para
disponer temporalmente de una fuente 'enddgena' de nitrdgeno,
pero desarrollando otros mecanismos para controlar un patdgeno
potencial; es decir, confinandolo en un compartimento litico
atenuado, limitando su consumo de oxigeno, regulando de alguna
manera la cantidad de hiomasa bacteriana soportable o aislando el
tejido infectado, etc.

La comparacidén entre los modelos de nodulacion de
leguminosas, de no-lequninosas come Parasponia (Ulmaceae) e
inclusive de 'nodulacion inducida' en arroz, trigo y nabo,
sugieren algunos procesos esencialeg y un potencial en otros
vegetales para inducir 'noduloides’ 0 si los rhizobia son
capaces de inducir este proceso de manera controlada o eficiente,
es importante conocer el conjunto de sefales, factores y
condiciones relevantes de cada nivel para hacerlos susceptibles
de manipulacion.




1,

Se

V. CONCLUBIONES S Y PERBPECTIVAS

La expresién de transcritos de nodulinas durante el desarrollo
de ndédulos de frijol, es un modelo adecuado para estudiar
aspectos de reqgulacidn genética en plantas. La correlacidn de
esta expresién con la diferenciacidén de ndédulos con desarrollo
andmalo permite identificar varias condiciones regulatorias.

Los marcadores moleculares elegidos (nodulinas indicativas)
representan tipos de regulacidén distintos, por su cinética de
expresién, localizacién y comportamiento en nodulacion
andmala. En frijol, se continua trabajando sobre S?s de ellas
(Npv-30 y uricasa-II) y otras nodulinas tempranas '

Las mutantes bacterianas utilizadas producen bloqueos '
tempranos y tardios del desarrollo, mostrando una variedad de
fenotipos agrupados en tres o cuatro tipos. Las mutaciones
producen la alteracién de seflales o factores que participan en
la diferenciacidén celular y la expresion genética. Otras
mutantes permitirian disectar mas finamente algunos eventos o
alternativamente, podrian ser caracterizadas con este sistema.

En nédulos vacios se expresan una nodulina asociada a
organogénesis (ENOD2) y si hay infeccidn, las nodulinas

‘tardias; en nddulos con desarrollo detenido ¢ lento se

desacoplan los patrones de expresion y en nddulos inefectivos,
se detecta una induccidén inicial normal en ausencia de la
condicion diazotroéfica en el nédulo. Esta variacién de los
niveles relativos de expresion sugieren miltiples condiciones
de regulacién en distintos pasos del desarrollo.

Uricasa-II se expresa en nédulos vacios. Esto sugiere que
existen condiciones de regulacion de este gen previas a la
infeccidon bacteriana. Aun no es claro cudles puedan ser las
condiciones responsables de la induccién inicial, pero se ha
sugerido aqui la participacidn de factores del desarrollc y de
una microaerobiosis local. Estudios de expresidén con factores
bacterianos y de localizacién jin situ permitirdn indagar el
tipo de regulacidn.

Los patrones de expresion de ENOD2 sustentan la idea de una
regulacion por desarrollo; su nivel relative en nodulacidn
andmala permite discriminar dos niveles de control: uno
asociado a la diferenciacidén del tejido cortical y otro con el
desarrocllo de la zona central. Para confirmar esto se debe
profundizar el andlisis funcional de la zona de control del
gene respectivo el estudio de localizacidén en nddulos
alterados.

Los niveles de ARNm de leghemoglobina indica que para el



57

control de su expresion participan varios factores a distintos
niveles. La acumulacioén del transcrito con una cepa nodulante
de Agrobacterium brinda una condicidén ineresante para estudiar
su regulacion por técnicas inmunchistoldgicas.

La expresion de nodulina-30 es regulada de forma similar a
otras nodulinas tardias, aunque requiere de alguna condicidn
diferente a las correspondientes de Lb. Es probable también
que sea mas dependiente de efectores metabdlicos derivados de
la fijacién simbidtica de N,.

Se han propopuesto y discutido ideas experimentales que
contribuirdn a completar y confirmar alguncs resultados.

-Principalmente, determinar los efectos de las mutaciones

bacterianas o de factores purificados en la expresidén de otros
genes (otras nodulinas, genes de defensa), la inmunodeteccidn
y localizacidn in situ de nodulinas indicativas en ndédulos
anomalos.
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2. ABREVIATURAS

355 del caMV

cat

Promotor de un gen del virus del mosaico de la
coliflor con actividad constitutiva en
plantas

Gen de la cloramfenicol-acetilasa (CAT)

Fenotipos simbidticos:

Nod
Noi
Inf
Bar
Bad
Ndv
Fix
FSN

GeENODn

GS
hema
lacz
Lb(s)

NGe-n

nod
NodRm-1
NPA
Npv-30 -
PO,
PTV

' TIBA

Nodule formation
Nodule induction (equivalente a Nod)
Infection thread formation
Bacterial release
Bacterial development
Nodule development
Nitrogen Fixation
Fijacion simbidtica de nitrdgeno

Nomenclatura de genes de nodulinas (Género
especie, Early NODulin, n=No. de clona,

Giutamina sintetasa

Gen de la acido é-amino~levulinico sintasa

Gen de la fB-galactosidasa (GAL)

Lehemoglobina (s)

Gen de una isoforma de Lb

Nomenclatura de nodulinas: Nodulin, Género
especie-n=peso molecular de la proteina

nativa o del PTV (p.ej.: Npv-30)

Genes de nodulaciéh de Rhizobium

- Lipo-oligosacdrido especifico para alfalfa

Acido N=(l-naftil)-ftalamico

Nodulina-30 de frijol

Presidn parcial de oxigeno (fase gaseosa)
Productos de traduccion jip vitreo

Acido 2,3,5,-tri-yodo-benzdico

Gene de la f-glucuronidasa (GUS)



3. GLOBARIO

Adhesién bacteriana: uniodn especifica del microsimbionte a la
superficie radicular, presumiblemente mediado por
polisacaridos superficiales, lectinas y iones bivalentes)

Determinantes de superficie: polisacaridos superficiales; i.e.
exopolisacaridos EPS, lipopolisacaridos LPS, polisacaridos
capsulares CPS, glucanos con unidén g-1,2

Elementos (secuencias) cis-activas: regiones hacia arriba de
los genes, que participan el la regqulacidn transcripcional.

Factores trans-activadores: péptidos capaces de interaccionar
con secuencias 5' cis-activas como factores de transcripcién.

Fitorreqguladores [=fitchormonas]: i.e. auxinas, citocininas,
etileno y agonistas sintéticos

Flavonoides: compuestos heterociclicos derivados de la via de
sintesis de fenil-propancides y que participan en procesos
determinantes de las interacciones planta-microoorganismo.

Fotosintato: conjunto de productos de fotosintesis (azucares,
dc. organicos, Aa's), exportados de la hoja (fuentes) a los
organos-demanda.

Meristemo: tejido de formacién en plantas; grupos localizados
de células pequefnas e indiferenciadas en activa divisidén, que
generan el crecimiento vegetal.

Modelos simbiéticos: Grupos o parejas de especies de
leguminosas y los rhizobia compatibles, que han sido
estudiados mas activamente (alfalfa, trébol, soya, etc.)

Pseudoinfecciones: iniciacién localizada de divisiones
subcorticales en la raiz de la planta

Infeccidén intercelular: penetracidén del microsimbionte por los
tejidos de la planta, ya sea a través de hilos de infeccién,
o por espacios del apoplasto (crack entry) '

Infeccién (liberacién) intracelular: formacién de unidades de
membrana que rodean a la bacteria dentro del citosol, una vez
rota la continuidad de la pared celular vegetal del hilo,

Nodulacién espontanea: formacién de drganos radiculares en

~cultivo axénico, con histologia y expresién genética
similares a ndédulos verdaderos en estados tempranos (sélo en
cultivares de alfalfa y en baja proporcién de las plantas)

Organogénesis (del primordio de nddulo): formacién de
estructuras histolégicas del nédulo tales como meristemo
apical, capa cortical, endodermis y tejido central
Respuesta de defensa (P): mecansimos de ataque o proteccién

'~ contra ataques de patégenos, mediado por cambios a varios
niveles (sintesis de fitoalexinas antimicrobianas,
quitinasas, glucanasas; cambios de pared celular, repuesta
hipersensible (necrosis)

Transduccioén de senriales (P,F): Acciones y sistemas de
comunicacién molecular entre el exterior y los compartimentos
intracelulares (hormonas, receptores, segundos mensajeros,
cinasas, etc.)

Xilogénesis: formacién de estructuras asociadas a [sistemas
de] tejidos vasculares (traqueidas, vasos cribosos, etc.)
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