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RESUMEN.

Genes tempranos de Rhizobium trifolii implicados

en el proceso de la nodulacién

Memoria realizada en el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia

por

Carmen Coronado Carvajal
Universidad de Sevilla
Director, Dr. D. Antonio J. Palomares Diaz

Entre las bacterias pertenecientes a la familia Rhizobiaceae se
encuentran las agrobacterias y los rizobios. Ambos grupos de
microorganismos presentan la particularidad de interaccionar con
plantas superiores. Las agrobacterias poseen la capacidad de formar
tumores en dicotiledéneas, mientras que los rizobios establecen una
asociacién simbidtica con las leguminosas en cuyas raices realizan la
transformacién de nitrégeno atmosférico en amonio.

Los nédulos inducidos por los rizobios en la raiz de la planta, son
unas estructuras altamente especializadas donde ocurre la fijacién
simbidtica de nitrégeno. El proceso que conduce al desarrollo de un
nédulo efectivo es una sucesién compleja de etapas que se pueden
agrupar en tres: formacién del nédulo, invasién del nédulo y fijacién
de nitrégeno. Hasta ahora se han descrito gran cantidad de genes,
tanto bacterianos como de la planta, implicados en cada una de
estas etapas. Sin embargo, la invasién del nédulo continda siendo
uno de los puntos mdis oscuros.
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En Rhizobium meliloti se han descrito dos loci, denominados
ndvA y ndvB, que intervienen en el desarrollo del nédulo en esta
etapa intermedia de invasién. Los genes ndv se aislaron por
homologia con los genes chv de Agrobacterium tumefaciens, y estan
relacionados con la sintesis y transporte de un pequefio
oligosacdrido ciclico (B-1,2 glucano) necesario para la adaptacién a
condiciones de baja osmolaridad.

Se ha demostrado la presencia de secuencias homélogas a ndvA y
ndvB en Rhizobium trifolii, Rhizobium phaseoli, Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium fredii, Rhizobium sp. NGR234 vy
Bradyrhizobium japonicun;. En todos los casos la localizacién de las
mismas es cromosémica. Se ha investigado también la existencia de
posibles reiteraciones de los loci ndv. Particularmente interesante
para este estudio ha resultado el hecho de la triple repeticién del
locus ndvB en la estirpe RS800 de Rhizobium trifolii.

Por complementacién de mutantes ndvA y ndvB de R. meliloti, se
han aislado los loci ndvA y ndvB de R. trifolii RS800 y mediante
hibridacién se ha demostrado la homologia estructural de éstos con
los genes ndv de R. meliloti. Los genes ndv de R. trifolii son
funcionalmente intercambiables por 1los genes «chv de
Agrobacterium tumefaciens.

El fenotipo vegetativo y simbidtico de la estirpe CAR1 de
R. trifolii, mutante en una de las copias ndvB, presenta similitudes
y diferencias con respecto a los mutantes ndv de R. meliloti. CARI1
no ha perdido la capacidad de sintetizar p-1,2 glucano ni su
motilidad se vé afectada; en cambio crece muy lentamente en
medio liquido y presenta una marcada tendencia a la
autoaglutinacién. En las plantas inoculadas con la estirpe R. trifolii
CARI1 se induce la formacién de dos tipos de nédulos. El 70% de los
nédulos son blancos, pequefios y se sitian en las raices secundarias,
revelando el andlisis microscépico que se trata de nédulos vacios o
con un ndmero reducido de células excdsamente invadidas. El resto
de los nédulos son mds parecidos a los inducidos por la estirpe
silvestre; aunque presentan un nimero mayor de células no
invadidas, realizan fijaciéon de nitrégeno.
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Se ha aislado la regién promotora del locus ndvB de R. trifolii
RS800 utilizando el vector para bisqueda de promotores pAL4000.
Este plasmido lleva el gen de la luciferasa de luciérnaga como gen
informador, lo que ha permitido una identificacién ficil y rdpida de
los clones portadores de un fragmento Sau3A de 1.5 Kb con
actividad promotora. Se ha demostrado la funcionalidad del
promotor ndvB en un amplio rango de bacterias Gram-negativas
como Escherichia coli, Rhizobium trifolii, Rhizobium meliloti,
Rhizobium phaseoli, Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
brasilense.

La fuerza del promotor ndvB en estas bacterias es comparable a
la del promotor derecho del fago lambda, por lo que podria ser un
promotor itil para la construccién de vectores de expresién.
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CAPITULO 1.

Introduccién General.



LA FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO.

El nitrégeno, tras el carbono, oxigeno e hidrégeno, es el elemento
mds abundante de la materia viva, de la que entra a formar parte
en un 8-16 por ciento. La importancia del nitrégeno para los seres
vivos no es sélo cuantitativa ya que es un componente fundamental
de moléculas tan importantes como los 4cidos nucléicos, base de la
informaciéon genética, o de las proteinas y enzimas, componentes
estructurales de la materia viva y catalizadores de los procesos
biolégicos, respectivamente.-

Aunque el nitrégeno constituye el 78% de la atmésfera terrestre,
la mayor parte se encuentra como nitrégeno molecular que no es
utilizable por las plantas ni por la mayoria de los microorganismos.
La concentracién de nitrégeno inorgdnico combinado en forma de
nitratos, amonio etc., en la mayoria de los suelos es generalmente
baja. Esto hace que el nitrégeno se convierta, tras el agua, en el
factor determinante de la productividad agraria mds importante.

En este contexto es donde cabe apreciar la importancia
fundamental de la fijacién biolégica de nitrégeno. En este proceso
exclusivo de procariotas, el nitrégeno molecular es convertido en
amonio con un coste energético considerablemente elevado ya que
se consumen 35 moléculas de ATP por cada molécula de dinitrégeno
reducida (Haaker y Veeger, 1984).

Cl4sicamente los microorganismos fijadores de nitrégeno se
dividen en dos grupos dependiendo de si realizan la fijacion de
nitrégeno en vida libre segin sus propias necesidades, o en relacién
con plantas superiores como parte de una asociacién simbiética.

Entre las bacterias fijadoras en vida libre (Postgate, 1982),
encontramos formas aerébicas pertenecientes a los géneros
Azotobacter y Beijerinckia, bacterias anaerobias como Clostridium y
Desulfovibrio y anaerobias facultativas como Bacillus y Klebsiella.
Entre los microorganismos que fijan nitrégeno en asociacién con
plantas superiores podemos citar aquéllos que forman asociaciones
llamadas rizocenosis, como Azotobacter paspali, o especies
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pertenecientes al género Azospirillum; y aquéllos que establecen
simbiosis. mutualistas que conducen a la formacién de estructuras
especializadas donde se realiza la fijacién de nitrégeno, como son
algunas especies de cianoficeas pertenecientes a los géneros
Anabaena y Nostoc, el actinomiceto Frankia y bacterias de los
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium incluidas en la
familia Rhizobiaceae.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno pertenecientes a la familia
Rhizobiaceae forman asociaciones simbiéticas con una familia
concreta dentro de las Angiospermas, la familia Leguminosae. Los
rizobios estimulan el desarrollo de nédulos en la raiz de la planta
leguminosa, que la bacteria infecta y habita. Es en el seno de esta
estructura donde los dos organismos interactian intimamente y
establecen una cooperaci6én metabélica. La bacteria reduce el
nitrégeno molecular hasta amonio que es exportado y asimilado por
la planta; a cambio ésta durante la fotosintesis reduce diéxido de
carbono hasta aziicares, que son translocados a la raiz donde la
bacteria los usa como fuente de carbono y energia.

La familia Leguminosae es una de las mis grandes dentro de las
Angiospermas, se encuentra ampliamente distribuida en los
distintos ecosistemas e incluye desde plantas herbdceas hasta
arboles. Es interesante la restriccién de la asociacién de los rizobios
con plantas pertenecientes exclusivamente a esta familia. S6lo se ha
descrito una excepcién a esta especificidad para el caso de dos
rizobios distintos que nodulan un 4rbol tropical, Parasponia
andersonii, que no es una leguminosa (Trinick y Galbraith, 1980).
Estos hechos plantean ciertas cuestiones como por ejemplo, si la
fijacién simbiética de nitrégeno, por su capacidad adquirida de
crecer independientemente de limitaciones de nitrégeno en el suelo,
es la clave fundamental del éxito de la familia Leguminosae. Esta
pregunta lleva a otra mds importante sobre las razones de la
singularidad de esta familia para ser nodulada. Por iltimo surge
una cuestién en torno a Parasponia. ;Se trata de un caso extrafio y
aislado o de una tendencia en el curso de la evolucién hacia la
expansién de la fijacion simbiética de nitr6geno?.



Ademids de la importancia ecolégica y econémica, la asociacién
Rhizobium-leguminosa presenta un atractivo fundamental por 1a
propia naturaleza del proceso, ya que a través de una compleja
serie de etapas, bacteria y planta interaccionan en actividades
primordiales como son la divisién celular, la expresién génica, el
metabolismo y la morfogénesis celular.

ESPECIFICIDAD DE HOSPEDADOR Y TAXONOMIA EN
RHIZOBIUM.

ot

El fenémeno de la especificidad de hospedador en la interaccion
Rhizobium-leguminosa, va mucho mé4s alld del nivel de familia, de
forma general se puede decir que cada rizobio interacciona con una
o muy pocas especies vegetales estrechamente relacionadas. Este
hecho ha servido de base para la designacién de especies y cepas.
Inicialmente estas bacterias estaban agrupadas en el género
Rhizobium como un inico género, que posteriormente ha sido
reclasificado en tres: Rhizobium, agrupa bacterias de crecimiento
rdpido que nodulan leguminosas de clima templado con un reducido
rango de hospedador; Bradyrhizobium, un grupo heterogéneo de
bacterias de crecimiento lento que interaccionan con gran variedad
de leguminosas de clima tropical y templado; y Azorhizobium que
forma nédulos en raiz y tallo de Sesbania rostrata, y que también
fija nitrégeno en vida libre (Jordan, 1984; Dreyfus et al., 1988).

Aunque la estructura y funcién de los genes simbiéticos es
generalmente similar en los tres géneros, existen sin embargo
diferencias significativas en su organizacién y regulaciéon (Long,
S. R., 1984). En el género Rhizobium los genes implicados en las
primeras etapas de la nodulacién (genes nod), en la determinacién
del rango de hospedador (hsn) y en la capacidad de fijar nitr6geno
(nif y fix) estan agrupados en un pldsmido de gran tamaiio o
plismido simbiético (pSym). En cambio en las cepas del género
Bradyrhizobium, los genes nif y nod estan mdis dispersos y
localizados cromosémicamente. Algunas cepas de Bradyrhizobium
fijan nitrégeno a bajos niveles en vida libre pero no asimilan el
amonio, no creciendo en el nitrégeno fijado; a diferencia de las
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TABLA 1.1. Asociaciones Rhizobium-leguminosa.

ESPECIES PLANTA HOSPEDADORA

Cri. i.l l.1 ll ll_

Rhizobium fredii Glycine max (soja)
Rhizobium leguminosarum
biovar. phaseoli Phaseolus sp. (judia)
biovar. trifolii Trifolium sp. (trébol)
biovar. viciae.- Pisum sativum (guisante),
Vicia (veza)
Rhizobium loti Lotus sp.
Rhizobium meliloti Medicago sativa (alfalfa)
Melilotus
recimiento rdpi mplio ran h I;
Rhizobium sp. NGR234 Desmodium, Leucaena,

Lablab, Macroptilium,
Vigna y 1a no leguminosa
Parasponia andersonii

Rizobi recimi
Bradyrhizobium japonicum Glycine max (soja)
Bradyrhizobium sp. (Cowpea) Grupo Cowpea

Bradyrhizobium sp. (Parasponia) Parasponia andersonii

Formador de ndédulos en tallo v raiz. v fijador de nitrégeno en vida libre:
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata




cepas de Azorhizobium que fijan nitrégeno a altos niveles "in vitro”
y pueden crecer en el amonio formado.

La clasificacién de las distintas especies de rizobios se realizé en
un principio en base al concepto de grupos de inoculacién cruzada;
por ejemplo, Rhizobium meliloti es el simbionte asociado con
Melilotus y Medicago sativa, y la inoculacién de judia o guisante con
R. meliloti no origina ninglin tipo de interaccién. En la Tabla 1.1 se
muestran las asociaciones Rhizobium-leguminosa mds conocidas y
estudiadas. En esta clasificacién se han encontrado
fundamentalmente dos inconvenientes. Uno es el hecho de que se
encuentran cada vez mds_.fendmenos de infeccién cruzada entre
grupos distintos de afinidad (Martinez et al., 1985; Eardly et al.,
1985; Lewin et al, 1987) y el otro es que para esta clasificacién se
han utilizado sélo el 1% de las leguminosas noduladas descritas.

El descubrimiento de pldsmidos portadores de los determinantes
de la simbiosis en las distintas especie:'s"de Rhizobium, argumenta
también en contra de esta clasificacién. La pérdida del pSym
conduce a la pérdida de la capacidad simbiética, y la transferencia
desde unas especies de Rhizobium a otras altera la especificidad de
hospedador. Se ha discutido que la divisién de Rhizobium
leguminosarum en las tres biovariedades: biovar. trifolii, biovar.
phaseoli 'y biovar. viciae, se refiere a la clasificacién de sus
plasmidos simbidticos que poseen caracteristicas particulares: los
genes simbiéticos estan organizados de forma distinta, algunos
genes son exclusivos de cierto tipo de plismido y algunas
secuencias repetidas parecen ser caracteristicas de cada pSym
(Watson y Schofield, 1985). También debemos considerar que en
una misma especie podemos encontrar plismidos simbiéticos bien
diferentes que confieren la misma especificidad, tal es el caso de los
dos tipos de pSym descritos en Rhizobium leguminosarum biovar.
phaseoli (Martinez et al., 1988).

En el presente trabajo adoptaremos la designacién clédsica
(Vincent, 1970) para referirnos a las especies: Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium trifolii y Rhizobium phaseoli, con objeto
de simplificar el texto. Actualmente se consideran como tres
biovariedades de la especie Rhizobium leguminosarum (Jordan,



1984), en base a estudios de taxonomia numérica, homologia ADN-
ADN, serologia, composicién polisacaridica etc. Parece ser que
dentro de la especie R. leguminosarum, la biovariedad phaseoli se
encuentra algo alejada de las otras dos.

EL PROCESO DE INFECCION.

El establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium y su
hospedador, requiere el reconocimiento de la bacteria y la raiz de la
planta. El primer efecto visible tras la inoculacién de la raiz de una
leguminosa con un cultivo "de rizobios, es la induccién de curvatura
en los pelos radicales jévenes de la raiz. Tras esta deformacién del
pelo la bacteria penetra en la planta, y se forma una estructura
especializada que permite la invasién y se denomina "cordén de
infeccién". Por delante del avance del cordén de infeccién, en el
cértex de la rafz, se inicia la divisién de las células de la planta
origindndose un nédulo incipiente; al mismo tiempo el cordén de
infeccién se ramifica y crece entre las células de la planta. Las
bacterias se liberan en el extremo del cordén de infeccién por un
proceso en el que son rodeadas por una membrana de origen
vegetal. Es aqui en el interior de las células del nédulo donde las
bacterias se diferencian en bacteroides y adquieren la capacidad de
fijar nitrégeno.

El desarrollo del proceso que conduce a la fijacién simbidtica de
nitr6geno en Rhizobium, es una compleja serie de etapas que
pueden agruparse fundamentalmente en tres: inicio de la formacién
del nédulo, invasién del nédulo y fijacién de nitrégeno. En la Figura
1.1 se presenta un esquema general de la interaccién Rhizobium-
leguminosa.

FORMACION DEL NODULO:

Las etapas iniciales de la interaccién incluyen el crecimiento y la
deformacién de pelos radicales en la epidermis de la raiz (Dazzo y
Gardiol, 1984; Yao y Vincent, 1969), y el inicio de la divisién celular
en el cértex de la raiz de la planta (Newcomb, 1981). Esta etapa sélo
tiene lugar si la planta se encuentra dentro del rango de
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Figura 1.1. Esquema general del proceso de infeccidn.
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hospedador correcto de la bacteria. Mediante andlisis genético en
numerosas especies de Rhizobium se han identificado aquellos loci
necesarios para la nodulacién, que se han denominado genes nod.

INVASION DEL NODULOQ:

Los rizobios atrapados en un pelo radical curvado, o entre un pelo
y otra célula, causan de alguna manera una invaginacién de la
pared celular de la célula vegetal que parece implicar su
degradacién y la redireccién de su crecimiento, originindose por
extensién de esta invaginacién el cordén de infeccién (Callaham y
Torrey, 1981; Turgeon y Bauer 1985; Ridge y Rolfe, 1986). Las
bacterias se multiplican en “el interior del cordén y éste se ramifica
y avanza hasta el cértex donde se estd formando la estructura del
nédulo. El mecanismo por el que las bacterias son liberadas del
cordén de infecciébn no se conoce muy bien, por estudios
microscépicos parece ser que escapan por discontinuidades en la
pared del cordénm.

En estas etapas de crecimiento del cordén de infeccién e invasién
del tejido del nédulo parecen estar implicadas determinadas
caracteristicas superficiales de la bacteria. Entre los componentes de
la superficie bacteriana debemos considerar: heteropolisacdridos
dcidos, glucanos neutros y lipopolisacdridos; recientemente se estan
realizando estudios genéticos encaminados a identificar los loci
de la bacteria implicados, designados como exo, ndv y Ips
respectivamente, y a descubrir la forma en la que intervienen en la
interaccion de superficies vegetal y bacteriana.

FIJACION DE NITROGENO:

Las dltimas etapas, que conducen al establecimiento de un nédulo
funcional, incluyen una liberacién correcta y una proliferacién
controlada de los rizobios. Las bacterias, liberadas y envueltas en
una membrana de origen vegetal Illamada membrana
peribacteroidal, se diferencian en bacteroides que convierten
dinitr6geno en amonio asimilable por la planta y que dependen
totalmente de los nutrientes que reciben de ella.
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Los loci bacterianos relacionados especificamente con la fijacién
simbiética de nitrégeno se- designan de dos formas: como genes nif,
aquéllos que presentan homologia con los genes nif de Klebsiella
pneumoniae y como genes fix, aquéllos que no son equivalentes a
los genes nif.

GENETICA DE LA NODULACION.

La genética de la nodulacién se ha estudiado fundamentalmente
en R. meliloti, R. leguminosarum, R. trifolii y Bradyrhizobium
japonicum (Kondorosi y Kondorosi, 1986; Downie y Johnston, 1988;
Rolfe y Gresshoff, 1988; Long, S. R., 1989a, 1989b; Martinez et al.,
1990). Las mutaciones que ocasionan la pérdida de la capacidad de
nodular de estas bacterias, mapean en un "cluster” de cuatro genes,
nodDABC, de los cuales nodD se transcribe divergentemente y es un
regulador de nodABC y de otros operones nod. El operén nodABC es
indispensable para la curvatura del pelo radical, y para la induccién
del desarrollo meristemdtico del cértex de la raiz (Kondorosi et al.,
1984; Djordjevic, M. A. et al., 1985b; Rossen et al., 1985; Truchet et
al., 1985; Bender et al., 1987; Dudley et al., 1987).

Estos genes reciben el nombre de genes nod comunes porque se
han encontrado secuencias homélogas en todas las especies de
Rhizobium y Bradyrizobium estudiadas y porque las mutaciones en
estas secuencias pueden ser complementadas por genes de especies
distintas (Kondorosi et al., 1984; Djordjevic, M. A. et al, 1985a;
Fisher et al.,, 1985; Marvel et al., 1985). El producto de nodC
presenta caracteristicas de receptor de membrana (John et al.,
1988) y nodA y nodB estan implicados en la sintesis de un factor
difusible de bajo peso molecular cuya estructura ha sido
recientemente determinada por Lerouge et al. (1990).

Los genes nodABC no se expresan en vida vegetativa, pero
pueden inducirse por exudados de planta (Innes et al., 1985;
Mulligan y Long, 1985; Rossen et al., 1985; Djordjevic, S. P. et al.,
1987; Kosslak et al., 1987; Zaat et al., 1987; Davis et al.,, 1988).
Dependiendo de las especies, se han identificado los factores
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inductores en los exudados como flavonas, isoflavonas o flavonoides
(Peters et al., 1986; Redmon et al., 1986; Kosslak et al., 1987;
Horvath et al., 1987; Peters y Long, 1988). En los exudados también
se han encontrado algunos componentes que actian como anti-
inductores (Firmin et al., 1986; Djordjevic, M. A. et al., 1987).

La induccién requiere el producto del gen regulador nodD que se
transcribe constitutivamente en la bacteria (Innes et al., 1985;
Mulligan y Long, 1985), aunque en algunas especies el propio gen
autorregula su expresién (Rossen et al, 1985). NodD esté
relacionado con una familia de activadores transcripcionales que
incluye los productos de lysR y metR (Henikoff et al., 1988). La
proteina NodD purificada es capaz de unirse a los promotores
inducibles de los genes nod que contienen una secuencia altamente
conservada de unas 50 bp denominada "nod box" (Rostas et al.,
1986; Fisher et al., 1988), aproximadamente 25 bp "downstream”
de estas "cajas de nodulacién" se inicia la transcripcién de los
distintos operones nod (Fisher et al., 1987). En R. meliloti se han
encontrado seis "nod box" localizadas en una regién de 135 Kb del
plismido simbiético. En algunas especies de Rhizobium se han
encontrado varias copias de nodD (Rodriguez-Quifiones et al., 1987;
Appelbaum et al.,, 1988), en el caso de R. meliloti existen tres
reiteraciones de nodD cuyos productos presentan preferencias por
distintos inductores y estan implicados en especificidad de
hospedador (Honma y Ausubel, 1987; Gyérgypal et al., 1988).
Recientemente se ha propuesto que la expresién de los genes nod
esti sujeta tanto a un control positivo como a un control negativo
(Kondorosi et al., 1989).

Otros genes de nodulacién incluyendo nodFE, nodG, nodH
nodLMN, nodPQ y nodO intervienen en la determinacién de la
especificidad de hospedador. Anteriormente se habian agrupado
como genes hsn por "host-specific-nodulation” (Horvarth et al.,
1986) para diferenciarlos de los genes nod comunes; las mutaciones
en estos genes inducen reacciones anormales en el pelo radical en el
hospedador habitual, y a veces, inducen deformacién e incluso
curvatura en hospedadores desconocidos (Djordjevic, M. A. et al.,
1985b; Debellé y Sharma, 1986; Debellé et al., 1986). Estos genes no
estin conservados funcionalmente ya que no son intercambiables
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para los distintos hospedadores, alelos procedentes de distintos
rizobios (Kondorosi et al., 1984; Djordjevic, M. A. et al., 1985Db).

Muy recientemente se estd tratando de dilucidar la funcién
bioquimica de los genes nod. Se sabe que cuando los genes nodABC
estdn inducidos las células de Rhizobium exportan un factor que
afecta a la morfologia de la rafz y al crecimiento del pelo radical. El
papel concreto que cada gen nod comin o especifico desempefia en
la sintesis de este factor esti actualmente en estudio (Canter-
Cremers et al., 1986; Van Brussel et al., 1986; Cervantes et al., 1989;
Downie, 1989; Economou et al., 1989; Schwedock y Long 1989;
Lerouge et al., 1990).

ot

También se ha demostrado que la expresién constitutiva de un
gen que codifica la sintesis de una citoquinina (zeatina) en un
mutante nodABC, permite la induccién de la formacién de
pseudonédulos en la planta hospedadora (Long y Cooper, 1988).

Hirsch et al. (1989) han descrito que determinadas moléculas que
bloquean el transporte de auxinas, pueden inducir el desarrollo de
pseudonédulos en los que ya aparecen algunas nodulinas
tempranas, proteinas de la planta que se expresan unicamente en el
nédulo, en ausencia de bacterias. Todo esto parece indicar una
implicacién del balance hormonal en los mecanismos que conducen
a la morfogénesis del nddulo.

Por otro lado, la morfologia y funcionamiento de nédulos
inducidos por una bacteria cuyo gen nodD es activo en ausencia de
flavonoides sugiere que éstos pueden ser necesarios para el
funcionamiento ulterior del nédulo (Spaink et al., 1989).

La formacién del nédulo puede por tanto depender de la accién
de hormonas cuya sintesis sea inducida por la bacteria, o bien que
sean sintetizadas o modificadas por ella; y también parece posible
que los flavonoides jueguen un papel mis complejo que la simple
induccion de los genes nod.
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GENETICA DE LOS COMPONENTES DE LA SUPERFICIE
CELULAR.

La superficie celular de las bacterias pertenecientes al género
Rhizobium ha sido un elemento interesante desde hace tiempo ya
que se le asignaba un papel importante en las primeras etapas de
reconocimiento celular. Estudios genéticos recientes han puesto de
manifiesto la implicacién de determinadas caracteristicas
superficiales de la bacteria en momentos méis avanzados en la
interaccién simbidtica, durante el propio proceso de infeccion.

Entre estas caracteristicas superficiales se encuentran los
polisacdridos, los factores que intervienen en quimiotaxis y
motilidad, y otra serie de componentes de funcién desconocida que
pueden contribuir a la interaccién superficial planta-bacteria.

Se han descrito distintas clases de mutantes afectados en etapas
intermedias del desarrollo del nédulo: mutantes exo que carecen O
presentan alteraciones en el polisacirido extracelular o
exopolisacirido 4cido, mutantes Ips de lipopolisacirido y mutantes
ndv afectados en la sintesis de B-glucano ciclico. Estos tres tipos de
mutantes son capaces de estimular la formacién de estructuras
parecidas a nédulos que no son invadidos o que lo son sélo
ligéramente por la bacteria.

EXOPOQLISACARIDOS:

El exopolisacirido dcido (EPS) es sintetizado por todas las especies
del género Rhizobium, se trata de una molécula de gran tamafio
constituida por una subunidad octosacaridica de glucosa y galactosa
con sustituciones de grupos pirdvico, acético y succinico (Aman et
al., 1981).

En Rhizobium meliloti se han identificado doce loci que participan
en la sintesis del EPS (Leigh et al., 1985; Long, S. et al., 1988b) que
estan localizados en una regién de 22 Kb del segundo megapldsmido
(Finan et al., 1986), mientras que los genes nod y fix se localizan en
el primer megaplismido o pSym.
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Los mutantes de R. meliloti que no producen EPS inducen en
alfalfa pseudonédulos que carecen de bacteroides y no fijan
nitrégeno (Finan et al., 1985; Leigh et al., 1985). Los mutantes en
exoA, B, F, L, M, P, y Q no producen EPS; los mutantes en exoH
producen un EPS alterado que carece de grupos succinico y no
invaden el nédulo; los mutantes en exoK, N, G y J producen menos
EPS que la cepa silvestre y mientras que exoK y exoN f orman
nédulos fijadores de nitrégeno, exoG y exo/ forman nédulos
normales pero menos eficientemente que la cepa silvestre (Long, S.
et al., 1988b). Long, S. et al. (1988a) han demostrado que los
productos génicos de algungs genes exo (exoP, F y A) son proteinas
de membrana.

Ademis de los genes exo del segundo megaplismido se han
encontrado otros cuatro genes exo localizados en el cromosoma
(exoC, D, R y S). Los mutantes en exoC y exoD inducen en alfalfa
pseudonéduléé no fijadores de nitrégeno; los mutantes exoC no
sintetizan EPS mientras que los mutantes exoD sintetizan EPS pero
la produccién es menor que en la cepa silvestre. Los productos
génicos de exoR y exoS regulan negativamente la sintesis de EPS
(Doherty et al., 1988).

La naturaleza del bloqueo simbiético en los mutantes exo €S
desconocida Se ha especulado sobre si el EPS estd implicado en el
reconocimiento planta-bacteria, o por el contrario, actia como un
escudo protegiendo a la bacteria de una posible respuesta de
defensa de la planta. Otra posibilidad es que el EPS sea uno de los
constituyentes de la matriz del cordén de infeccidn.

Glazebrook y Walker (1989) han encontrado que R. meliloti tiene
la capacidad criptica de producir un segundo exopolisacdrido
(EPSII) bastante diferente al EPSI que produce normalmente. La
sintesis de EPSII se desencadena por una mutacién cromosémica en
expR y requiere la presencia de expA, C, D, E, F yG que se localizan
en el segundo megaplismido; asi mismo también se necesita el
producto génico de exoB. Este EPSII restablece la capacidad de
R. meliloti para nodular Medicago sativa, pero no para nodular
otros cuatro hospedadores naturales de la cepa estudiada. Estos
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datos sugieren una posible implicacién de los exopolisacdridos en la
determinacién del rango de hospedador. ‘

Se han descrito interrelaciones similares entre la sintesis de EPS
y el desarrollo del nédulo para las interacciones R. trifolii-trébol
(Chakravorty et al., 1982), R. leguminosarum-guisante (Borthakur
et al., 1986) y Rhizobium sp. NGR234-Leucaena (Chen et al., 19835;
Chen et al., 1988). Entre los polisacdridos producidos por R. meliloti
y Rhizobium sp. NGR234 existen semejanzas estructurales. Los
genes implicados en su sintesis son funcionalmente intercambiables
y la organizacién general de las regiones exo en ambas especies es
muy similar (Zhan et al. 1990).

En cambio los mutantes exo de R. fredii y R. phaseoli no se ven
afectados en simbiosis (Borthakur et al., 1986; Diebold y Noel, 1989;
Kim et al., 1989). Sin embargo, cuando se transfirieron mutaciones
exo::Tn5 de R. phaseoli a R. trifolii, los transconjugantes resultaron
simbiéticimente defectuosos (Diebold y Noel, 1988). Estos
resultados se han interpretado como una independencia en judia
del EPS, necesario en cambio para la simbiosis en trébol y guisante.
Otra posible explicacién seria que la cepa de R. phaseoli posee un
locus supresor que obvia la necesidad del EPS. Un caso parecido se
ha descrito en R. meliloti 41 que posee un locus, designado IpsZ *,
que suprime mutaciones exoB aparentemente sin restauracién de la
produccién del exopolisacdrido 4cido; IpsZ + es un locus implicado en
la sintesis de lipopolisacdrido en R. meliloti 41 (Signer et al., 1988;
Williams et al., 1990).

Otro punto a considerar es si la adicion de EPS durante la
inoculacién puede eliminar el bloqueo simbidtico en los mutantes
exo. De esta forma se ha restablecido en la interaccién R. trifolii-
trébol la capacidad simbidtica (Djordjevic, S. P. et al, 1987). Esto
sugiere que el EPS es necesario s6lo en etapas iniciales de la
invasién. En un principio no habian dado resultados tratamientos
anilogos en el sistema R. meliloti-alfalfa (Leigh et al., 1987).
Recientemente Battisti ef al. (1990) han presentado la correccién
parcial del defecto en la invasién del nédulo de los mutantes exo de
R. meliloti SU47, aiiadiéndoles el EPSII o la fraccién de bajo peso
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molecular del EPSI obtenidos "in vitro" y purificados a partir de la
cepa silvestre.

Recientemente en R. meliloti se ha descrito una pareja de genes
reguladores, exoX y exoF, localizados en el segundo megapldsmido
simbiético (Zhan y Leigh, 1990). Estos genes parecen estar
implicados en la inhibicién de la sintesis de EPS en bacteroides. Se
han descrito otros loci reguladores similares en R. phaseoli, psr y psi
(Borthakur et al.,, 1985; Borthakur y Johnston, 1987), y en
Rhizobium sp. NGR234, exoX y exoY (Gray et al., 1990).

LIPOPOLISACARIDOS:

ot

El lipopolisacirido es un importante constituyente de la
membrana externa de la bacteria e interviene en la interaccién
entre ésta y su medio externo. El LPS en R. leguminosarum,
R. trifolii y R. phaseoli esti constituido por una regién polisacaridica
relativanmiente conservada y un antigeno O variable.

Noel et al. (1986) obtuvieron por mutagénesis con Tn3 en
R. phaseoli un mutante incapaz de desarrollar un cordén de
infeccién normal en judia y designaron este fenotipo como Ndv-
(por "nodule development”). Como en estos mutantes el antigeno O
no se sintetizaba (Carlson et al., 1987) se deduce que si bien un LPS
completo no es fundamental para el reconocimiento y curvatura del
pelo radical al comienzo de la infeccién en judia, si que es
absolutamente necesario para mantener y completar el proceso de
infeccién. Los genes implicados en la sintesis de LPS en R. phaseoli
CFN42 se han clonado recientemente (Cava et al., 1989).

También por mutagénesis con Tn5 se han obtenido mutantes de
lipopolisacdrido en R. leguminosarum que carecen de antigeno O o
sintetizan un antigeno O alterado. Ademds tienen alterada la
motilidad e inducen nédulos no fijadores de nitrégeno en los que
muy pocas células vegetales estdn infectadas por bacteroides
(De Maag et al., 1989). En R. leguminosarum se ha demostrado que
los genes que intervienen en la produccién de LPS estan en el
cromosoma. Se han identificado al menos tres regiones genéticas
separadas en un fragmento de 20 Kb (Priefer, 1989).
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De forma similar los mutantes de B. japonicum que carecen del
antigeno O forman en soja cordones de infeccién que abortan
prematuramente (Maier y Brill, 1978; Puvanesarajah et al., 1987).

Existen varias hipétesis sobre la funcién del LPS durante la
simbiosis. La primera de ellas seria la posible funcién de proteccién
de la bacteria ante los mecanismos de defensa de la planta, bien en
las primeras etapas de la infeccién o en el momento de la liberacién
del cordén de infeccién. Otra posibilidad seria que el propio LPS
actuara como una sefial para la planta. Esta hipétesis estdi apoyada
por tests de coinoculacién con mutantes de Nod- y LPS- de
R. leguminosarum en los que se inducen ndédulos fijadores de
nitr6geno en Vicia hirsuta (Priefer, 1989).

B-1.2 GLUCANOS CICLICOS NEUTROS:

Ademids del lipopolisacdrido y el exopolisacdrido los rizobios
prodilcen un oligosacdrido ciclico particular denominado B-1,2
glucano (Zevenhuizen y Scholten-Koerselman, 1979; York et al,
1980). Esta molécula es un anillo de aproximadamente 20 residuos
de glucosa unidos mediante enlace B-(1->2) y que generalmente no
llevan sustituciones. El B-1,2 glucano se puede aislar tanto del
medio extracelular como del espacio peripldsmico de la bacteria
(Abe et al., 1982; Miller et al., 1986). |

Sutherland (1985) ha propuesto que los glucanos ciclicos B-(1->2)
son una caracteristica hasta ahora sélo descrita para los géneros
Rhizobium y Agrobacterium.

Las bacterias pertenecientes al género Agrobacterium son
patégenos de plantas que inducen tumores en una gran variedad de
dicotiledéneas. La mayoria de los genes necesarios para la
virulencia (vir) de Agrobacterium tumefaciens se han localizado en
un plidsmido denominado pTi (Klee et al., 1983). Las mutaciones en
genes vir impiden la transformacién oncogénica de la planta,
presumiblemente interfiriendo en la transferencia de otra regién
del plismido Ti llamada T-DNA que codifica enzimas implicadas en
la produccién de fitohormonas (Akiyoshi et al., 1984; Inze et al.,
1984; Schroeder et al., 1984). Ademis de los genes plasmidicos vir
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se han descrito dos loci muy préximos localizados en el cromosoma
de Agrobacterium (Douglas et al., 1985), estos loci designados chvA
y chvB presentan la caracteristica de que las mutaciones originadas
en cualquiera de ellos conducen a la pérdida de la capacidad de las
agrobacterias para unirse a las células de la planta e inducir la
formacién de tumores.

Dylan et al. (1986) han identificado genes simbiéticos esenciales
en R. meliloti que estin relacionados estructural y funcionalmente
con los genes de virulencia cromosémicos (chv) de A. tumefaciens.
Las mutaciones en las regiones equivalentes a chvA y chvB en
R. meliloti originan mutantes. que inducen la formacién en alfalfa de
‘pseudonédulos que carecen de bacteroides, no tienen cordén de
infeccién y por tanto no fijan nitrégeno. Los loci de Rhizobium se
designaron como ndv por ser requeridos para el desarrollo del
nédulo ("nodule development") siguiendo el ejemplo de
Vandenbosch et al. (1985). Miiller et al. (1988b) han aislado
mutantes de R. meliloti 2011 mediante mutagénesis con Tn5 que
también inducen pseudonédulos en alfalfa y que producen
cantidades de EPS superiores a las de la cepa silvestre, siendo
ademds un EPS carente de sustituciones piruvato. Estas mutaciones
mapean en un fragmento Eco RI de 6.4 Kb del cromosoma que
presenta alta homologia con ndvB (Miiller et al., 1988a).

En seis especies diferentes de Rhizobium y en Bradyrhizobium, se
han detectado por hibridacién y se ha demostrado la localizacién
cromos6mica de secuencias homélogas a los genes ndv de R. meliloti
(Dylan et al., 1986; Coronado et al., 1989).

Los loci chvAB y ndvAB estin relacionados con la capacidad de
las bacterias de sintetizar y exportar B-1,2 glucano ciclico. El B-1,2
glucano en Agrobacterium se sintetiza por transferencias sucesivas
de unidades de glucosa desde UDP-glucosa a una proteina
intermediaria unida a membrana, cuyo tamaiio molecular es de
235 KDa (Zorreguieta et al., 1985; Zorreguieta y Ugalde, 1986). Esta
proteina no existe en mutantes chvB (Zorreguieta y Ugalde, 1986),
y se ha visto que una proteina similar actia como intermediario en
la sintesis de B-1,2 glucano en R. meliloti (Zorreguieta y Ugalde,
1986; Geremia et al., 1987). Los genes estructurales que codifican

19



para la proteina de 235 KDa en Rhizobium y Agrobacterium son
ndvB y chvB respectivamente (Zorreguieta et al., 1988; Ielpi et al.,
1990). ‘

Para ndvA y chvA se ha propuesto la funcién de excrecién del B-
1,2 glucano ciclico. La secuencia de ndvA revela la presencia de un
solo ORF (secuencia abierta de lectura) que codifica una proteina de
67 KDa que presenta homologia con un gran nimero de proteinas
transportadoras que unen ATP, tal es el caso de HlyB de Escherichia
coli implicada en el transporte de hemolisinas, o el producto de mdr
en células de mamifero (Stanfield et al., 1988). De igual forma la
secuencia de chvA revela que su producto génico puede incluirse
perfectamente en esta familia de proteinas de transporte (Cangelosi
et al.,, 1989). Estudios bioquimicos en mutantes chvA ponen de
manifiesto que pese a conservar actividad la proteina intermediaria
de 235 KDa, la bacteria no secreta el B-1,2 glucano sino que acumula
una molécula alterada del mismo-(Ifion de Iannino y Ugalde, 1989).

Los B-1,2 glucanos ciclicos producidos por Agrobacterium 'y
Rhizobium son muy similares a los oligosaciridos derivados de
membrana (MDO) de E. coli en cuanto a su localizacién, tamaiio
molecular y tipo de uniones. Miller et al. (1986) han sugerido un
papel general' para los oligosaciridos peripldsmicos a nivel de
adaptaciéon osmética en bacterias gram negativas. Dylan et al.
(1990a) han demostrado que cuando R. meliloti se cultiva en un
medio de baja osmolaridad acumula B-1,2 glucano en el periplasma.
Los mutantes ndv que no pueden acumularlo, cuando se cultivan en
condiciones de baja osmolaridad reducen su tasa de crecimiento y
sufren una serie de cambios fenotipicos indicativos de una
superficie celular alterada. Por ejemplo, la disminucién significativa
de la motilidad y del nimero de flagelos con respecto a la cepa
silvestre, asi como distinto comportamiento frente a determinados
fagos y antibiéticos hidréfobos. Cangelosi et al. (1990) han
observado estos mismos fenémenos en mutantes chv de
Agrobacterium. Cuando los mutantes ndv o chv se cultivan en
medios de alta osmolaridad, desaparecen los cambios fenotipicos
superficiales pero no se recupera la capacidad simbidtica o 1la
virulencia.
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Actualmente no se conoce la implicacién directa del B-1,2 glucano
en la simbiosis. Podria pensarse que se trata de una seiial molecular
que puede requerirse una vez que la bacteria penetra en la planta
ya que esta molécula se puede encontrar también en el fluido
extracelular. Sin embargo, existen indicios que sugieren que el p-1,2
glucano, per se, no es necesario para la simbiosis como es el hecho
del aislamiento de pseudorevertientes de mutantes ndvB que no
producen el oligosacdrido y en cambio forman nédulos fijadores de
nitrégeno (Dylan et al., 1990b). '

En la simbiosis R. trifolii-trébol se ha comprobado que la adicién
de B-1,2 glucano incrementa la cinética de nodulacién y estimula la
formacién de cordones de infecci6én aunque se usaron niveles
mucho més elevados que los que se encuentran normalmente en el
sobrenadante de los cultivos (Abe et al.,, 1982). En el caso de
R. meliloti la adicién de B-1,2 glucano durante la inoculacién de la
semilla con la cepa silvestre también aumenta la cinética de
nodulacién y dobla el nimero de nédulos. En cambio la adicién del
oligosacdrido en la inoculacién con mutantes ndv no corrige su
defecto simbiético, aunque ésto no puede excluir la posibilidad de
que sea necesaria una secrecién localizada de fB-1,2 glucano en
algin momento posterior a la entrada en la planta. Estos datos
sugieren que esta molécula no es absolutamente esencial para una
nodulacién efectiva pero puede estar implicada en la eficiencia del
proceso (Dylan et al., 1990b).

GENES IMPLICADOS EN LA FIJACION DE NITROGENO Y EL
METABOLISMO DEL BACTEROIDE.

Una vez que la bacteria ha invadido con éxito el tejido del nédulo
y se encuentra en el citoplasma de la célula vegetal, deben darse
una serie de condiciones bioquimicas y fisiolégicas para que tenga
lugar la fijacién de nitrégeno. La primera de ellas y quizds la mds
importante es el hecho de que el enzima nitrogenasa se inactiva de
manera irreversible por el oxigeno mientras que los rizobios son
aerobios obligados. La segunda es el consumo masivo de ATP por
parte del bacteroide durante la fijacién de nitrégeno. Y la tercera es
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que la bacteria necesita de un aporte constante de nutrientes
inorgdnicos y compuestos carbonados y de un flujo hacia la planta
de amonio que debe ser asimilado por ésta eficientemente.

Se ha identificado un gran nimero de genes que intervienen en
estas iultimas etapas del establecimiento de la simbiosis. Son los
genes estructurales de la nitrogenasa, genes implicados en la
sintesis y procesamiento de cofactores y donadores de electrones,
asi como genes relacionados con la diferenciacién del bacteroide y la
sintesis del grupo hemo para la produccién de leghemoglobina. La
leghemoglobina es una proteina especifica del nédulo que actda
como regulador de la concentracién de oxigeno (Appleby, 1984). Se
produce de forma coordinada por la bacteria y por la planta; la
planta aporta la apoproteina y la bacteria el grupo hemo (Leong et
al.,, 1982; Guerinot y Chelm, 1986). El primer gen en la ruta
biosintética del grupo hemo (hemA) se ha aislado y caracterizado en
B. japonicum (Mc Clung et al., 1987; Somerville y Chelm, 1988).-.

La localizacién y organizacién de los genes nif y fix es muy
variada. En R. meliloti los genes nif estructurales y otros genes nify
fix estan localizados en varios "clusters” dispersos a lo largo de una
region de 200 Kb del pSym. En R. leguminosarum, R. trifolii y
R. phaseoli se presentan mis estrechamente ligados los genes nif y
fix, y en Bradyrhizobium se localizan en el cromosoma como el resto
de los genes simbiéticos. Los genes nod se encuentran ligados
normalmente a uno de los "clusters” nif-fix. Los mutantes en genes
nif y fix son capaces de inducir la formacién del nédulo, pero estos
nédulos no fijan nitrégeno.

Los genes estructurales de la nitrogenasa, nifHDK, se identificaron
en base a su homologia con los genes nif de Klebsiella (Ruvkun y
Ausubel, 1980; Praskash et al., 1981; Corbin et al., 1982) y se han
encontrado en todas las estirpes de Rhizobium, Azorhizobium 'y
Bradyrhizobium. Otros genes descritos en R. meliloti,
R. leguminosarum y B. japonicum son nifN, nifE y nifB que
participan en la sintesis del cofactor de hierro-molibdeno (FeMoco)
(Buikema et al., 1987; Ebeling et al., 1987; Hontelez et al., 1987). En
B. japonicum la organizacién de los genes nif es caracteristica, ya
que nifH se presenta por separado del operén nifDK (Kaluza et al.,
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1983). Otro caso particular interesante es el de R. phaseoli que
presenta miiltiples copias de los genes nif (Quinto et al., 1985;
Sober6n-Chdvez et al., 1986). Entre los genes nif se encuentra como
elemento importante el gen nifA que actia activando Ila
transcripcién del operén nifHDK y otros operones (Szeto et al.,
1987).

Otros genes que se requieren para la fijacién simbiética de
nitrégeno y no tienen su equivalente en K. pneumoniae son fixABC
(Fuhrmann et al., 1985; Earl et al., 1987; Grénger et al., 1987), fixF
(Aguilar et al., 1985), fixGHI (Kahn et al., 1989), fixR (Thony et al.,
1987), fixK y fixN (Renalier. et al., 1987; Batut et al, 1989) y los
genes reguladores fixLJ (David et al., 1988). La activacién simbidtica
de los genes nif en R. meliloti es bien distinta a la activacién de los
genes nif en K. pneumoniae; aunque en ambos casos esta activacién
es dependiente de nifA. En R. meliloti, nifA no es activado por ntrC
(Szeto et al., 1987), la expresién de nifA es dependiente de la
existencia de bajos niveles de oxigeno (Ditta et al., 1987) cuyo
efecto es mediado por gemes fix (David et al., 1987, 1988; Virts et
al., 1988). Estos genes fix se han secuenciado e identificado como
dos genes, fixL y fixJ, cuyos productos pertenecen a la clase de
proteinas reguladoras que actian conjuntamente. Una como sensor
de modificaciones del medio (FixL) que transmite una sefial al
componente regulador (FixJ) que a su vez origina la respuesta
normalmente a nivel transcripcional (Nixon et al., 1986; David et al.,
1988). El operén fixLJ estd situado en el megapldsmido simbidtico
pero distante del "cluster” nod-nif. Hertig et al. (1989) han
demostrado que FixJ es el activador transcripcional de fixK y nifA.
La activacién de la expresién de ambos genes responde a los niveles
de oxigeno. Por tanto la hipétesis mids acertada seria que FixL fuese
un sensor de la concentracién de oxigeno. Philip et al. (1990)
usando E. coli como un hospedador heter6logo han puesto de
manifiesto que en presencia de FixL, la activacién de los promotores
de fixK y nifA mediada por Fix]J responde a condiciones de
microaerobiosis, ésto indica que FixL es un sensor de oxigeno.

Mediante mutagénesis al azar con TnS seguida de ensayo en
planta, se han identificado otros loci fix de localizacién tanto
plasmidica como cromosémica, que controlan el desarrollo del
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n6édulo (Forrai et al.,, 1983; Kondorosi et al., 1984). Putnoky et al.
(1988) estudiando 64 mutantes Fix- de R. meliloti, obtenidos por
este sistema, han descrito cuatro loci fix (fix2, fix23, fix525 y
fix2153) cuyas mutaciones conducen a la falta de expresién de
nodulinas tardias. Recientemente Putnoky et al. (1990) han
demostrado que la regién fix23 estd implicada en la sintesis de
lipopolisacdrido (LPS). Las mutaciones en esta regién originan
mutantes Fix- en la estirpe AK631, un derivado de R. meliloti 41
deficiente en la sintesis de exopolisacidrido (EPS). Sin embargo estas
mutaciones no afectan el fenotipo en planta de la cepa silvestre; lo
que implica la necesidad de la doble mutacién para detectar el
fenotipo Fix-. Estos resultados parecen indicar que el EPS y el LPS
proporcionan una informacién equivalente a la planta hospedadora.

Otros loci que intervienen en el funcionamiento perfecto de la
simbiosis son los responsables del transporte de 4cidos
dicarboxilicos tales como fumarato, malato y succinato. Los
mutantes de distintos rizobios en estos loci denominados dct
("dicarboxilic transport") inducen la formacién de nédulos no
fijadores de .nitrégeno (Ronson et al., 1984; Engelke et al., 1987;
Finan et al., 1988; Watson et al., 1988). Los loci dct estan localizados
en el segundo megaplismido simbiético en R. meliloti (Finan et al.,
1988) y su expresién depende de ntrA (Ronson et al., 1987).
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Homologia interespecifica de genes ndv en Rhizobium

y Bradyrhizobium spp.
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INTRODUCCION,

Una caracteristica comin en las bacterias pertenecientes a la
familia Rhizobiaceae es la de presentar plismidos de gran tamafio,
que son en parte responsables de los efectos que la bacteria
produce en la planta.

En las especies del género Rhizobium, la mayoria de los genes que
intervienen en el proceso de la nodulacién y de la fijacién de
nitrégeno se encuentran localizados en plismidos de elevado peso
molecular (Nuti et al., 1979; Brewin et al., 1980; Banfalvi et al.,
1981; Hooykaas et al., 1981). A estos plismidos se les ha
denominado plismidos Sym por simbiéticos. ‘

Aunque los pldsmidos simbiéticos son los elementos genéticos
donde se encuentra localizada la mayor parte de la informacién
necesaria para el establecimiento” 'de Ia simbiosis, esto no excluye
que otros elementos genéticos' puedan llevar informacién
simbiética. De hecho se ha visto que otros loci simbiéticos mapean
en el cromosoma (Noel et al., 1984; Dylan et al., 1986) o en otros
pldsmidos (Toro y Olivares, 1986; Finan et al., 1986; Martinez et al.,
1987). En especies de Bradyrhizobium y Azorhizobium la
informacién genética simbidtica yace en el cromosoma (Noti et al.,
1985; Van den Eede et al., 1987).

En distintas especies del género Rhizobium, se han identificado
pldsmidos cuyo tamafio molecular oscila entre 90 y 450 MDa. En
Rhizobium meliloti se han encontrado plidsmidos con tamaifio
molecular estimado alrededor de 1.000 MDa. En Rhizobium trifolii
RS800 se han descrito tres pldsmidos de tamafio molecular 190, 280
y 470 MDa. Resultados recientes (B. Sanchez, sin publicar) obtenidos
usando la nueva técnica electroforética de campo pulsante parecen
indicar que el pldsmido de 470 MDa es doble. Algunas razas de
Bradyrhizobium japonicum también tienen plismidos grandes,
mientras que otras aparentemente carecen de ellos. Normalmente el
nimero de plismidos dentro de una especie varia de uno a seis, lo
que representa aproximadamente el 25% del total de ADN de
Rhizobium. Por tanto una elevada proporcién de la capacidad
codificante de una raza se encuentra en el "pool" extracromosémico.
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Mientras que la capacidad de los rizobios para inducir nédulos
fijadores de nitr6geno en plantas leguminosas viene determinada
por la presencia de plismidos Sym, la formacién de tumores en
plantas dicotiledéneas por agrobacterias estd mediada por
plasmidos Ti. Estos pldsmidos Ti tienen capacidad codificante para
la mayorfa de las funciones implicadas en la patogenicidad de
Agrobacterium. Sin embargo, resultados de mutagénesis han
demostrado que genes cromosémicos de Agrobacterium
tumefaciens son también necesarios para la virulencia (Garfinkel et
al., 1980). La regién de virulencia cromosémica incluye dos loci
distintos denominados chvA--y chvB (Douglas et al., 1985).

En R. meliloti se han identificado dos loci -esenciales para la
simbiosis que han sido designados ndvA y ndvB relacionados
estructural y funcionalmente con chvA y chvB (Dylan et al., 1986).
Mediante andlisis por hibridacién se han encontrado secuencias
homélogas a chvA y chvB en el genomio de cuatro especies de
Rhizobium de crecimiento ridpido. En las especies Rhizobium
leguminosarum y Rhizobium phaseoli se ha determinado que estas
secuencias no se encuentran en el plismido simbiético (Dylan et al.,
1986).

En el presente Capitulo se muestra la homologia interespecifica
de genes ndv en bacterias pertenecientes a los géneros Rhizobium y
Bradyrhizobium usando como sondas los loci ndvA y ndvB
pertenecientes a R. meliloti 102F34. Las hibridaciones se han
realizado frente a ADN total de las distintas cepas; se realizaron tres
digestiones con tres endonucleasas diferentes para hacer un andlisis
del nimero de copias presentes de cada gen. Otro objetivo de
nuestro estudio ha sido la determinacién de la localizacién genémica
de loci ndv en las distintas especies objeto de este trabajo; para ello
los pldsmidos de las distintas cepas se aislaron mediante
electroforesis en gel de agarosa y se hibridaron posteriormente
frente a sondas ndvA y ndvB.
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TABLA 2.1. Bacterias y pldsmidos.

A. Estirpes silvestres de Rhizobium

Referencias

R. trifolii RS800

R. phaseoli CIAT899
R. phaseoli CFNA42
R. phaseoli 8002

R. meliloti AK631
R. meliloti L5-30

R. leguminosarum T83K3

R. fredii USDA193

Rhizobium sp. NGR234
B. japonicum RCR3407

Megias et al. (1988)
Vargas et al. (en prensa)
Flores et al. (1987)

Lamb er al. (1982)

A. Kondorosi

J. Denarié

A. W. B. Johnston
Praskash et al. (1984)
Trinick (1980)

J. Day

B. Estirpes Nod- de Rhizobium

R. trifolii RS636

R. trifolii RS1042
R. phaseoli RSP900
R. phaseoli CFN2001

derivada curada del pSym
derivada deletada del pSym
derivada curada del pSym
derivada curada del pSym

Este laboratorio
Rodriguez-Q. et al. (1989)
M. Megias

R. Palacios

C. Estirpes de Agrobacterium tumefaciens

A-136
GMI9023

derivada curada pTi- de C58

derivada curada (pTa-, pTi’)
de la estirpe C58

Schmidhauser et al. (1985)
C. Rosenberg

D. Escherichia coli

HB101

hsdS, hsdM, pro, leu, thi,
gal, lacY, recA, str

G. Ditta

E. Plismidos

pTy20

pDOB13

pPP346

pCHKS57

derivado de pUC19 portador
del gen ndvB de R. meliloti
102F34
derivado de pUC19 portador
del gen ndvA de R. meliloti
102F34

Dylan et al. (1986)

Stanficld et al. (1988)

derivado de pLAFR1 portador Putnoky et al. (1986)

de hsn y nod comunes de
R. meliloti 41

derivado de pGS926 portador
de una fusién LacZ con la
regién promotora de nifA
de R. meliloti 102F34

Ditta et al. (1987)
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MATERIAL XY METODOS,

B i ladsmi
Las bacterias y pldsmidos utilizados en este trabajo se describen
en la Tabla 2.1.

Medi Jici | 14

Las cepas de R. meliloti se cultivaron a 30°C en medio YTA (Orosz
et al.,, 1973). Los restantes rizobios se cultivaron a 30°C en medio
TY (Beringer et al., 1974). Escherichia coli se cultivd a 37°C en
medio LB (Kahn et al., 1979). A. tumefaciens se cultivé en medio LB
a 30°C. El medio LB en ocasiones se suplement6 con 100 pg/ml de

ampicilina.

Aislamiento de ADN,

El ADN plasmidico se aislé por el procedimiento de:lisis alcalina
(Birnboim y Doly, 1979) y posteriormente se purific6 mediante
gradiente de densidad en cloruro de cesio y bromuro de etidio.

La extraccion de ADN genémico total de las cepas de Rhizobium y
Agrobacterium se realizé segin describe Better ez al. (1983). 10 ml
de un cultivo de 12 h en medio rico se centrifugaron a 8.000 rpm
durante 10 min. Las células se resuspendieron en 2 ml de TE
(50 mM Tris-CIH, pH 8.0, 20 mM EDTA). Se afiadieron 2.5 ml de
Sarkosyl al 2% en TE y 0.5 ml de Pronasa a 5 mg/ml en TE
(predigerida a 37°C durante 90 min, conservada a -20°C). Se
incubaron a 37°C de 30 a 60 min hasta observar que la lisis era
completa, se agitaron vigorosamente durante dos min y se realizd
una extraccién con fenol saturado con NaCl al 3% y otra con
cloroformo. Las muestras se dializaron frente a tamp6n DSB (6 mM
Tris-ClH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA) durante 24 h, con
cuatro o cinco cambios de tampén, a temperatura ambiente. La
soluciéon de ADN se transfiri6 a un tubo de vidrio, se afiadié NaCl
hasta una concentracién final 0.2 M y se precipité a -20°C
afiadiendo igual volumen de isopropanol. Después de centrifugar a
10.000 rpm durante 15 min se sec6é el "pellet” y se disolvié el ADN
en 0.5 ml de DSB.
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Deteccién de pldsmidos en gel de agarosa,

El ADN plasmidico de las distintas cepas de Rhizobium estudiadas,
se detecté mediante electroforesis en gel de agarosa por el
procedimiento de lisis en el pocillo de Eckhardt (1978), modificado
por Rosenberg et al. (1982). Los geles horizontales de agarosa se
prepararon al 0.6% en tampén TBB (Rosenberg et al., 1982), con el
sistema de doble pocillo y se cubrieron con 2 mm de tampdn. Los
geles se sometieron a electroforesis durante 1 h a 20 V 'y 3 h a 100
V. Después de teiiir el ADN con bromuro de etidio se visualizé a la
luz ultravioleta y fotografio.

o

Enzim i

Las endonucleasas de restriccion se compraron a Boehringer
Mannheim y se usaron de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. El desoxinucleétido marcado radiactivamente (32P-
-dCTP) fué suministrado por Amersham.

“Andlisis de hibridacién,

El ADN genémico de las cepas de Rhizobium se digiri6 con
distintas endonucleasas, se separ6 en geles de agarosa al 0.7% y se
transfirié a filtros de nitrocelulosa (Millipore.HA, 0.45 pm) mediante

el procedimiento de Southern (1975).

Las sondas de ADN preparadas por "nick-translation” (Meade et
al., 1982) se hibridaron durante una noche a 37°C en
5XSSC/50% v/v formamida, conteniendo 100 pg/ml de heparina.
Posteriormente se lavaron y procesaron para autoradiografia.
(1XSSC = 0.15 M cloruro sédico, 0.015 M citrato sédico, pH 7.0).

Los geles horizontales con el ADN plasmidico de las distintas
cepas de Rhizobium y Agrobacterium se usaron para transferencia a
filtros de nitrocelulosa e hibridacién tal como se ha descrito para el
ADN genémico. Después de la electroforesis, el ADN fué hidrolizado
parcialmente por depurinacién 4cida mediante tratamiento del gel
durante 15 min en 4cido clorhidrico 0.25 M a temperatura
ambiente, antes de la desnaturalizacién alcalina. Esta rotura
inducida por 4cido ayuda a la transferencia de fragmentos de ADN
de gran tamafio.
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RESULTADOS,

Como sondas en la hibridacién frente a ADN gendémico de
Agrobacterium, Bradyrhizobium japonicum 'y seis especies
diferentes de Rhizobium, que se relacionan en la Tabla 2.1, se
usaron fragmentos de ADN pertenecientes a los loci ndvA y ndvB
de Rhizobium meliloti.

Hibridacién con ndvA.

La sonda ndvA es un fragmento Sall de 2.7 Kb, perteneciente al
locus ndvA de R. meliloti 102F34, clonado en el sitio Sall de pUCI19
(pDOB13, Tabla 2.1).

Como puede observarse en la Figura 2.1, en las seis especies de
Rhizobium de crecimiento rdpido estudiadas se encuentran
presentes fragmentos de ADN homélogos a ndvA: Rhizobium trifolii
(lineas 1-3), Rhizobium meliloti (lineas 4 y 5), Rhizobium phaseoli
(lineas 6-9), Rhizobium leguminosarum (linea 10), Rhizobium fredii
(linea 11) y Rhizobium sp. NGR234 (linea 13). En la linea 12 se
muestra la hibridacién de la cepa de crecimiento lento de
Bradyrhizobium japonicum RCR3407. En las lineas 14 y 15 se
observa la hibridacién de ndvA frente a ADN genémico de
Agrobacterium.

Se encontraron sefiales intensas de hibridacién para todas las
cepas, siendo las mds fuertes para R. meliloti, R. trifolii, R. fredii y
B. japonicum. No se encontraron bandas de hibridacién en el ADN
genémico de E. coli (Tabla 2.2, Figura 2.1).

En la mayoria de las especies estd presente una banda inica,
especifica y fuertemente homéloga. Sé6lo R. meliloti AK631 y
Rhizobium sp. NGR234 presentan mis de una banda,
presumiblemente debido a reiteracién de la secuencia, ya que estas
bandas aparecen tras la digestién con tres endonucleasas distintas:
EcoRI, Hindlll y BamHI (Tabla 2.3, Figura 2.1).
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TABLA 2.2. Homologia de genes ndv en distintas especies
de Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium y en E. coli.

Estirpes ndvA ndvB
R. trifolii RS800 ++++ ++++
R. trifolii RS634 ++++ +4+++
R. trifolii RS1042 ++++ 44+
R. phaseoli CIAT899 +++ +++
R. phaseoli RSP900 +++ +++
R. phaseoli CFN42 +++ ++
R. phaseoli CFN2001 +++ ++
R. meliloti 1.5-30 ++++ ++++
R. meliloti AK631 ++++ ++++
R. leguminosarum T83K3 +++ ++
R. fredii USDA193 ++++ ++
Rhizobium sp. NGR234 +++ ++++
B. japonicum RCR3407 ++++ +
A. tumefaciens A136 +++ ++++
A. tumefaciens GMI9023 +++ ++++

E. coli HB101 -- --

+ indica sefial de hibridacién positiva. El nimero de cruces hace
referencia a la intensidad de la seiial.
-- indica que no se detecta hibridacién.
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Figura 2.1. Hibridacién de ADN ndvA especifico
perteneciente a Rhizobium meliloti 102F34 frente a ADN
total de otras especies y cepas de Rhizobium,
Bradyrhizobium y Agrohacterium. Panel 1. A: ADN total de las
distintas cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium y Agrobacterium
digerido con EcoRI. Linea 1(RS800), linea 2(RS636), linea 3(RS1042),
linea 4(AK631), linea 5(L5-30), linea 6 (CIAT899), linea 7(RSP900),
linea 8(CFN42), linea 9(CFN2001), linea 10 (T83K3), linea
11(USDA193), linea 12(RCR3407), linea 13(NGR234), lineca 14 (A-
136), linea 15(GMI9023). B: Autoradiografia del filtro al que se ha
transferido el ADN del gel A, tras la hibridacién con la sonda ndvA.
Las puntas de flecha en el margen izquierdo indican los fragmentos
obtenidos por digestion de ADN del fago lambda con HindIIl. Panel
2. A: ADN total de las distintas cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium
y Agrobacterium digerido con BamHI, dispuesto en el mismo orden
que en el panel 1. A. B: Hibridacién con la sonda ndvA de la
digestion de ADN total que se muestra en el panel 2. A. Panel 3. A:
ADN total de las distintas cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium
digerido con HindIll, dispuesto en el mismo orden que en el panel
1. A. B: Hibridacién con la sonda ndvA de la digestién de ADN total
que se muestra en el panel 3. A.
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Hibridacis 0 ndvB

La sonda ndvB es un fragmento EcoRI de 6.2 Kb, que contiene casi
la totalidad del locus ndvB de R. meliloti 102F34, clonado en el sitio
EcoRI de pUC19 (pTy20, Tabla 2.1).

Con esta sonda se detect6 homologia en todas las especies y cepas
estudiadas, con la excepcién de E. coli HB101. R. trifolii, R. meliloti,
Rhizobium sp. NGR234 y Agrobacterium dieron la sefial mds fuerte;
mientras que R. phaseoli, R. leguminosarum, R. fredii y B. japonicum
presentaron bandas de hibridacién de menor intensidad (Tabla 2.2,
Figura 2.2).

it

Salvo para R. trifolii y R. phaseoli CIAT899 sé6lo se ha detectado
una unica copia de ndvB en todas las cepas de Rhizobium 'y
Bradyrhizobium (Tabla 2.3, Figura 2.2).

Localizacién cromosémi ene

Para demostrar la localizacién genémica de ndvA y ndvB, el ADN
plasmidico de las distintas especies de Rhizobium se separd
mediante electroforesis en gel de agarosa. Una vez transferido a
filtros de nitrocelulosa se hibridé frente a las sondas ndvA y ndvB
anteriormente descritas, marcadas con 32P-dCTP por "nick-
translation”. En ninguna de las cepas se encontré hibridaciéon en las
bandas de ADN plasmidico. La fuerte homologia detectada en los
pocillos indica la localizaciéon cromosémica de los loci ndv.

Como controles positivos de hibridacién en pldsmido, se usaron
una sonda nifA y otra nod comin. En ambos casos se detect6
hibridaciéon tanto en el pocillo como en la banda correspondiente al
plismido simbidtico de cada cepa estudiada. La Figura 2.3 muestra
las autoradiografias obtenidas para R. trifolii RS800 como ejemplo
de los resultados sefialados.

DISCUSION,

En el presente Capitulo se muestra la homologia interespecifica
de los genes ndv en los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium. Estos
resultados se han obtenido usando sondas que contienen los genes
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TABLA 2.3. Reiteracién de genes ndv en distintas especies
de Rhizobium y Bradyrhizobium.

r x4

Estirpes Nimero de Nimero de
copias de ndvA copias de ndvB

R. trifolii RS800 1 3
R. phaseoli CFN42 1 1
R. phaseoli CIAT899 1 2
R. meliloti L15-30 1 1
R. meliloti AK631 2 1
R. leguminosarum T83K3 1 1
R. fredii USDA193 1 1
Rhizobium sp. NGR234 3 1
B. japonicum RCR3407 1 1

Estos valores se obtuvieron mediante hibridacién de las sondas
ndvA y ndvB frente a ADN genémico correspondiente a cada una
de las cepas estudiadas, digerido con tres endonucleasas
diferentes.
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Figura 2.2. Hibridacién de ADN ndvB especifico
perteneciente a Rhizobium meliloti 102F34 frente a ADN
total de otras especies y cepas de Rhizobium,
Bradyrhizobium y Agrobacterium. Panel 1. A: ADN total de las
distintas cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium y Agrobacterium
digerido con EcoRI. Linea 1(RS800), linea 2(RS636), linea 3(RS1042),
linea 4(AK631), linea 5(L5-30), linea 6 (CIAT899), linea 7(RSP900),
linea 8(CFN42), linea 9(CFN2001), linea 10 (T83K3), linea
11(USDA193), linea 12(RCR3407), linea 13(NGR234), linea 14 (A-
136), linea 15(GMI9023). B: Autoradiografia del filtro al que se ha
transferido el ADN del gel A, tras la hibridacién con la sonda ndvB.
Las puntas de flecha en el margen izquierdo indican los fragmentos
obtenidos por digestion de ADN del fago lambda con HindIIl. Panel
2. A: ADN total de las distintas cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium
y Agrobacterium digerido con BamHI, dispuesto en el mismo orden
que en el panel 1. A. B: Hibridacién con la sonda ndvB de la
digestién de ADN total que se muestra en el panel 2. A. Panel 3. A:
ADN total de las distintas cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium 'y
Agrobacterium digerido con Hindlll, dispuesto en el mismo orden
que en el panel 1. A. B: Hibridacién con la sonda ndvB de la
digestién de ADN total que se muestra en el panel 3. A.
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ndvA y ndvB pertenecientes a R. meliloti 102F34. Dylan et al.
(1986) usando sondas chvA y chvB pertenecientes a Agrobacterium
tumefaciens, han estudiado homologia en R. meliloti, R. trifolii,
R. leguminosarum, R. phaseoliy B. japonicum. Sus resultados
sefialan la presencia de fragmentos de ADN homélogos a chvA y
chvB en el genomio de los cuatro rizobios de crecimiento rdpido. Por
el contrario, no se detecta hibridacién significativa en la cepa de
Bradyrhizobium japonicum estudiada. Nosotros hemos usado sondas
ndvA y ndvB para detectar homologia de ndv en otras cepas bien
caracterizadas de estos cuatro rizobios de crecimiento rdpido, mds
una cepa de R. fredii, 1a cepa NGR234 de Rhizobium sp., asi como la
de crecimiento lento B. japonicum RCR3407.

‘Los resultados revelan que ndvA esti presente en todas las cepas
de Rhizobium y Bradyrhizobium. La secuencia ndvA exhibe fuerte
homologia en todos los rizobios estudiados, incluso en la cepa de
crecimiento lento. En B. japonicum USDA110 no se encontré
homologia usando chvA como sonda (Dylan et al., 1986). En el
presente estudio, usando otra sonda homéloga pero diferente a
chvA (ndvA), frente a otra cepa de B. japonicum (RCR3407), hemos
detectado homologia en el genomio de la bacteria de crecimiento
lento (Figura 2.1, linea 12).

Las hibridaciones con ndvB indican fuerte homologfa para la
mayoria de las especies de Rhizobium. Se detectaron sefiales menos
intensas en R. phaseoli, R. leguminosarum y R. fredii. La sefial mdis
débil correspondié a B. japonicum RCR3407. Estas diferencias en
intensidad de hibridacién no son debidas a diferencias en la
concentracién de ADN, ya que en todos los casos se usaron
cantidades iguales de ADN digerido con la correspondiente enzima.

También se ha investigado la existencia de posibles reiteraciones
de los loci ndv. Tras la digestién del ADN genémico de cada cepa con
tres endonucleasas diferentes (EcoRI, BamHI yHindIIl), y posterior
hibridacién con las sondas ndv, concluimos que en la mayoria de las
especies y cepas, no esti reiterado ndvA. Las excepciones son
Rhizobium sp. NGR234 que presenta tres repeticiones y R. meliloti
AK631 que muestra dos (Tabla 2.3, Figura 2.1). En el caso de ndvB,
los resultados sugieren que R. trifolii presenta tres repeticiones
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Figura 2.3. Localizacién cromosémica de genes ndv en
Rhizobium trifolii RS800. Panel A: Separacién de plismidos en
gel de agarosa en dos cepas de R. trifolii (técnica de Eckhardt). Linea
1(RS800), linea 2(RS636). Panel B: Autoradiografia del '"blot"
correspondiente al gel mostrado en el panel A después de ser
hibridado con la sonda ndvA. Panel C:"Blot" e hibridacién frente a la
sonda ndvB. Panel D:"Blot" e hibridacién frente a la sonda nod
comun. Panel E:"Blot" e hibridacién frente a la sonda nifA.
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mientras que las restantes cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium,
salvo las dos reiteraciones de R. phaseoli CIAT899 y su derivado
curado del pldsmido simbiético, muestran una sola copia (Tabla 2.3,
Figura 2.2).

Resultados recientes indican que la reiteracién de ADN es una
caracterfstica general del genomio de las bacterias pertenecientes a
la familia Rhizobiaceae (Flores et al., 1987). Las reiteraciones de
ADN no son frecuentes en los organismos procarifticos; ademds de
Rhizobium solo especies de Halobacterium (Sapienza y Doolittle,
1982) y Streptomyces (Schrempf, 1983) poseen en su genomio un
alto grado de reiteracion. Otro hecho relevante sobre las secuencias
reiteradas en el género Rhizobium es su localizacién plasmidica y el
presentarse fundamentalmente agrupadas. El agrupamiento de las
secuencias reiteradas se ha descrito en otros procariotas como es el
caso de las Archaebacteria que presentan muchas secuencias
reiteradas de ADN que parecen estar circunscritas a unas zonas
denominadas "islas" cuyo contenido en A+T es superior al resto del
genomio.

En R. phaseoli se han encontrado en el plismido simbiético tres
regiones diferentes que poseen homologia con el gen estructural de
la nitrogenasa (Quinto et al., 1982; Martinez et al., 1985). Dos de
estas regiones tienen completo el oper6n nifHDK y la tercera
contiene sélo el gen nifH, pero en cualquier caso las tres son activas
transcripcionalmente. En la estirpe ORS571 que nodula Sesbania
también se han descrito dos copias funcionales de nifH (Norel y
Elmerich, 1987).

En R. meliloti 1021 se han encontrado tres copias del gen nodD y
mediante experimentos de mutagénesis se ha demostrado que las
tres copias son funcionales (Honma y Ausubel, 1987; Mulligan y
Long, 1989). Se han descrito resultados similares para R. meliloti 41
en el que son necesarios al menos dos genes nodD para que se dé
una nodulacién eficaz en alfalfa (Géttfert et al., 1986; Gyorgypal et
al., 1988). Otro grupo de genes que se ha descrito como reiterado en
R. meliloti es el formado por fixKN (David et al., 1987; Renalier et
al., 1987).
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Aunque es la primera vez que se describe la presencia de
reiteraciones ndv en el género Rhizobium, 1la presencia de
reiteraciones en el genomio de nuestra estirpe de R. trifolii no es
una novedad. Rodriguez-Quiiiones et al. (1989) han encontrado tres
bandas de hibridacién en la cepa RS1051 (derivada rifampicina
resistente de la cepa silvestre RS800) cuando usaron como sonda un
fragmento de 1.45 Kb de un locus nod de la propia cepa. Por otro
lado y también mediante anilisis de hibridacién han demostrado
que RS1051 lleva dos copias de nodD, una de las cuales se
encuentra localizada en un replicén distinto del pldsmido simbiético.
Esta es una caracteristica~’de R. trifolii RS800 ya que otra raza
(ANUB843) bien estudiada de R. trifolii (Spaink et al., 1987) asi como
R. leguminosarum contienen una séla copia del gen nodD.

Bradyrhizobium japonicum también presenta reiteraciones para
genes- de localizacién cromosémica que intervienen en el proceso
simbiético y en oposicion a lo antes comentado presentan una
localizacién irregular, esto es, sin estar agrupadas (Hahn y
Hennecke, 1987).

Los resultados que se presentan en la Figura 2.3 indican la
localizaciéon cromosémica de ndv en R. trifolii RS800. Idénticos
resultados se obtuvieron en el estudio del resto de las especies de
Rhizobium que se relacionan en la Tabla 2.1. Aunque los
experimentos se realizaron varias veces, la sefial de hibridacién
aparecia siempre en el pocillo, no obteniéndose ninguna sefial en la
posicién de los plidsmidos. Dylan et al. (1986) habian demostrado
para R. leguminosarum y R. phaseoli que los genes ndv no estaban
localizados en el plismido simbiético. Nuestros resultados indican
que no se localizan en el plismido simbiético ni en ninguno de los
restantes pldsmidos que presentan los distintos rizobios incluidos
en este estudio.
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CAPITULO 3

Aislamiento de dos loci de Rhizobium trifolii RS800
homodlogos estructural y funcionalmente a ndvA y ndvB,
que complementan mutantes avirulentos de

Agrobacterium tumefaciens.
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INTRODUCCION,

Desde hace pocos aifios, las estrategias genéticas utilizadas para
realizar un andlisis funcional del genomio de Rhizobium incluyen
desde tipicos métodos de genética de procariotas hasta una serie de
técnicas no muy ortodoxas que combinan la mayoria de los nuevos
avances producidos en genética molecular; y que incluyen
tecnologfas de ingenieria genética, mutagénesis por transposicién y
técnicas de fusién génica. Estos desarrollos se han producido
indudablemente por la complejidad de los sistemas que se estan
analizando asi como por-su importancia. En cualquier caso, la
llegada de estas estrategias ha enriquecido no solo la genética de
Rhizobium sino la de todos los procariotas en general. Desde un
punto de vista funcional, los métodos que se usan en estudios
genéticos en Rhizobium se pueden clasificar en: métodos de pérdida
de funcién, métodos de adquisicibn de funcién y métodos de
inhibicién o activacién especifica.

Los métodos de pérdida de funcién se basan fundamentalmente
en mutagénesis bien quimica o biol6gica y posterior andlisis. El caso
méis dristico de esta metodologia consiste en la supresion total de
las secuencias de interés, ya que esto determina la eliminacién de la
funcidn.

Para los métodos de ganancia de funcién el principio fundamental
del proceso consiste en la construccién de razas a las que se ha
transferido ADN. La transferencia de pldsmidos es una estrategia
frecuente para obtener razas de Rhizobium con nuevas capacidades
simbidticas. Las razas receptoras pueden ser silvestres o tener
alteradas sus caracteristicas simbiéticas o incluso pueden ser otras
especies bacterianas como Agrobacterium tumefaciens. La
localizacién de regiones simbiticas, ya sea en un plismido de gran
tamafio o en el cromosoma, implica la transferencia de fragmentos
de ADN de pequeiio tamafio a un fondo genético de Rhizobium. Una
estrategia til consiste en clonar estos fragmentos en vectores que
sean mobilizables y mantenidos de manera estable en Rhizobium
tales como pRK290 (Ditta et al., 1980) y sus derivados (Friedman et
al., 1982; Knauf y Nester, 1982; Ditta et al., 1985). Esta estrategia

71



permite la clonacién de genes simbibticos por complementacién
directa de mutantes de Rhizobium (Long et al., 1982) tras la
transferencia de ADN por conjugacién y el estudio de 1la
recuperacién de la capacidad simbiética de los transconjugantes. De
particular interés es el trabajo de Innes et al. (1988) en el que
mediante este método se ha determinado que un fragmento de 32
Kb del genomio de Rhizobium trifolii es capaz de conferir
nodulacién y fijacién de nitr6geno a un fondo genético curado de
pldsmido simbiético.

Los métodos de activacién o inhibicién especifica tienen por
objeto la identificacién de~ genes que responden a una serie de
estimulos entre los que se encuentran los exudados “radiculares.
Estan pensados para aquellos genes que no se han podido
identificar previamente o bien cuando el producto génico es dificil,
si no imposible de determinar por técnicas sencillas. En este caso,
los promotores de los genes en estudio se fusionan a genes
estructurales sin promotor, cuyo producto génico es ficil de
ensayar. Los genes estructurales mds utilizados en Rhizobium son
los genes lac (Sundaresan et al., 1983; Szeto et al., 1984; Mulligan y
Long, 1985), cat (Kim et al., 1986), lux (O’Kane et al., 1988) y luc
(Cebolla et al., sometido a publicacién).

Los estudios realizados en el presente Capitulo se han basado en
la utilizacién del segundo método mencionado para el anilisis del
genomio de Rhizobium trifolii RS800.

Rhizobium trifolii RS800-trébol es la interaccién rizobio-
leguminosa que viene siendo estudiada desde hace algunos afios en
nuestro laboratorio. Megias et al. (1982) establecieron el mapa
circular de ligamiento del cromosoma de esta cepa, situando 17
marcadores nutricionales y de resistencia usando R68.45 como
pldsmido mobilizador (Beringer y Hopwood, 1976; Kondorosi et al.,
1977; Casadestis y Olivares, 1979). Ha sido posible ampliar el
conocimiento del mapa de ligamiento, localizando hisGE, hisD e hisH
en el mismo, mediante el aislamiento y caracterizacién de mutantes
auxotré6ficos de histidina obtenidos por mutagénesis con
nitrosoguanidina y por transposicién con Tn5 (Megias et al., 1988).
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Rodriguez-Quifiones et al. (1989) comenzaron los estudios
moleculares sobre la informacién genética de nuestra cepa de
Rhizobium trifolii que participa especificamente en el proceso
simbiético. Usaron para ello un derivado rifampicina resistente de
la estirpe silvestre RS800. Mediante electroforesis horizontales en
gel de agarosa se puso de manifiesto la existencia de tres pldsmidos
de tamafio molecular aproximado de 190, 280 y 470 MDa. Por
aislamiento de derivados curados, por mobilizacién de pldsmidos a
Agrobacterium y por hibridaciones con sondas nod y nif, se ha
demostrado que el plismido mis pequeiio es el pSym. Asi mismo en
el césmido pVK102 (Knauf y Nester, 1982) se ha construido una
genoteca a partir de la cual se ha aislado un fragmento de ADN de
11.45 Kb, perteneciente al pSym, que lleva la informacién necesaria
para nodular trébol blanco (Trifolium repens) y trébol rojo
(Trifolium pratense) (Rodriguez-Quifiones et al., 1989). Nuestros
resultados indican:- que en el rango de hospedador de esta cepa
tambien se incluye el trébol subterrineo (Trifolium subterraneum).

Profundizando en el estudio de las caracteristicas simbidticas de
R. trifolii RS800 se ha puesto de manifiesto, tal como se describe en
el Capitulo 2 del presente trabajo, la existencia de homologia entre
las regiones ndvA y ndvB de Rhizobium meliloti 102F34 y el
cromosoma de RS800.

En el presente Capitulo se describe el aislamiento y
caracterizacién de los loci ndvA y ndvB en R. trifolii RS800
mediante complementacién heteréloga funcional de mutantes ndvA
y ndvB de R. meliloti. Siguiendo una estrategia andloga estos loci
ndv pertenecientes a RS800 se transfirieron a mutantes chvA y
chvB de Agrobacterium tumefaciens para estudiar en éstos la
restauraciéon de la virulencia.
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MATERIAL Y METODOS,

Bacterias y pldsmidos.
Los microorganismos y plismidos utilizados en el presente
estudio se incluyen en la Tabla 3.1, especificando sus caracteristicas

y procedencia.

Plantas,
Se emplearon semillas de alfalfa (Medicago sativa cv. Moapa)

para los ensayos de nodulacién y pldntulas de tomate (Licopersicum
esculentum) para los ensayos de virulencia

Medi ndiciones de cultivo, |

Los medios y condiciones de cultivo fueron los que se describen
en el Capitulo 2. Cuando fué necesario los medios se suplementaron
con los antibidticos apropiados. La tetraciclina se disolvié en una
mezcla 1:1 etanol 96%-agua destilada y se afiadi6 al medio
previamente esterilizado. La espectinomicina, ampicilina y el
quimioterdpico 4cido nalidixico, se disolvieron en agua destilada y
se esterilizaron por filtracién utilizando nitrocelulosa Millipore. HA
0.45pum de didmetro de poro antes de ser afiadidos al medio de
cultivo estéril. Las concentraciones finales utilizadas fueron las
siguientes:

Tetraciclina (Tc) 15 pg/ml para E. coli
5 pug/ml para Rhizobium

Espectinomicina (Spc) 80 pg/ml

Ampicilina (Amp) 100pg/ml para E. coli
25 pg/ml para A. tumefaciens

Ac. Nalidixico (Nal) 10 pg/ml

Se prepararon placas de LB/X-gal/IPTG aiiadiendo a medio litro
de medio LB esterilizado previamente en el autoclave 1 ml de una
solucién al 2% p/v de X-gal en dimetilformamida, y 2.5 ml de una
solucién estéril por filtracion 100 mM IPTG en agua destilada.
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TABLA 3.1. Bacterias y pldsmidos.

A. Rhizobium meliloti

Referencias

102F34
LI1
Ty7

silvestre, Nalf
mutante ndvA
mutante ndvB

Ditta et al. (1980)
Stanfield et al. (1988)
Dylan et al. (1986)

B. Agrobacterium tumefaciens

ABT109 silvestre CIDA Sevilla
MEA45 mutante chvA Douglas et al. (1985)
MES66 mutante chvA Douglas et al. (1985)
ME73 mutante chwB Douglas et al. (1985)
MEI103 mutante chvB Douglas et al. (1985)
A-136 derivada pTi- de C58 E. W. Nester
C. Escherichia coli
HB101 hsdS, hsdM, pro, leu, thi G:Ditta

gal, lacY, recA, str '
JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi, J. Messing

hsdR17, supE44, relAl,

A(lac-proAB) F'(traD36, proAB,

lacY 92AM15)

D. Plasmidos

pRK2073
pVK102,genoteca

pTy20

pDOB13

pCCi11
pCC71

pUC19
pCC119

pCC719

pldsmido "helper" Spcf
fragmentos HindIlll de ADN

de Rhizobium trifolii clonados

en el c6smido pVK102, Tcf

derivado de pUC19 portador
del gen ndvB de R. meliloti
102F34

derivado de pUC19 portador
del gen ndvA de R. meliloti
102F34

Ditta et al. (1980)
Rodriguez-Q. et al. (1989)

Dylan et al. (1986)

Stanfield et al. (1988)

césmido portador de la regi6n Este trabajo

ndvA de RS800

césmido portador de la regién Este trabajo

ndvB de RS800

pladsmido vector, Ampf
derivado de pUC19 portador
del locus ndvA de RS800
derivado de pUC19 portador
del locus ndvB de RS800

Yanish-Perron et al. (1985)
Este trabajo

Este trabajo
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Enzi is6

Las endonucleasas de restriccién se compraron a Boehringer
Mannheim y se usaron de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. El 32P-dCTP fué suministrado por Amersham.

Ensayo de nodulacién,

Las semillas de alfalfa se esterilizaron superficialmente del
siguiente modo: se lavaron con etanol durante 30 segundos y a
continuacién se lavaron con agua destilada estéril. Después se
colocaron en una solucién al 1% p/v de cloruro merciirico en etanol
al 10% durante dos minuto§..y medio, y finalmente se lavaron 8 6 9
veces con agua destilada estéril.

Una vez estériles y lavadas, las semillas se hicieron germinar
sobre placas de agar agua (0.8% de agar Oxoid N?1 en agua
destilada).

El ensayo de nodulacién se realiz6 en jarros Leonard, para su
preparacién se usaron frascos de vidrio de 400 ml de boca ancha,
donde se colocé la solucién nutritiva utilizada para plantas. Sobre
estos frascos se colocaron botellas pequefias de cerveza, invertidas
y sin fondo, que se llenaron con vermiculita empapada en la
solucién nutritiva. Ambos recipientes estaban conectados por una
mecha de gasa, lo que permitia que la vermiculita siempre
estuviese himeda. Los jarros Leonard una vez preparados se
esterilizaron en el autoclave.

Solucién nutritiva para plantas:

Soluciones stock:

A) 250X KCI/KH3 PO4
KCl............ 125 g
KH2PO4 . ... ...... S0g
Agua destilada . . . . . 1 litro

B) 500X MgSO4
MgSO4. .. .......... 100 g
Aguadestilada. . . . . . . . 1 litro
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C) 200X Oligoelementos

H3BO3 (sol. 1% p/v) . . . . . . . . .. 20 ml
ZnSO4.7H20 (sol. 1% piv). . . . . . 20 ml
CuSO4.5H20 (sol. 1% p/v). . . . . . 10 ml
MnClz 4H20 (sol. 1% p/v). . . . .. 10 ml
Naz MoO4 .2H20 (sol. 1% p/v). . . . . 2ml
Aguadestiladacsp. . . . . . . . . .. 1 litro
D) 5000X FeEDTA
FEEDTA. . . ... ..... 4640 g
Aguadestilada. . . . . . . . 1 litro
Solucién estéril por filtracidn.
Preparacion:
Para 1 litro de solucién nutritiva.
250X KCI/KH2PO4. . . . . .4 ml
500X MgSO4 . . . . . . <. . 2ml
200X Oligoelementos . . . .5 ml
CaSO4. ... ......... 02¢g

Autoclavar y cuando esté frio afiadir 0.2 ml de 5000X FeEDTA.

A continuacién se colocaron por jarro doce semillas de alfalfa
pregerminadas y se inocularon con 2 ml del inéculo
correspondiente. Cuando las plantitas se elevaron un centimetro
sobre la superficie, se cubri6 la vermiculita con una capa de arena
parafinada estéril.

Los jarros se colocaron en la cdmara de plantas a 22°C y
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. El ensayo se
mantuvo en estas condiciones durante cinco semanas después de la
inoculacién; pasado este tiempo se realizé el correspondiente
andlisis.

Reaislamien acteri ir_de nédulos

Los nédulos se esterilizaron superficialmente con una solucién al
0.1% p/v de cloruro mercirico durante 30 segundos y a
continuacién se lavaron con abundante agua destilada estéril. Los
nédulos se colocaron en una placa de petri estéril a la que se
adicionaron una gotas de solucién salina y se aplastaron con una
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varilla de vidrio previamente flameada. El liquido resultante se
tomé con un asa de platino y se sembré6 en medio rico YTA. Las
colonias resultantes se probaron siempre en los medios selectivos
apropiados. '

Ensayo de virulencia,

Se utilizaron macetas que contenfan turba convenientemente
humedecida con agua. En cada maceta se plantaron dos plintulas de
tomate y se mantuvieron en invernadero durante una semana.
Pasado este tiempo, se repusieron aquellas plantas que no estaban
firmes y sanas, y se procedi6 a la inoculacién con las distintas
estirpes de A. tumefaciens--a ensayar.

Se prepararon inéculos de cada estirpe cultivando en medio
liquido LB durante tres dias. La inoculacién se realizé utilizando
jeringuillas estériles de 1 ml. En una de las plantas se inyectaron
unas gotas del inéculo en distintos pinchazos en el tallo desde 1 cm
del ras de la maceta hacia arriba. En la otra planta se realiz6 con la
aguja una incisién longitudinal en el tallo, dejando resbalar el
inéculo por la herida.

Las plantas se regaron periédicamente durante dos semanas con
agua, y el resto del tiempo que dur6 el ensayo se alternaron los
riegos con agua y con solucién nutritiva de Rigaud y Puppo (1975)
adicionada de 1.72 g/litro de nitrato amoénico. Los tumores se
observaron y fotografiaron a los veinticinco dias de la inoculaci6n.

Mecanismos de transferencia de ADN,
A) CONJUGACION.- La transferencia conjugativa se realizé segiin

lo descrito por Ditta (1986). Se mezclaron 0.05 ml de un cultivo de
cada tipo de célula (receptora, donadora y "helper" en caso de
conjugacién triparental), aproximadamente 5 x 109 células por
alicuota, en la superficie de una placa. Los cultivos que se
emplearon eran cultivos recientes, y se utilizaron bien cultivos en
medio liquido, bien células resuspendidas obtenidas de cultivos en
placa. Tras incubar 8 horas a 30°C la masa bacteriana se recogié
resuspendiéndola en solucién salina al 0.85% estéril y se sembré en
los medios selectivos tras las diluciones apropiadas.
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B) TRANSFORMACION.- Las células de E. coli se hizieron
competentes mediante tratamiento con cloruro célcico en frio. Se
centrifugaron 50 ml de cultivo celular (D.O. 0.4-0.6 a 600 nm) a
5.000 rpm durante 5 min . Las células se resuspendieron en 25 ml
de CaClz 100 mM preenfriado en hielo. Después de mantenerlas 20
min en hielo, las células se sedimentaron y resuspendieron de
nuevo en 5 ml de la misma solucién de cloruro célcico.

Para la transformacién se afiadieron entre 0.4 y 0.6 pg de ADN
por cada 100 pl de células competentes, y se mantuvo esta mezcla
en hielo durante 30 min. A.continuacién se expuso la mezcla a un
choque térmico de 42°C durante dos minutos y medio.
Posteriormente, una vez pasados 5 6 10 min a temperatura
ambiente, se afiadi6 1 ml de LB sin antibitico y se incubé durante
1 h a 37°C para permitir la expresién génica de la resistencia al

marcador, antes de la siembra en el medio selectivo.

Aislamiento de ADN,
A) ADN PLASMIDICO.- El ADN plasmidico de E. coli se aislé por un

procedimiento que es una modificacién del descrito originalmente
por Birnboim y Doly (1979). Se recogieron por centrifugacién las
células de 5 ml de un cultivo de 16-18 h, y se resuspendieron en
100 pl de solucién A (25 mM Tris-CIH, pH 8.0, 10 mM EDTA). Se
adicionaron 200 pl de solucién B (0.2 N NaOH, 1% SDS) preparada
recientemente y se agité vigorosamente, incubdndose entre 5 y 10
min en hielo. Se afiadieron 150 pl de solucién C (3 M acetato sédico,
pH 4.8) y se mezclé con suavidad, manteniendose seguidamente
durante 15 min en hielo. Pasado este tiempo minimo, se centrifugé
durante tres minutos y se afiadi6 al sobrenadante 1ml de etanol
frio, se dejé precipitando 30 min a -20°C y se centrifugé 2 min. Se
resuspendi6é el precipitado en 400 pul de solucién D (10 mM Tris-ClH,
pH 8.0, 0.1 M acetato sédico) y se precipité con dos volimenes de

etanol durante 10 min a -20°C. Se centrifugé durante 2 min y se
secé bien el precipitado, resuspendiéndose finalmente en 40 pl de

DSB (6 mM Tris-CIH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA).

B) PLASMIDOS DE RHIZOBIUM.- Los plismidos recombinantes
transferidos a Rhizobium se aislaron por una modificacién del
método de Ish-Horowick y Burke (1981). Se recogieron las células
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de un cultivo en fase estacionaria temprana y se lavaron con 150 ul
de TEN (10 mM Tris-CIH, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) con un
1% de Sarkosyl. Después de centrifugar las células se
resuspendieron en 160 pl de solucién I (25 mM Tris-ClH, pH 8.0,
10 mM EDTA, 50 mM glucosa) y se mantuvieron 15 min a
temperatura ambiente. Se afiaden 200 pl de solucién II (0.2 N NaOH,
1% SDS) recién preparado y tras 10 min en hielo se adicionaron 250
ul de solucién III (5 M acetato potdsico, pH 4.8), dejando de nuevo
10 min en hielo. Se centrifugé y posteriormente se fenolizé el
sobrenadante precipitindose el ADN con etanol frio. El precipitado
se lav6 con etanol de 70%, se desecé y se disolvié en 40 pl de DSB.

El foresis en gel a I raciéon de ADN n_gel

El ADN purificado y digerido con las correspondientes
endonucleasas, se separé6 mediante electroforesis en geles de
agarosa. Los geles se sumergieron en tampén TBB y se prepararon
por lo general al 0.7% en el mismo tampén y como indican Mauiatis
et al. (1982).

El gel, para teflir el ADN, se prepar6 adicionado de 0.6 pug/ml de
bromuro de etidio. E1 ADN se visualizé en un transiluminador de luz
ultravioleta de longitud de onda 320 nm y fotografi6 en pelicula
Kodak Tri-X Pan 400 ASA con filtro Kodak Wratten 23A.

Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN se calcularon
segin la curva log Pmol-movilidad electroforética obtenida de
acuerdo con las distancias de migracién de los fragmentos HindIII
del estandard A cI857 Sam7 (Béehringer Mannheim): 23.1, 9.5, 6.7,
4.3, 2.3, 2.0, 0.5 Kb.

Los fragmentos de ADN se recuperaron de los geles por medio de
la técnica de electroelucién, tal como estd descrita por Maniatis et
al. (1982), seguida de purificacién por una primera extracién con
fenol saturado con NaCl al 3%, y otra con una mezcla 24:1
cloroformo-alcohol isoamilico, antes de precipitar con etanol de 96%.

Ligami D

El plismido vector se lineariz6 por digestién con la enzima
indicada y después se purific6 mediante extraccién con
fenol/cloroformo y precipitacién con etanol. El fragmento de ADN
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que se debia clonar en cada caso se aislé de un gel de agarosa por
electroelucién.

La reaccién de ligamiento se realiz6 con la enzima T4 ADN ligasa
(Béehringer Mannheim) poniendo dos moléculas de inserto por cada
una de las moléculas de vector y 1ul de tampén 10X (200 mM Tris-
CIHH, pH 7.6; 100 mM MgCls; 100 mM DTT; 6 mM ATP) en un
volumen final de 10 pul.

En el caso de ligamiento de moléculas de extremos planos se
mantuvo la reaccién 16 h a 15°C, y en el caso de extremos cohesivos
durante 6-8 h a 20°C. Posteriormente los 10 pl de reaccién se
transformaron en células competentes de la cepa de E. coli
apropiada. '

Andlisi hibridacién

Las hibridaciones de ADN se realizaron como se describe en el
Capitulo 2, con algunas modificaciones en lo que se refiere a la
solucién de hibridacién y marcaje del ADN sonda.

Se empleé la solucién de hibridacién utilizada por Kondorosi et al.
(1982) compuesta por: 3XSSC, 50% formamida, 25 mM NaHPOg4,
25 mM NaH3PO4, 0.02% BSA, PVP, Ficoll 400 y 0.5 mg/ml de ADN de
esperma de salmén previamente desnaturalizado con NaOH,
desproteinizado con proteinasa K y fenolizado.

Los fragmentos de ADN que se utilizaron como sondas, se
marcaron con el kit "Multiprime DNA labelling system" de
Amersham, segin las indicaciones del proveedor.

Ai ien mi recombinan T
r in - - [ O.R

Para el aislamiento de césmidos portadores de los loci ndv de
R. trifolii se disponia de una genoteca construida en el césmido
vector pVK102 (Rodriguez-Quifiones et al., 1989). El césmido
pVK102 es un derivado de pRK290, caracterizado por su amplio
rango de hospedador y por conferir resistencia a tetraciclina y
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kanamicina. La construccién de la genoteca se hizo clonando los
fragmentos resultantes de la digestién parcial con HindIIl del
genomio de una estirpe Rifr derivada de RS800, en el punto tnico
HindIII del vector situado en el gen de resistencia a kanamicina; y
por ello, los clones resultantes que componen la genoteca son Tc'y
Kms.

La existencia de homologia entre ADN especifico de las regiones
ndv pertenecientes a Rhizobium meliloti 102F34 y ADN genémico
de R. trifolii RS800 (Capitulo 1) nos permitia identificar césmidos
recombinantes portadores de secuencias homélogas a ndv a partir
de la genoteca de RS800. -

Para aislar los césmidos ndv se realizaron dos estrategias
diferentes:

‘a) Hibridacién de colonias. El método de hibridacién de colonias
se usé para detectar aquellos clones pertenecientes a la genoteca
que mostraban homologia frente a las sondas ndv de R. meliloti
102F34. Por este método se aislaron una serie de clones que daban
una sefial de hibridacién (datos no mostrados).

b) Complementacién del fenotipo Ndv- que presentan los
mutantes ndv de R. meliloti. Los mutantes ndv de R. meliloti se
caracterizan por inducir en alfalfa la formacién de nédulos que se
diferencian de los producidos por la cepa silvestre en que son
mucho méis numerosos y pequefios, de color blanco, carecen de
cordén de infeccién y de bacteroides, y no fijan nitrégeno. Por ello
las plantas inoculadas con el mutante son de bajo porte y de color
amarillento, distinguiéndose asi ficilmente de las plantas inoculadas
con la estirpe silvestre. La Figura 3.1 muestra un esquema del
desarrollo de esta estrategia de complementacién.

La genoteca de R. trifolii RS800 se transfiri6 en masa mediante
conjugacién triparental a los mutantes ndvA y ndvB de R. meliloti.
Los transconjugantes se seleccionaron en medio YTA adicionado de
tetraciclina y 4cido nalidixico. De acuerdo con la férmula de Clark y
Carbon (1979), se deben seleccionar al menos unos 800 clones para
que todos los genes de RS800 se encuentren representados. En este
experimento se seleccionaron por encima de 4.000 clones para
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Figura 3.1. Esquema del aislamiento de loci ndv por
complementacién de mutantes. Los loci ndv pertenecientes a
Rhizobium trifolii RS800 se aislaron mediante una estrategia basada
en la complementacién del fenotipo Ndv- que presentan los
mutantes ndv de Rhizobium meliloti.
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Figura 3.2. Plantas de alfalfa inoculadas con la mezcla de
transconjugantes del mutante ndvB. Las plantas de alfalfa
(Medicago sativa cv. Moapa) se cultivaron en jarros Leonard en un
medio libre de nitrégeno. En el Panel A se muestra, a la izquierda
un jarro inoculado con el mutante ndvB, Ty7; a la derecha un jarro
inoculado con la mezcla de transconjugantes de Ty7 y la genoteca
de R. trifolii RS800, donde puede observarse una planta cuyo
fenotipo ha sido complementado. En el Panel B se presentan las
plantas una vez extraidas de los correspondientes jarros; a la
izquierda una planta inoculada con el mutante, a la derecha
inoculada con el silvestre y en el centro una planta complementada
Las plantas fueron fotografiadas a las cinco semanas de la
inoculacién.
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preparar un unico inéculo con el que se inocularon 30 jarros
Leonard. Tras cinco semanas en cdmara iluminada, la mayoria de
las plantas presentaba el porte caracteristico de las plantas
inoculadas con el mutante. Sin embargo, alguna de ellas fué de
porte elevado y coloracién verde, lo que indicaba la presencia de
nédulos fijadores de nitrégeno (Figura 3.2). Cuando se observé el
sistema radicular de estas plantas, se encontraron gran cantidad de
nédulos que presentaban el fenotipo mutante, mientras que al
menos uno o dos de ellos eran rojos, de mayor tamafio y de forma
similar a los que se obtienen inoculando con la cepa silvestre.

A partir de estos nédulps se aislaron los rizobios portadores de
los césmidos recombinantes que contenfan las regiones ndv de
R. trifolii. El1 hecho de que esta estrategia de complementaciéon nos
permitia demostrar la homologia funcional de los césmidos que
portaban estos transconjugantes con los genes ndv de R. meliloti,
hizo que se utilizaran estos césmidos para el resto del estudio.

En el caso del mutante ndvB (Ty7), el fenotipo Ndv- se
complementé en tres plantas halladas en tres jarros distintos.
Después del aislamiento de los rizobios que ocupaban los nédulos
(1 6 2 por planta) fijadores de nitrégeno, los césmidos
recombinantes se transfirieron a E. coli HB101 para ser estudiados.
Esto se realiz6 mediante conjugacién triparental usando HB101
como receptor o por extracciéon del ADN plasmidico de Rhizobium y
posterior transformacién en HB10l. Se analizaron de esta forma
doce de los clones de Rhizobium aislados en cada una de las plantas.
Una vez que los césmidos recombinantes se encontraban en HB101,
se realiz6 una extraccién por lisis alcalina y se estudié el perfil de
restriccion de todos los clones. Para ello, se realizaron digestiones
con EcoRl, HindIll, Pstl y Sall. Como resultado de este andlisis fisico
determinamos que los doce clones procedentes de cada planta eran
idénticos. Ademds se comprob6 que de los tres clones finales
aislados de las tres plantas (pCC71, pCC72 y pCC73), dos
presentaban un perfil de restriccién coincidente (pCC71 y pCC72),
siendo el tercero un césmido solapado de mayor tamafio (pCC73).

En el caso del mutante ndvA (LI1), en el total de los jarros
inoculados con la mezcla de transconjugantes sélo se encontré una
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Figura 3.3. Hibridacién de ADN ndv-especifico de
Rhizobium  meliloti = 102F34 frente a césmidos
recombinantes de Rhizobium trifolii RS800. Panel A:
Electroforesis en gel de agarosa de los distintos c6smidos
recombinantes aislados por complementacién de mutantes ndv,
digeridos con diferentes endonucleasas de restriccién (EcoRI,
HindIIl, Pstl y Sall). Lineas 1, 2, 3 y 4 (pCC71), lineas 5 ,6 ,7 y 8
(pCC72), lineas 9, 10 y 11 (pCC73) y lineas 12, 13, 14 y 15 (pCC11)."
Panel B: Hibridacién correspondiente al "blotting" del gel mostrado
en el panel A frente a la sonda ndvB (lineas 1-11) y ndvA (lineas
12-15).
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planta complementada. A partir de sus nédulos se siguié un andlisis
idéntico al descrito para el caso de la complementacién de ndvB y
se aislé un dnico césmido (pCCl1) cuyo perfil de restriccién fué
estudiado.

Dado que disponiamos de las sondas correspondientes a los genes
ndv de R. meliloti (descritas en el Capitulo 1) el siguiente paso
consistié6 en demostrar la existencia de homologia estructural en los
cé6smidos aislados, cuya homologia funcional habiamos evidenciado.
Los distintos césmidos aislados se digirieron con diferentes enzimas
y tras la transferencia a filtro de nitrocelulosa, se hibridaron con la
sonda ndv correspondiente’ previamente marcada con fésforo
radiactivo.

La Figura 3.3 muestra a la izquierda la electroforesis en gel de
agarosa de los cdésmidos pCC71, pCC72, pCC73 y pCCll; y a la
derecha la hibridacién de los tres primeros frente a la sonda ndvB y
del cuarto frente a la sonda ndvA. Los césmidos pCCll y pCC71
fueron seleccionados para realizar los estudios posteriores.

mplementacién heterd funcional mutantes avirulen
de Agrobacterium tumefaciens.

Para determinar si los césmidos aislados que contenian las
regiones ndv de R. trifolii RS800 eran funcionalmente equivalentes
a los genes chv de Agrobacterium tumefaciens, se transfirieron
conjugativamente a cuatro representantes de los mutantes chvA y
chvB de A. tumefaciens A-348 (Douglas et al.,, 1985). Los
transconjugantes se utilizaron para infectar tallos de Licopersicum
esculentum. A las cuatro semanas de la inoculacién se pudieron
observar los tumores; pCC71, portador de la regién ndvB, restauré
la capacidad de producir tumores en los dos mutantes chvB
ensayados, mientras que pCCll, portador de la regién ndvA,
restituy6 la virulencia a uno de los dos mutantes chvA. En la
Tabla 3.2 se resumen los resultados del ensayo de virulencia, y en
la Figura 3.4 se muestran los tumores formados por las cepas que
recuperaron su capacidad oncogénica y pueden apreciarse los
resultados segin cada una de las técnicas de inoculacién empleadas.
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TABLA 3.2. Complementacién de mutantes chvA y chvB de
Agrobacterium tumefaciens.

Estirpe Caracteristicas Formacién de tumores
ME45 mutante chvA de A-348 -
MEG66 mutante chvA de A-348 -
ME103 mutante chvB de A-348 -
ME73 mutante chvB de A-348 -
A-136 derivada pTi- de C58 ’ -
ABT109 silvestre (CIDA Sevilla) +
ME45 (pCC11) ME45 portador del césmido +

ndvA de R. trifolii
MEG66 (pCC11) MEG66 portador del cdésmido -
ndvA de R. trifolii

ME103 (pCC71) MEI103 portador del césmido +
ndvB de R. trifolii
ME73 (pCC71) ME73 portador del césmido +

ndvB de R. trifolii
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Figura 3.4. Complementacion de mutantes avirulentos de
Agrobacterium tumefaciens. Panel 1. Tallos de tomate tras 25
dias de la inoculacién con: A.- ME45 (pCC11), B.- ME45 y C.- ME66
(pCC11). Panel 2. Tallos de tomate tras 25 dias de la inoculacién con:
A.- ME103 (pCC71), B.- ME103 y C.- ME73 (pCC71).
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rizacion 1

Habiéndose establecido que los césmidos recombinantes aislados
de la genoteca de R. trifolii RS800 presentaban homologia
estructural y funcional con los loci ndv de R. meliloti, nos
propusimos avanzar en la caracterizacién y conocimiento de estos
loci ndv. Para ello los césmidos pCCl1 y pCC71 se digirieron con
cinco endonucleasas de restriccion (EcoRl, EcoRV, HindIll, Xhol y
Sall), mediante electroforesis en gel de agarosa se separaron los
distintos fragmentos obtenidos y tras el "blotting" correspondiente
se hibridaron frente a las sondas ndv. En la Figura 3.5 se muestra
una fotografia del gel a la-izquierda y el resultado de la hibridacién
a la derecha.

El césmido pCC11 presenta una banda EcoRI de aproximadamente
7 Kb que muestra una fuerte homologia con el gen ndvA de
R. meliloti. El c6smido pCC71 presenta asi mismo una banda EcoRV
de 8 Kb aproximadamente que hibrida fuertemente con el gen ndvB
de R. meliloti. Estos dos fragmentos se han subclonado en un
pldsmido vector de alto mimero de copias, pUCI19.

El plismido pCC119 es un derivado de pUC19 que tiene clonado
en el sitio EcoRI del "polilinker" el fragmento EcoRI de 7 Kb que
lleva la regién ndvA; pCC119 se ha mapeado con siete
endonucleasas distintas (Pstl, HindIll, Bglll, Sall, BamHI, Clal y
Xhol), su mapa fisico se muestra en la Figura 3.6.

El plidsmido pCC719 es un derivado de pUC19 que tiene clonado
en el sitio Smal del "polilinker" el fragmento EcoRV de 8 Kb que
lleva la region ndvB; pCC719 se ha mapeado con seis enzimas (Pstl,
HindIll, BgIIl, Clal, Xhol y Sall), su mapa fisico se muestra en la
Figura 3.6.

94



Figura 3.5. Estudio fisico e hibridacion frente a ADN ndv-
especifico de los césmidos pCCll y pCC71. Panel 1. A:
Digestion de pCCl11 con distintas enzimas de restriccién. Linea 1
(EcoRV), linea 2 (EcoRl), linea 3 (HindIll), linea 4 (Xhol) y linea 5
(Sall). B: Hibridacion frente a la sonda ndvA del gel mostrado en el
~panel 1. A. Panel 2. A: Digestién de pCC71 con distintas enzimas de
restricciéon. Linea 1 (EcoRlI), linea 2 (EcoRYV), linea 3 (HindIll), linea
4 (Xhol) y linea 5 (Sall). B: Hibridacién frente a la sonda ndvB del
gel mostrado en el panel 2. A.

95






Figura 3.6. Mapa fisico de restriccion de pCC119 y pCC719.
Se indican los puntos de corte de las distintas endonucleasas
utilizadas, en el fragmento de ADN perteneciente a R. trifolii RS800.
Se toma como punto 0.00 el sitio del "polilinker” de pUC19 donde
estd hecha la clonacién. Pangl- A: Mapa fisico de restriccién de
pCC119. Xhol no corta el inserto. Panel B: Mapa fisico de restriccién
de pCC719. Sall no corta el inserto.
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Pst| 2.30
Eco Rl 6.70
Sal16.70 Bgl Il 2.70
Clal 630 <~ Sall 3.20
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DISCUSJON,

La existencia de una homologia elevada entre secuencias de ADN
ndv-especificas pertenecientes a R. meliloti y el ADN genémico total
de R. trifolii RS800 (Coronado et al., 1989), nos ha permitido aislar
césmidos recombinantes (pCC11 y pCC71), que contienen secuencias
de ADN homélogas a las regiones ndv de R. meliloti, a partir de un
banco de genes de R. trifolii construido en el césmido vector de
amplio rango de hospedador pVK102 (Rodriguez-Quifiones et al.,
1989).

=t

Fragmentos de restriccion pertenecientes a los loci ndvA y ndvB
de R. meliloti 102F34 (Dylan et al., 1986; Stanfield et al., 1988)
presentan hibridacién frente a fragmentos de ADN clonados en los
cé6smidos pCCl11 y pCC71. Un fragmento Sall de 2.7 Kb del locus
ndvA de 102F34 hibrida con un fragmento EcoRI de 7 Kb de pCCl11;
y un fragmento EcoRI de 6.2 Kb que contiene casi la totalidad del
gen ndvB de 102F34, hibrida con un fragmento EcoRV de 8 Kb de
pCC71. Se ha establecido el mapa fisico de restriccién de ambos
fragmentos del ADN genémico de R. trifolii RS800.

Dada la relacién filogenética entre Rhizobium y Agrobacterium,
no resulta extrafio que compartan alguna informacién genética que
pueda intervenir en los dos procesos infecciosos que ambas
bacterias llevan a cabo. Cldsicamente se han venido realizando
estudios de transferencia de material genético entre estirpes
pertenecientes a ambos géneros. Sobre todo se han establecido
pldsmidos simbidticos de Rhizobium en estirpes de Agrobacterium
libres de cualquier plismido (Kondorosi et al., 1982). Esta técnica es
muy 1til cuando se quieren purificar e identificar pldsmidos
simbiéticos, si bien, el grado de adquisicién de funcién en la raza
transconjugante de Agrobacterium portadora del plidsmido
simbidtico depende del tipo de raza parental de Rhizobium. Asi
mientras que Martinez et al. (1987) han encontrado que el pldsmido
Sym de una raza de Rhizobium phaseoli confiere capacidad de
nodular y fijar nitrégeno a Agrobacterium, otros pldsmidos
simbiéticos s6lo le confieren la capacidad de nodular pero no de
fijar nitr6geno (Brom et al., 1988).
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En los iltimos afios, esta relacién entre Agrobacterium 'y
Rhizobium se ha estudiado fundamentalmente entre A. tumefaciens
y R. meliloti, haciendo particular hincapié en los genes implicados
en la sintesis de polisacaridos producidos por ambas bacterias, que
puedan intervenir de alguna forma en su interaccién con plantas
superiores. Un ejemplo bien estudiado es el de los genes de
virulencia (chv) de A. tumefaciens que se requieren para la
formacién de tumores (Douglas et al., 1985) y los genes ndv de
R. meliloti que son necesarios para que se establezca una simbiosis
efectiva en alfalfa. Los genes chv y ndv estin implicados en ambas
bacterias en la sintesis de' p-1,2 glucano y wuna caracteristica
fundamental a tener en cuenta es que se trata de genes
cuya secuencia es significativamente homéloga y ademids
son funcionalmente intercambiables en experimentos de
complementacion heteréloga (Dylan et al., 1986).

Otro ejemplo en el que A. tumefaciens y R. meliloti Eomparten
cierta informacién genética es la sintesis del polisacdrido
extracelular. Se han complementado mutantes afectados en la
producciéon del EPS de A. tumefaciens por césmidos portadores de
genes exo de R. meliloti y al contrario (Cangelosi et al., 1987; Uttaro
et al., 1990), aunque existen diferencias en cuanto a la distribucién
gendmica de genes exo, y al fenotipo de los mutantes; en
A. tumefaciens, excepto en el caso de mutantes en exoC, no se altera
la patogenicidad mientras que los mutantes exo de R. meliloti si ven
afectadas sus caracteristicas simbidticas.

En el presente trabajo se han aislado por complementacién
heter6loga de mutantes ndv de R. meliloti dos césmidos, pCCl1 y
pCC71, portadores de las regiones ndv de R. trifolii; que se han
comportado como funcionalmente intercambiables por los genes chv
de A. tumefaciens. Esto nos lleva a pensar que la cercania
filogenética entre Agrobacterium y Rhizobium se hace extensiva
también para la especie R. trifolii, de manera suficiente como para
que compartan cierta informacion genética importante en sus
respectivas asociaciones con plantas superiores. También parece
indicar que estos loci se han conservado bastante durante la
evolucién.
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CAPITULO 4

Aislamiento- y caracterizacion de mutantes ndvB de

" Rhizobium trifolii RS800
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INTRODUCCION,

La mutagénesis por transposicién es un método extremidamente
itil para el andlisis genético de Rhizobium y de otras bacterias
Gram-negativas. Los transposones son secuencias pequefias de ADN
que son incapaces de replicarse por si mismas y que pueden
integrarse en replicones de ADN tales como cromosomas O
pldsmidos. El transposon Tn5 es el mutdgeno biolégico preferido
para la mutagénesis transposicional en Rhizobium. El TnS confiere
resistencia a kanamicina y neomicina, y en el caso de Rhizobium
también confiere resistencia. a estreptomicina.

Entre las ventajas de la mutagénesis con Tn5 se encuentran: la
inactivacién génica por insercién del marcador de resistencia a
kanamicina en el lugar de la mutacién, la facilidad para localizar la
mutacién mediante andlisis con enzimas de restriccién, 1la
localizaciéti al azar de las mutaciones, el efecto polar, y la baja
frecuencia de reversién de las mismas (De Bruijn y Lupski, 1984).

En Rhizobium se han usado dos técnicas diferentes para obtener
mutantes simbidticamente defectuosos usando el transposén Tn5.
La mutagénesis generalizada implica la introduccién de Tn5
mediante la utilizacién de plidsmidos suicidas, inestables en
Rhizobium, transferidos por conjugacién a la estirpe silvestre; por
seleccion en medios adicionados de neomicina se aislan mutantes
con inserciones al azar del transposén. La mutagénesis dirigida
permite la alteracion de determinadas secuencias clonadas,
utilizando E. coli como hospedador intermediario. La insercién de
Tn5 seleccionada se transfiere posteriormente al genomio del
hospedador original por recombinacién homdéloga.

Mediante mutagénesis dirigida por transposicién con TnJj,
Dylan et al. (1986) originaron inserciones del transposén en las
regiones ndvA y ndvB del genomio de Rhizobium meliloti 102F34.
Este proceso dié lugar a la creacién de mutantes, en ambos locus,
simbi6ticamente defectuosos y cuyo fenotipo en planta era Nod*
Fix-. Aparentemente el crecimiento vegetativo de los mutantes no
se vefa afectado; las células crecian en presencia de manitol o
succinato como fuente de carbono y no mostraban diferencias en su
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capacidad para unir calcofluor, que es un colorante fluorescente
especifico de polisacdridos con uniones B.

La inoculacién de plantas de alfalfa con mutantes ndvA o ndvB
conduce a la formacién de nédulos amarillentos o blancos,
pequeiios, mis numerosos que los inducidos por la cepa silvestre,
carentes de bacteroides y por tanto no fijadores de nitrégeno. Estos
nédulos son similares a los producidos por mutantes de R. meliloti
defectuosos en la produccién de exopolisacirido dcido (Finan et al.,
1985; Leigh et al.,, 1985; Leigh et al.,, 1987). Los mutantes ndv
inducen curvatura del pelo radical, son ligéramente deficientes en
adhesividad e inician la _formaciéon de un pequefio nimero de
cordones de infecciéon (Dylan et al., 1990b), pero no se han
observado bacterias ni cordones de infeccién en pseudonédulos
maduros (Dylan et al., 1986).

Dylan et al. (1990b) detectaron ademds una serie de alteraciones
vegetativas en los mutantes ndv como -son un descenso en la
motilidad, menor sensibilidad a bacteri6fagos y un incremento en la
sensibilidad a antibidticos hidré6fobos y a condiciones de baja
osmolaridad.

El mutante ndvA no produce B-1,2 glucano peripldsmico ni
extracelular (Stanfield et al.,, 1988) aunque estd presente el
complejo intermediario azucar-proteina implicado en la sintesis del
glucano ciclico en Agrobacterium tumefaciens y R. meliloti
(Zorreguieta y Ugalde, 1986). En el caso del mutante ndvB, no se
produce el B-1,2 glucano debido a la ausencia de esta proteina de
membrana de gran tamafio (Ielpi et al., 1990). En el mutante ndvB
(Ty7) se cuantificé la produccién de exopolisacdrido y ésta fué
comparable con la de la cepa silvestre (Dylan et al., 1986); en
cuanto a la composicién quimica del exopolisacdrido 4cido producido
por los mutantes ndv, lelpi et al. (1990) han determinado mediante
estudios de RMN que no presenta ninguna variacién con respecto al
producido por la cepa silvestre.

Dylan et al. (1990a) han demostrado que el B-1,2 glucano es
necesario en R. meliloti para la adaptacién a condiciones de baja
osmolaridad y que los mutantes ndv presentan una serie de
caracteristicas fenotipicas que sugieren la existencia de alteraciones
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en la superficie celular derivadas de un fallo en la osmoadaptacién.
Mediante el aislamiento de pseudorevertientes se ha podido
separar la deficiencia simbiética del resto del fenotipo mutante; asi
los pseudorevertientes aislados por restauracién de la motilidad
(caracteristica vegetativa) recuperan en parte la adhesividad y la
capacidad simbiética, y s6lo ligeramente la capacidad de iniciacién
de cordones de infeccién. Por otro lado los pseudorevertientes
aislados por restauracién en la simbiosis no recuperaron ninguna
propiedad vegetativa, ni la capacidad de iniciacién de cordones de
infeccién, ni tampoco la adhesividad. Estos resultados sugieren que
la cepa silvestre presenta sobradas condiciones para la adhesién e
iniciacién del cordén de infeccién, y que el bloqueo simbiético de los
mutantes ndv no radica en estas primeras etapas del proceso
simbiético, sino probablemente a nivel de la extensién del ‘cordén
de infeccion. En ninguno de los pseudorevertientes aislados se
recuper6 la capacidad de producir B-1,2 glucano, lo que parece
indicar la posibilidad de que este bligdsacérido no esté implicado
directamente en el desarrollo del nédulo (Dylan et al., 1990b).

Toro y Olivares (1986) mediante incubacién a temperatura
supradptima de la cepa GR4 de R. meliloti obtuvieron un mutante,
GRT21s que produce el doble de exopolisacirido que la cepa
silvestre y no produce B-1,2 glucano debido a la carencia de Ia
proteina intermediaria de 235 KDa (Geremia et al., 1987). GRT21s
produce pseudondédulos en alfalfa, induce curvatura del pelo radical
pero no se detecta cordon de infeccién y carecen de bacteroides. La
mutacién de GRT21s se ha localizado en el locus ndvB y el fenotipo
simbiético y vegetativo del mutante se complementa por un gen
ndvB funcional (Soto er al.,, 1990). Se han aislado revertientes
genéticos verdaderos de GRT21s que recuperan la capacidad
simbidtica y la produccién de B-1,2 glucano.

En R. meliloti 2011 se aislaron por mutagénesis con Tn$5,
mutantes defectuosos en simbiosis que inducian la formacién de
nédulos carentes de cordon de infeccién y bacteroides (Inf-). Estos
mutantes producian cantidades de exopolisacdrido 4cido superiores
a las de la cepa silvestre (EPS*), y el polisacdrido carecia del resto
piruvato de la cadena lateral de la unidad octosacaridica que se
repite (Miiller et al., 1988b). Las inserciones de Tn5 en estos
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mutantes se localizaron en un fragmento Eco RI de 6.4 Kb de origen
cromosémico que presentaba homologia con el locus ndvB de
R. meliloti 102F34 (Miiller et al., 1988a). Quandt et al. (1990) han
estudiado un mutante por deleccién del locus ndvB de R. meliloti
2011 que induce pseudonédulos en alfalfa, no produce $-1,2
glucano y presenta problemas de osmotolerancia; por mutacién
espontidnea se han aislado pseudorevertientes osmotolerantes que
inducen la formacién de nédulos Fix- con cortos cordones de
infeccién. En experimentos de coinoculacién con mutantes Nod- de
R. meliloti, los mutantes Inf- EPS* no dieron lugar a la formacién de
nédulos Fixt (Miiller et al., 1988b), en cambio cuando se inoculé con
la mezcla del mutante Nod* y un pseudorevertiente osmotolerante
se establecieron nédulos fijadores de nitrégeno en alfalfa, aunque
estaban ocupados en su mayor parte por el mutante Nod- (Quandt
et al., 1990).

En este Capitulo presentamos la-. estrategia seguida para la
mutagénesis del locus ndvB de Rhizobium trifolii RS800 y la
caracterizaciéon fenotifpica de las mutaciones.

MATERIAL Y METODOS,

Bacterias y pldsmidos,

En este estudio se utilizé la estirpe silvestre Rhizobium trifolii
RS800 (Megias et al., 1988) y la estirpe HB101 de Escherichia coli.
Los plasmidos utilizados se describen en la Tabla 4.1.

Medi ndicion Itiv

Se emplearon los medios y condiciones de cultivo descritos en el
Capitulo 2; y se adicionaron los antibiticos apropiados a las
concentraciones finales reflejadas en el Capitulo 3 preparados de la
forma que alli se indica. Para seleccionar las estirpes marcadas con
el gen de la aminoglicésido 3' fosfotransferasa se utiliz6 una
concentraciéon final de 50 pg/ml de kanamicina para E. coli y de
50 pg/ml de neomicina para R. trifolii. Estos antibidticos se
disolvieron en agua destilada y se esterilizaron por filtracién. Para
la extraccion del B-1,2 glucano de R. trifolii se utilizé6 el medio GYM
descrito por Dylan et al. (1990a) que contiene 1 mM glutamato,
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TABLA 4.1. Pliasmidos.

Plismidos Referencias
pRK293 derivado de pRK290 Tcfy Km! Ditta et al. (1985)
pRK2073 pldsmido "helper” Spcf Ditta et al. (1980)
pBR322 pldsmido vector Tclfy Ampf Bolivar et al. (1977)
pPH1J1 pldsmido Spcrf perteneciente al Hirsch y Beringer (1984)
grupo de incompatibilidad Inc P
pCC714 derivado de pBR322 portador del Este trabajo
fragmento EcoRV de 8Kb que
contiene el locus ndvB de RS800
pCC718 derivado de pRK293 portador. del Este trabajo
locus ndvB de RS800 ,
pCC7181 derivado de pCC718 que contiene Este trabajo
una insercién del casette de la Km
en el locus ndvB
pCC119 derivado de pUC19 que contiene Este trabajo
el locus ndvA de RS800
pCCo11 derivado de pUC19 que contiene Este trabajo
el locus ndvA de RS800 en la
orientacién contraria a pCC119
pCC719 derivado de pUC19 que contiene Este trabajo
el locus ndvB de RS800
pCC917 derivado de pUC19 que contiene Este trabajo

el locus ndvB de RS800 en la
orientacién contraria a pCC719
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Figura 4.1. Técnica de mutagénesis dirigida. Esquema de la
creacion de mutantes mediante la técnica de mutagénesis dirigida,
siguiendo las indicaciones de Ditta-(1986). *= TnS5.
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0.02% p/v extracto de levadura, 20 mM manitol, 1 mM KoHPO4 (pH
6.8), 0.5 mM CaClz y 0.5 mM MgSOy4. Para estudiar la motilidad se
utiliz6 medio TY adicionado de un 0.3% de agar Oxoid N*1.

M nesis dirigida mediante la técni marcador

La mutagénesis dirigida es una técnica que combina la metodologia
de ADN recombinante con el uso de transposones. La estrategia
consiste en obtener inserciones de un transposén en un fragmento
clonado de ADN mantenido en E. coli como organismo intermediario
para transferir a continuacién determinadas inserciones al genomio
del organismo original por recombinacién homéloga. Esta técnica fué
descrita por Ruvkun y Ausubel (1981). En el presente trabajo la
técnica se ha realizado siguiendo las especificaciones de Ditta (1986)
y se ha utilizado pRK293 como vehiculo para la clonacién de la
regién que se queria mutagenizar y pPH1JI como pldsmido
incompatible para forzar la recombinacién. Los recombinantes se
~ seleccionaron en medio TY conteniendo Spc y Nm. A continuacién se
investigd la sensibilidad de éstos a tetraciclina. En la Figura 4.1 se
_ muestra un esqu'ema de la realizacién de esta técnica.

Ligamiento de ADN,
Se realizé siguiendo los procedimientos descritos en el Capitulo 3.

Para convertir en extremos planos los extremos originados al
digerir pRK293 con HindIIl, se realiz6 un tratamiento con el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E. coli (Boehringer
Mannheim). Se trataron 5 pug de vector, previamente digerido con el
enzima y purificado a continuacién por fenolizacién, con 10
unidades enzimditicas de polimerasa Klenow en un volumen final de
20 ul de reaccién de concentracién final 50 mM Tris-HCl (pH 7.4),
5 mM MgCla, 10 mM B-mercaptoetanol, 100 pg/ml BSA, 0.25. mM
dCTP, 0.25 mM dGTP, 0.25 mM dATP y 0.25 mM dTTP. La reaccién
se mantuvo 60 min a temperatura ambiente y pasado este tiempo
se detuvo afiadiendo 1 pl de EDTA 0.5 M y se purific6 el ADN

mediante fenolizacién seguida de precipitacién con etanol.

En nodulacién

Para los ensayos de nodulacién en trébol se usaron semillas de
trébol blanco (Trifolium repens cv. Huia) y de trébol subterrdneo
(Trifolium subterraneum cv. Seaton Park). Los ensayos se realizaron
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en jarros Leonard siguiendo el procedimiento descrito en el
Capitulo 3. También en algunas ocasiones en tubo, para lo que se
utiliz6 la misma solucién nutritiva y una tira de papel de filtro
donde tras esterilizacién en el autoclave se colocaron dos semillas
por tubo.

i f 1
Se seleccionaron nédulos formados por cada una de las cepas
objeto de este estudio a las cuatro semanas de la inoculacién. Para
cada cepa se recolectaron al menos seis ndédulos provenierites de
plantas distintas. |

Los nédulos se fijaron a 4°C durante dos horas en una solucién de
glutaraldehido al 3% en cacodilato sédico 100 mM pH 7.2-7.4. La
solucién de glutaraldehido se eliminé mediante dos lavados de
15 min y uno de 2 h a 4°C con el tampén cacodilato sédico 100 mM .
A continuacién se realizé una postfijacion con una solucién de
tetréxido de osmio al 1% p/v en cacodilato sédico 100 mM pH 7.2
durante 2 h. Pasado este tiempo se lavaron tres veces con el mismo
tampén para eliminar la solucién fijadora.

Una vez fijados los nédulos se procedié6 a la deshidratacién de los
mismos mediante sucesivos pases por acetona de concentracién
gradualmente creciente (50%, 70%, 80%, 90% 'y 100%) durante
15 min cada vez y finalmente dos veces en acetona 100% durante
30 min. En el momento de la deshidratacién con acetona 70% se hizo
un tratamiento con acetato de uranilo al 1% p/v en acetona 70%
durante 2 h. Antes de continuar la deshidratacién se eliminaron los
residuos de acetato de uranilo mediante lavados con acetona 70%.

Para la inclusion se utiliz6 resina Spurr que se prepar6 mezclando
10 g de didxido de vinil ciclohexano (V. C. D.), 26 g de norenil
succinico anhidro (N. S. A.), 7 g de epoxi-resina (D. E. R.) y 0.4 g de
dimetilaminoetanol (D. M. A. E.). La inclusién de los nédulos,
previamente deshidratados, se realiz6 manteniéndolos inicialmente
en una mezcla 1:1 acetona-resina y a continuacién durante 12 h en
resina. Los nédulos se colocaron en recipientes adecuados y se les
afiadi6 resina pura recién preparada, pasindolos a una estufa a
70°C durante 8 h, tiempo preciso para la solidificacién de la resina.
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Se realizaron cortes semifinos de 0.5 a 1 pum de espesor, se
tifieron con una solucién de azul de toluidina 0.1% p/v y se
observaron en un microscopio Optico.

Microscopia de epifluorescencia,

Se utilizaron cultivos en medio TY incubados durante 4 dias a
30°C. A 1 ml de cultivo se afiadieron 10 ul de una solucién 1 % p/v
de naranja de acridina en agua destilada. Pasados 5 min se
colocaron’ 20 pl entre porta y cubre y se observaron en un
microscopio de epifluorescencia con una 1luz incidente de
450-495 nm. Las preparaciones se fotografiaron con pelicula
Ecktachrome 400 ASA.

Extraccién de $-1.2 glgcang‘=

Para la extraccién de B-1,2 glucano peripldsmico se utiliz6 la
técnica descrita por Dylan et al. (1990a). Se obtuvo un cultivo de
Rhizobiim de 500 ml en medio GYM conteniendo manitol a una
concentracién final de 20 mM incubado durante 4 dias a 30°C.

Las células se recogieron por centrifugaciéon a 18.000 x g durante
30 min a 5°C y a continuacién se lavaron con una solucién
1 mM K2HPO4 (pH 6.8)/0.5 mM CaCl2/0.5 mM MgSOy4. Tras
centrifugacién a 30.000 x g durante 20 min a 5°C, se realiz6 una
extraccién con una solucién de 4cido tricloroacético al 1% (Miller et
al., 1986). El extracto se neutraliz6 a pH 7.0 con hidréxido aménico y
se concentré por liofilizacién.

Esta preparaciéon se purific6 por intercambio idénico Yy
cromatografia de filtracién en gel (Stanfield et al., 1988). Se utilizé
una columna de resina de intercambio i6nico (10 x 80 mm; AG1-X4,
50-100 mesh; Bio-Rad Laboratories) y se utilizé acetato de
trietanolamina 10 mM pH 5.5 como eluyente. Se recogieron
fracciones de 1 ml y se determiné en ellas la presencia de
carbohidratos por el método de la antrona (Mokrasch, 1954). Las
fracciones que contenian carbohidratos se reunieron y liofilizaron
para posteriormente disolverse en 0.5 ml de agua destilada y
pasarse por una columna de gel de poliacrilamida (10 x 120 mm;
Biogel P4, Medium; Bio-Rad Laboratories). Se emple6 como eluyente
una solucién de acetato de trietanolamina 100 mM pH 5.5
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adicionada de un 0.02% de azida sédica. Se recolectaron fracciones
de 1.5 ml y analizaron por el método de la antrona.

Andlisis de transcripcién y traduccién in vitro.

Se utilizé6 wun kit de transcripcién y traduccién in vitro
procariftico suministrado por Amersham. La reaccién de sintesis in
vitro de proteinas se realizé6 siguiendo las recomendaciones del
fabricante y se emplearon 20 puCi de L-(S35) metionina para marcar
los péptidos formados.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel
SDS-10% poliacrilamida, utilizando un tampén 25 mM Tris-HCl (pH
8.3)/192 mM glicina/O.l%” SDS y una intensidad de corriente
constante de 35 mA. A continuacién se fijé el gel en acético al 7%
durante 30 min, se traté6 dos veces con dimetilsulféxido (DMSO) y se
mantuvo después durante 3 h en difenil oxazol (PPO) al 12 % p/v en
DMSO antes de secarlo y exponerlo para fluorografia.

RESULTADOS.

Creacién de mutantes ndvB de R, trifolii RS800.

- Tal como se describe en el Capitulo 3, el césmido pCC71, que
complementa funcionalmente mutantes ndvB de R. meliloti y
mutantes chvB de Agrobacterium tumefaciens, contiene un
fragmento EcoRV de aproximadamente 8 Kb que hibrida
fuertemente con la sonda ndvB de R. meliloti 102F34 descrita en el
Capitulo 2. Este fragmento se ha subclonado en el sitio EcoRV de
pBR322 origindndose el nuevo plismido pCC714.

Para mutagenizar el locus ndvB de R. trifolii RS800 decidimos
utilizar este fragmento e introducir la mutacién en el genomio de la
cepa silvestre mediante la técnica de marcador de cambio. Para ello
necesitdbamos disponer del locus ndvB clonado en un pldsmido
estable en Rhizobium. En la Figura 4.2 se esquematiza el
procedimiento seguido. Elegimos el vector pRK293, plismido
derivado de pRK290, de amplio rango de hospedador vy
perteneciente al grupo de incompatibilidad P1. pRK293 se digirid
con HindIIl y posteriormente se trat6 con Klenow de forma que se
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Figura 4.2. Construcciéon de pCC7181. Esquema de la
construccién del plismido pCC7181 utilizado en la creacién de la
mutacién en el locus ndvB de R. trifolii RS800.
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rellenaron sus extremos y quedaron preparados para ligarse a los
extremos planos del fragmento ndvB obtenidos del pldsmido
pCC714 por digestion con EcoRV. Esta clonacién dié lugar al
plasmido pCC718 que posteriormente fué objeto de la mutagénesis.

Con el fin de obtener de forma rdpida y directa una mutacién
localizada en el fragmento y dado que conociamos el mapa fisico de
restricciéon del mismo, realizamos la clonacién del cassette que
codifica el gen de resistencia a kanamicina (Kan' Gen BlockT M
(EcoRI), Pharmacia) en el punto interno Xhol. Para ello hubo de
hacerse una digestién parcial con Xhol del pldsmido pCC718 ya que
presenta otro punto de corte Xhol en la parte que procede de
pRK293. Se seleccionaron los clones resistentes a kanamicina y se
analizaron para conocer la localizacién del cassette. En el nuevo
pldsmido pCC7181 el gen de resistencia a kanamicina se sitia en el
punto interno Xhol del locus ndvB. En la Figura 4.2 se muestra un
esquema de la estrategia seguida para la construccién de pCC7181.

A continuacién se introdujo la mutacién del locus ndvB en el
cromosoma de R. trifolii RS800 por la técnica de marcador de
cambio (Figura 4.1). Mediante conjugacién triparental usando
pRK2073 como plismido "helper" se creé una estirpe
merodiploide al introducir pCC7181 en R. trifolii RS800. Se forzé la
homogenotizacién por la entrada mediante conjugacién biparental
del pldsmido pPH1JI, perteneciente al mismo grupo de
incompatibilidad que pCC7181, seleccionando los transconjugantes
en medio TY con Spc y Nm.

Por iltimo se comprobé la sensibilidad a tetraciclina de los
transconjugantes obtenidos, observidndose que el 8% de ellos era
tetraciclina sensible. Asi mismo se verific6 por hibridacién la
recombinacién del cassette de resistencia a Km en el genomio de la
estirpe CAR1 de R. trifolii. Para ello se extrajo el ADN gendémico total
de las estirpes RS800 y CARI1 y se digiri6 con EcoRI. E1 ADN se
transfiri6 a un filtro de nitrocelulosa e hibridé frente al cassette de
resistencia a Km. No se encontré ninguna sefial de hibridacién en el
ADN total de RS800. Sin embargo en el carril correspondiente al
ADN total digerido con Eco RI de la estirpe CARI1, se detecté una
banda unica de hibridacién.
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Figura 4.3. Floculacion en medio liquido de la estirpe CARI1
de Rhizobium trifolii. Panel A: Cultivos en medio rico TY
incubados durante 4 dias; a la derecha un cultivo de la estirpe
. RS800 y a la izquierda un cultivo de la estirpe CAR1. Panel B:
" Células individualizadas de un cultivo de la estirpe  RS800
observadas por epifluorescencia. Panel C: Agrupacién de células de
un cultivo de la estirpe CAR1 observada por epifluorescencia.
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De esta forma se obtuvo un mutante denominado CARI1 cuyo
crecimiento en medio rico TY es bastante mis lento que el de la
cepa silvestre y presenta una marcada tendencia a 1la
autoaglutinacién en medio liquido. Esta fenémeno de
autoaglutinacién o floculacién puede observarse a nivel microcépico
y también a simple vista en el cultivo. En la Figura 4.3 se presentan
fotografias de los cultivos de las estirpes RS800 y CARI, obtenidas
tanto en los tubos, como al microscopio de epifluorescencia
utilizando naranja de acridina como colorante fluorescente. En el
cultivo de la estirpe RS800 se observan al microscopio células
individualizadas, mientras que en el cultivo de la estirpe CAR1 se
pueden apreciar aglomeraciones de células atrapadas en una malla
de aspecto laxo.

La motilidad de la estirpe CAR1 se observé en placas de agar
blando y no se detecté ninguna diferencia con respecto a la
motilidad de la estirpe silvestre RS800.

Fenotipo en planta de la estirpe CARI.
Se investigé la interaccién de la estirpe CAR1 con plantas de

trébol utilizando tanto trébol blanco (Trifolium repens) como trébol
subterrdneo (Trifolium subterraneum) que son dos hopedadores
habituales de la estirpe silvestre R. trifolii RS800.

Se realiz6 un ensayo en jarros Leonard que se mantuvieron en
cdmara iluminada durante cuatro semanas. En el porte de las
plantas sélo se pudo apreciar una ligera diferencia en el desarrollo
de las plantas inoculadas con la estirpe CAR1 y la estirpe silvestre.
Las raices de las plantas inoculadas con RS800 presentaban nédulos
de morfologia tipica, color rojo y tamafio normal situados en la raiz
principal. En las plantas inoculadas con la estirpe CAR1 se detect6 la
presencia de mayor ndmero de ndédulos cuya morfologia era
variada. Se podian observar nédulos rosados situados en la raiz
principal aunque de menor tamafio que los observados en las
plantas inoculadas con la cepa silvestre, y nédulos blanquecinos
mas pequefios y numerosos, frecuentemente localizados en los
puntos donde emergen las raices secundarias (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Plantas de trébol inoculadas con las estirpes
RS800 y CAR1 de Rhizobium trifolii. Panel A: Raices inoculadas
con R. trifolii RS800 (izquierda) y CAR1 (derecha). Panel B: Raiz
inoculada con la estirpe RS800. Panel C: Raiz inoculada con la estirpe
CARI.
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Se comprobé mediante medidas de reduccién de acetileno que en
las plantas inoculadas con la estirpe CAR1 se detectaba capacidad
para fijar nitrégeno.

Estudio de la estructura de los ndédulos formados por RS800 y
CARL.

El estudio de la estructura de los nédulos se realizé en plantas de
trébol subterrdneo seleccionando nédulos formados por la estirpe
silvestre R. trifolii RS800 y nédulos formados por la estirpe CARI,
pertenecientes a los dos tipos macromorfolégicamente diferentes
que se pueden observar, para realizar asi un estudio comparativo.

Se trataron como tres muestras diferentes. Se recolectaron seis
nédulos de cada tipo provenientes de distintas plantas. La
observaciéon de los cortes semifinos al microscopio O4ptico nos
permitié apreciar diferencias en la estructura interna de los
nédulos.

En el caso de la cepa silvestre los nédulos formados presentan
una morfologia tipica de los nddulos efectivos de tipo
indeterminado formados por exodermis y endodermis, una zona de
células procedentes del cértex de la raiz con trazas de canales
vasculares periféricos y una zona central que contiene células
invadidas y células no invadidas, siendo mucho mayor el nimero de
las primeras. Las células infectadas contienen numerosos
bacteroides y la invasién es uniforme en las células de las distintas
zonas del nédulo. Entre las células quedan espacios intercelulares
carentes de bacterias y no demasiado amplios. En las células
invadidas existen pequefias vacuolas periféricas y a veces una
central, y en las células no invadidas se observan pequeiios
granulos de almidén (Figura 4.5).

El estudio microscépico de la estructura de aquéllos nédulos
formados por la estirpe CARI1, cuyo aspecto era similar al de los
inducidos por la estirpe silvestre, permitié la observacién de una
serie de caracteristicas que establecian diferencias entre ambos
tipos de nédulos. Asi el nimero de células no invadidas es
considerablemente superior en los nédulos inducidos por CARI1. El
nimero de bacteroides, en las distintas células invadidas, es
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Figura 4.5. Microscopia de nédulos formados por la estirpe
RS800 de Rhizobium trifolii. Corte semifino de un ndédulo,
tefiido con azul de toluidina, observado en el microscopio 6ptico con
objetivo 10X (Panel A), 40X (Panel B) y 100X (Panel C).
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Figura 4.6. Microscopia de nédulos, similares a los
inducidos por la cepa silvestre, formados por la estirpe
CAR1 de Rhizobium trifolii. Corte semifino de un noédulo, tefiido
con azul de toluidina, observado en el microscopio O6ptico con”
objetivo 10X (Panel A), 40X (Panel B) y 100X (Panel C).
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Figura 4.7. Microscopia de nédulos, diferentes a los
inducidos por la cepa silvestre, formados por la estirpe
CAR1 de Rhizobium trifolii. Corte semifino de un nédulo, tefiido
con azul de toluidina, observado en el microscopio O6ptico con
objetivo 10X (Panel A), 40X (Panel B) y 100X (Panel C).
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irregular y éstos ocupan en muchas de las células un reducido
espacio citoplasmdtico. Las células invadidas presentan vacuolas
centrales de gran tamafio o grupos de pequefias vacuolas también
en el centro de la célula. Los espacios intercelulares no contienen
bacteroides y son de mayor tamafio que en la cepa silvestre (Figura
4.6).

Los nédulos mds numerosos, pequefios y blancos inducidos
también por la estirpe CAR1, son nédulos vacios. Aunque, en
ocasiones, se pueden detectar algunas bacterias en la regién
subepidérmica y 2 6 3 células invadidas cercanas al coértex.
Presentan estructura tipica de nédulos con wuna regién
meristemdtica distal y una regiéon proximal cuyas células presentan
~grdnulos de almidén de gran tamafio, asi mismo poseen haces
vasculares periféricos. (Figura 4.7).

Produccién de B-1.2 glucano por la estirpe CAR1 de R. trifolii.

Para este estudio se prepararon cultivos de las estirpes RS800 y
CAR1 en medio GYM y se realiz6 la extraccién del B-1,2 glucano
peripldsmico de la forma que se describe en el apartado de
Materiales y Métodos.

No se encontraron diferencias significativas en la cantidad de
oligosacdrido producido por ambas cepas; se detecté en forma de un
unico pico muy cercano al volumen vacio de la columna.

Identificacién del producto génico del locus ndvB

Las dos regiones del genomio de R. trifolii RS800 que
presentaban fuerte homologia con los locus ndvA y ndvB de
R. meliloti 102F34, se clonaron en el plismido pUCI19 utilizando
puntos tnicos de restriccién del "polilinker” (pCC119 y pCC719,
Capitulo 3).

De esta forma disponiamos de una serie de construcciones en las
que las regiones ndvA y ndvB de R. trifolii RS800 se colocaban bajo
el control del promotor lac. Dado que en principio no conociamos la
direccién de transcripcién de los genes ndv, las dos regiones se
insertaron en pUC19 en las dos posibles orientaciones.
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Figura 4.8. Andlisis de transcripciéon y traduccién in vitro
de loci ndv. Fluorograma obtenido tras electroforesis en gel
SDS-poliacrilamida de los péptidos radiactivos sintetizados in vitro a
partir de las siguientes moléculas de ADN: Linea 1 (pUC19), linea 2
(pCC119), linea 3 (pCC911), linea 4(pCC719), linea 5 (pCC917). Las
puntas de flecha en el margen izquierdo indican los patrones
utilizados cuyos tamafios moleculares son: 180, 116, 84, 58, 48, 36 y
26 KDa.
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Utilizando L-(S35)metionina y un sistema de transcripcién vy
traduccién in vitro que utiliza ARN polimerasa de E. coli, marcamos
radiactivamente los péptidos obtenidos a partir de cada uno de los
clones. En la Figura 4.8 se muestra el fluorograma obtenido en el
que se puede observar una banda claramente visible en el clon
pCC917 cuyo tamafio molecular podria ser de aproximadamente 70
KDa. No se observaron con claridad bandas reactivas en ningin otro
pldsmido, salvo una extremiddamente débil en el carril
correspondiente a pCC119 a la altura de aproximadamente 50 KDa
que no puede apreciarse en la Figura 4.8, pero si en el film original.

DISCUSION,

El presente estudio se dirigié a la obtencién de mutantes de la
estirpe Rhizobium trifolii RS800 en el locus ndvB descrito por Dylan
et al. (1986). Este locus es necesario para la sintesis de B-1,2
glucano en R. meliloti (Ielpi et al., 1990), al igual que el locus chvB
en A. tumefaciens (Zorreguieta et al., 1988).

Los mutantes en ndvAB forman nédulos vacios y por tanto Fix-, y
presentan ademds alteraciones en la movilidad, sensibilidad a fagos
y a antibidticos. Los mutantes en chvAB son avirulentos y es
interesante seflalar que los transconjugantes de Agrobacterium
portadores del pSym de Rhizobium phaseoli, sélo nodulan Phaseolus
si chvAB son funcionales (van Veen et al.,, 1987), lo que parece
indicar una mayor dependencia en Agrobacterium de la funcién de
chvAB.

Hoying et al. (1990) han estudiado el fenotipo simbidtico de una -
mutacion en un locus de funcién desconocida localizado en un
megapldsmido (Buikema et al.,, 1983). La estirpe mutante Rm1045
esti afectada en la biosintesis de leucina y en varias etapas del
desarrollo del nédulo. Aproximadamente dos tercios de los nédulos
inducidos por Rm1045 carecen de bacterias y el resto presenta
distintos grados de infeccién, aunque estas bacterias aparéntemente
no fijan nitrégeno. Los resultados del estudio indican que al menos
parte del locus mutado en Rm1045 estdi duplicado, lo que puede
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explicar que invada la tercera parte de los nédulos formados. Se ha
demostrado que las mutaciones en una unica copia de genes
funcionalmente homdlogos puede dar lugar a una reduccién de la
eficiencia simbidtica (Gyorgypal et al., 1988; Morett et al., 1988).

En la estirpe silvestre R. trifolii RS800 por hibridacién con la
sonda ndvB de R. meliloti se ha detectado la presencia de tres
copias del locus ndvB (Coronado et al., 1989). La presencia de
reiteraciones de ADN en el genomio de esta estirpe no es un dato
nuevo; Rodriguez-Quifiones et al. (1989) pusieron de manifiesto la
existencia de dos copias del gen nodD y la reiteracién de un locus de
la cepa, que hibrida con una sonda nodL de R. meliloti, en una
estirpe rifampicina resistente derivada de la estirpe silvestre
RS800.

Esta repeticiéon al menos parcial del locus ndvB en R. trifolii
RS800 podria explicar el fenotipo simbiético de la mutacién en la
estirpe  CAR1 obtenida en este estudio. El 70% de~Tos nédulos
inducidos por CAR1 son nédulos vacios y el resto presentan un
grado de invasién variable, pero es posible detectar la capacidad de
fijar nitrégeno mediante medidas de reduccién de acetileno.
Probablemente seréd necesario conseguir mutaciones en cada una de
las copias ndvB en la estirpe silvestre para conseguir un fenotipo
simbiético claramente defectuoso. Se podrian emplear nuevas
metodologias como es el caso de ARN antisentido para bloquear a
un tiempo la funcion de todas las copias del gen (Simons y Kleckner,
1988).

Los datos derivados de la secuencia de ndvB en R. meliloti
indican que este locus contiene un solo ORF que codifica una
proteina de 319 KDa (Ielpi et al., 1990). En cambio, el producto
NdvB migra en geles SDS-poliacrilamida con una masa molecular
aparente de 235 KDa, como lo hace el producto homélogo y
funcionalmente equivalente del locus chvB de A. tumefaciens
(Zorreguieta y Ugalde, 1986). Zorreguieta et al. (1988) han
encontrado que el gen chvB codifica una proteina de mayor tamafio
que la requerida para la sintesis de B-1,2 glucano. Las inserciones
de Tn5 localizadas mas alld de la fraccién necesaria para la sintesis
del oligosacdrido ciclico y la virulencia daban lugar a productos
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proteicos truncados posiblemente por terminacién traduccional; los
mutantes en estos puntos eran virulentos y producian B-1,2

glucano.

Nuestros resultados obtenidos mediante transcripcién y
traduccién in vitro con un sistema procaridtico derivado de E. coli
sugieren que el producto proteico del locus ndvB de R. trifolii RS800
estudiado tiene una masa molecular de aproximadamente 70 KDa.
Este tamafio es considerablemente inferior al tamafio molecular de
las proteinas NdvB en R. meliloti y ChvB en A. tumefaciens. Puede
suceder que el locus ndvB clonado en pCC917 origine una proteina
truncada o que la proteina NdvB sea de menor tamafio en R. trifolii
RS800. Recientemente Ifion de Iannino y Ugalde (1990) han
presentado una proteina de 90 KDa identificada como posible
intermediario en la sintesis de p-1,3; P-1,6 glucano en
Bradyrhizobium japonicum. Este oligosacdrido se ha descrito en
B. japonicum USDA110 en lugar de B-1,2 glucano, y..de momento no
se conoce su funcién en la invasién del ndédulo (Mille} et al., 1990).

138



AGRADECIMIENTOS,

Quisiera agradecer a Luis Ielpi su colaboracién en los
experimentos de transcripciéon y traduccién in vitro de proteinas, a
Inmaculada Séanchez y Beatriz Sdnchez la ayuda prestada para la
realizaciéon de los estudios de microscopia, y a José Antonio Muiioz
sus consejos sobre cromatografia en gel.

139



BIBLIOGRAFIA.

Bolivar, F., Rodriguez, R. L. Greene, P. J., Betlach, M. C., Heyneker,
H. L., Boyer, H. W., Crosa, J. y Falkow, S. (1977). Construction and
characterization of new cloning vehicles. II. A multi-purpose
cloning system. Gene 2: 95-113.

Buikema, W. J., Long, S. R., Brown, S. E., van den Bos, R. C,, Earl, C.
y Ausubel, F. M. (1983). Physical and genetic characterization of
Rhizobium meliloti symbiotic mutants. J. Mol. Appl. Genet. 2: 249-
260.

Coronado, C., Megias, M: Ruiz-Berraquero, F. y Palomares, A. J.
(1989). Interspecies homology of nodule development genes in
Rhizobium and Bradyrhizobium spp. FEMS Microbiol. Lett. 59: 289-
296.

De Bruijn, F. J. y Lupski, J. R. (1984). The use. of transposon Tn5
mutagenesis in the rapid generation of correlated physical and

genetic maps of DNA segments cloned into multicopy plasmid - a
review. Gene 27: 131-149.

Ditta, G. Tn5 mapping of Rhizobium nitrogen fixation genes.
(1986). Methods Enzymol. 118: 519-528.

Ditta, G., Stanfield, S., Corbin, D. y Helinski, D. R. (1980). Broad
host-range DNA cloning system for Gram-negative bacteria:
construction of a gene bank of Rhizobium meliloti. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77: 7347-7351.

Ditta, G., Schmidhauser, T., Yakobson, E., Lu, P., Liang, X. -W.,
Finlay, D. R., Guiney, D. y Helinski, D. R. (1985). Plasmids related to
the broad-host-range vector, pRK290, useful for gene cloning and
for monitoring gene expression. Plasmid 13: 149-153.

Dylan, T., Ielpi, L., Stanfield, S., Kashyap, L., Douglas, C., Yanofsky,
M., Nester, E., Helinski, D. R. and Ditta, G. (1986). Rhizobium meliloti
genes required for nodule development are related to chromosomal

virulence genes in Agrobacterium tumefaciens. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83: 4403-4407.

140



Dylan, T., Helinski, D. R. y Ditta, G. S. (1990a). Hypoosmotic
adaptation in Rhizobium meliloti requires B-(1->2)-glucan. J.

Bacteriol. 172: 1400-1408.

Dylan, T., Nagpal, P., Helinski, D. R. y Ditta, G. S. (1990b). Symbiotic
pseudorevertants of Rhizobium meliloti ndv mutants. J. Bacteriol.
172: 1409-1417.

Finan, T. M., Hirsch, A. M., Leigh, J. A,, Johansen, E., Kuldau, G. A,,
Deegan. S., Walker, G. C. y Signer, E. R. (1985). Symbiotic mutants of
Rhizobium meliloti that uncouple plant from Dbacterial
differentiation. Cell 40: 869-877.

Geremia, R. A., Cavaignac, S., Zorreguieta, A., Toro, N., Olivares, J. y
Ugalde, R. A. (1987). A Rhizobium meliloti mutant that forms
ineffective pseudonodules in alfalfa produces exopolysaccharide but
fails to form B(1,2) glucan. J. Bacteriol. 169: 880-884.

Gyorgypal, Z., Iyer, N. y Kondorosi, A. (1988). Three regulatory
nodD alleles of diverged flavonoid-specificity are involved in host-
dependent nodulation of Rhizobium meliloti. Mol. Gen. Genet. 212:
85-92.

Hirsch, P. R. y Beringer, J. E. (1984). A physical map of pPHIJI
and pJB4JI. Plasmid 12: 139-141.

Hoying, J. B., Behm, S. M. y Lang-Unnasch, N. (1990). Cloning and
characterization of Rhizobium meliloti loci required for symbiotic
root nodule invasion. Mol. Plant-Microbe Interact. 3: 18-27.

Ielpi, L., Dylan, T., Ditta, G. S., Helinski, D. R. y Stanfield, S. W.
(1990). The ndvB locus of Rhizobium meliloti encodes a 319 kDa
protein involved in the production of B-(1->2)-glucan. J. Biol. Chem.
265: 2843-2851.

Inon de Iannino, N. y Ugalde, R. A. (1990). Biosynthesis of cyclic
B1-3 glucan in Bradyrhizobium japonicum. 5th International

Symposium on the Molecular Genetics of Plant-Microbe
Interactions. Interlaken, Suiza, 1990. p. 140.

141



Leigh, J. A., Signer, E. R. y Walker, G. C. (1985). Exopolysaccharide-
deficient mutants of Rhizobium meliloti that form ineffective
nodules. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6231-6235.

Leigh, J. A., Reed, J. W., Hanks, J. F.,, Hirsch, A. M. y Walker, C. G.
(1987). Rhizobium meliloti mutants that fail to succinylate their
calcofluor-binding exopolysaccharide are defective in nodule
invasion. Cell 51: 579-587.

Megias, M., Caviedes, M. A., Andrés, M., Sousa, C., Ruiz-
Berraquero, F. y Palomares, A. J. (1988). Localization of his genes on
the Rhizobium trifolii RS800 linkage map. Mol. Gen. Genet. 211:
369-372.

Miller, K. J., Kennedy, E. P. y Reinhold, V. N. (1986). Osmotic
adaptation by gram-negative bacteria: possible role for periplasmic
oligosaccharides. Science 231: 48-51.

Miller, K. J., Gore, R. S., Johnson, R., Benesi, A. L. y Reinhold, V. N.
(1990). Cell-associated oligosaccharides of Bradyrhizobium spp. J.
Bacteriol. 172: 136-142.

Mokrasch, L. C. (1954). Analysis of hexose phosphate and sugar
mixtures with the anthrone reagent. J. Biol. Chem. 208: 55-59.

Morett, E., Moreno, S. y Espin, G. (1988). Transcription analysis of
three nifH genes of Rhizobium phaseoli with gene fusions. Mol. Gen.
Genet. 213: 499-504.

Miiller, P., Enenkel, B., Hilleman, A., Kapp, D., Keller, M., Quandt, J.
y Piihler, A. (1988a). Genetic analysis of two DNA regions of the
Rhizobium meliloti genome involved in the infection process of
alfalfa nodules. En Molecular Genetics of Plant-Microbe Interactions.
Palacios, R. y Verma, D. P. S. (eds.). APS Press. St. Paul-Minnesota.
pp. 26-32.

Miiller, P., Hynes, M., Kapp, D., Niehaus, K. y Piihler, A. (1988b).
Two classes of Rhizobium meliloti infection mutants differ in
exopolysaccharide production and in coinoculation properties with
nodulation mutants. Mol. Gen. Genet. 211: 17-26.

142



Quandt, J., Hillemann, A., Niehaus, K., Arnold, W. y Piihler, A.
(1990). An osmotic pseudorevertant of a Rhizobium meliloti ndvB
mutant invades alfalfa nodules and allows the formation of
effective nodules following mixed inoculation with a R. meliloti
nodulation mutant. 5th International Symposium on the Molecular
Genetics of Plant-Microbe Interactions. Interlaken, Suiza, 1990. p.
139.

Rodriguez-Quifiones, F., Fernandez-Burriel, M., Banfalvi, Z,,
Megias, M. y Kondorosi, A. (1989). Identification of a conserved,
reiterated DNA region that influences the efficiency of nodulation in
strain RS1051 of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Mol. Plant-
Microbe Interact. 2: 75-83.

Ruvkun, G. B. y Ausubel, F. M. (1981). A general method for site-
directed mutagenesis in prokaryotes. Nature 289: 75-78.

Simons, R. W, y Kleckner, N. (19885". Biological regulation' by
antisense RNA in prokaryotes. Annu. Rev. Genet. 22: 567-600.

Soto, M. J., Lépez-Lara, M. 1., Olivares, J. y Toro, N. (1990). Genetic
characterization of GRT21s, a Rhizobium meliloti mutant wich fails
to form B-1,2 glucan. 5th International Symposium on the

Molecular Genetics of Plant-Microbe Interactions. Interlaken, Suiza,
1990. p. 141.

Stanfield, S. W., Ielpi, L., O'Brochta, D., Helinski, D. R. y Ditta, G.
(1988). The ndvA gene product of Rhizobium meliloti is required
for [3-(1->2)-glucan‘ production and has homology to the ATP-
binding export protein HlyB. J. Bacteriol. 170: 3523-3530.

Toro, N. y Olivares, J. (1986). Analysis of Rhizobium meliloti sym
mutants obtained by heat treatment. Appl. Environ. Microbiol. 51:
1148-1150.

van Veen, R. J. M., den Dulk-Ras, H., Schilperoort, R. A. y
Hooykaas, P. J. J. (1987). Chromosomal nodulation genes: Sym-
plasmid containing Agrobacterium strains need chromosomal

virulence genes (chvA and chvB) for nodulation. Plant Mol. Biol. 8:
101-108.

143



Zorreguieta, A. y Ugalde, R. A. (1986). Formation in Rhizobium
and Agrobacterium spp. of a 235-kilodalton protein intermediate in
B-D(1,2) glucan synthesis. J. Bacteriol. 167: 947-951.

Zorreguieta, A., Geremia, R. A., Cavaignac, S., Cangelosi, G. A. y
Nester, E. W. (1988). Identification of the product of an
Agrobacterium tumefaciens chromosomal virulence gene. Mol.
Plant-Microbe Interactions. 1: 121-127.

144



CAPITULO 5.

Anadlisis de la region promotora del locus ndvB.
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INTRODUCCION,

Dentro de los mecanismos desarrollados por los organismos vivos
para regular la expresiéon de su informacién genética, es
fundamental el nivel de sintesis de ARN. La sintesis de ARN,
transcripcién de la informacién genética, es controlada por una serie
de sefiales especificas codificadas por el ADN. Se trata
principalmente de promotores y terminadores que identifican el
punto de inicio y final de la sintesis de ARN por la ARN polimerasa,
determinando ademds la eficiencia con que funcionan estos sitios y
los requerimientos para otros reguladores secundarios que modulan
la expresion del gen o genes asociados.

Se han aislado y estudiado muchos promotores reconocidos por la
ARN polimerasa de Escherichia coli. Se han determinado y
comparado sus secuencias, y se han identificado las secuencias
fundamentales para “la funcién promotora. Sin embargo, existian
algunos problemas para el estudio de estos reguladores
transcripcionales como la dificultad de comparar la expresién de
dos promotores asociados a dos genes distintos, monitorizar la
actividad de algunos genes, o realizar estudios de expresién de
genes necesarios para la viabilidad del organismo.

El desarrollo de las metodologias de ADN recombinante nos ha
facilitado una serie de técnicas para el aislamiento y estudio de
promotores en bacterias. Se han construido plidsmidos vectores que
permiten el aislamiento y la comparacién de propiedades de los
promotores transcripcionales. (Nierman, 1988). Aunque cada uno de
estos vectores presenta caracteristicas singulares, todos se basan en
un principio comin muy simple. La insercién de un fragmento de
ADN que contiene un promotor, permite la activacién de un gen
codificado por el pldsmido que es transcripcionalmente silencioso.
Este gen silencioso se consigue deleccionando el propio promotor y
situando delante un punto unico para una enzima de restriccion.
Cuando se inserta en este punto y en la orientacién correcta un
fragmento de restriccién que contiene un promotor, se inicia la
transcripcién y continda a través del gen. El transcrito, que contiene
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el punto de iniciacién de la traduccién y la secuencia codificante del
gen silencioso, se traduce originando el producto funcional del gen.

Los vectores para clonar promotores no sélo nos facilitan el
aislamiento y estudio del promotor, sino que ademds nos permiten
realizar estudios comparativos situando delante del mismo gen
distintos promotores o distintas versiones de un promotor, ya que
el nivel de expresién en cada caso nos reflejaria la fuerza relativa
de los promotores.

Algunos de los primeros vectores para clonar promotores
("promoter-probe vector") que se construyeron, derivaban de la
fusién de pACYC177 y pACYC184 (Chang y Cohen, 1978), y en ellos
se habia eliminado el promotor del gen de resistencia a tetraciclina.
Las células portadoras de estos plismidos (pGA24, pGA39 y pGA46)
eran sensibles a tetraciclina a menos que se insertase delante del
gen un fragmento de ADN que contuviese un promotor. La utilidad
de estos plismidos se demostré en el estudio del promotor de la
region rpoB rpoC del cromosoma de E. coli (An y Friesen, 1980).

Rodriguez y colaboradores desarrollaron vehiculos para clonacién
de promotores a partir de pBR322 (Bolivar et al., 1977) mediante la
eliminacién por digestién con exonucleasa del promotor del gen de
resistencia a tetraciclina, asi surgieron pPV33 y pPV33H (West y
Rodriguez, 1982). Posteriormente se fueron mejorando por distintos
procedimientos estos vectores derivados de pBR322: a.-) se utilizé
como gen informador el de la cloranfenicol acetil transferasa
procedente de pBR328 cuya actividad se podia cuantificar, b.-) se
colocaron terminadores de transcripcién al final del gen informador
para evitar que la clonacién de un promotor fuerte alterara la
estabilidad y la replicacién del pldsmido, asi como al principio de la
secuencia con lo que se impide que halla una lectura del gen desde
alguna regién promotora de pBR322, c.-) se utilizaron "polilinkers”
para proporcionar los puntos tnicos de restriccién para distintas
enzimas y d.-) se situaron terminadores traduccionales entre el
"polilinker" y el codén de iniciacién de la traduccién del gen, con la
finalidad de que la traduccién no se inicie en algin punto de la
secuencia clonada.
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Ademds de los genes de resistencia a antibiéticos se pueden
utilizar otra serie de genes como gen informador. Casadaban et al.
(1980) para construir una serie de vectores para clonacién de
promotores: pMC81, pMC306, pMC661, pMC489 etc. utilizaron el
gen completo de la B-galactosidasa de E. coli (lacZ), o la secuencia
codificante de la regién amino terminal (lacZ’ o lacZa) que
complementa la mutacién lacZAM15, (Casadaban y Cohen, 1980).
Las células que presentan un fenotipo Lact se pueden detectar con
facilidad en placas de lactosa-McConkey o en placas de X-gal; y la
actividad P-galactosidasa se puede determinar cuantitativamente

mediante un simple ensayo..

Rosenberg y colaboradores (McKeney et al., 1981) usaron como
gen informador el gen de la galactoquinasa de E. coli (galK). El
vector pKO-1 y sus derivados llevan el gen galK desprovisto de
promotor, y también el gen de la B lactamasa de pBR322 como un
segundo marcidor independiente. La actividad de la enzima es
ficilmente detectable, y bajo condiciones apropiadas de hospedador
y de medio la expresién del gen galK puede convertirse en esencial
o letal para el crecimiento de la célula, lo que nos permite
identificar ficilmente los pldsmidos que contienen una secuencia
promotora.

Otros genes estructurales empleados para construir vectores de
clonacién de promotores, han sido genes que codifican algunas
enzimas de la ruta biosintética del tript6fano (trpA) y el gen que
codifica la dihidrofolato reductasa que confiere resistencia a
trimetoprim (folA). Ambas actividades enzimdticas pueden
cuantificarse, permitiendo asi la comparacién de la actividad de
distintos promotores.

Mediante el uso de los vectores anteriormente citados se ha
realizado el estudio acerca de la estructura y funcién de muchos
promotores de E. coli y de bacteriéfagos de E. coli (Rosenberg vy
Court, 1979; Rodriguez y Chamberlin, 1982). Sin embargo, se tenia
poca informacién sobre la estructura y funcién de los promotores de
otras bacterias Gram-negativas y no se habian realizado estudios de
funcionamiento de un promotor de una bacteria Gram-negativa en
otra. Para realizar estos estudios interespecificos de funcién de
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promotores, Bagdasarian et al. (1983) construyeron un vector de
clonacién de promotores de amplio rango de hospedador, pKT240,
derivado de pHSG415 (Hashimoto-Gotoh et al., 1981) y del plismido
RSF1010 perteneciente al grupo de incompatibilidad IncQ
(Bagdasarian et al.,, 1981; Bagdasarian y Timmis, 1982). El pldsmido
pKT240 posee un sitio dnico para EcoRI y Hpal delante del gen de la
aminoglicésido fosfotransferasa (aph) que confiere a la célula
hospedadora resistencia a la estreptomicina. Este plismido se usé
para demostrar que el promotor del gen lacIQ de E. coli y el
promotor hibrido trp-lac (tac) (Amann et al., 1983) eran activos en
Pseudomonas putida.

Por insercién de la regiéon lacZY del vector de E. coli pMC1403
(Casadaban et al., 1980) en RSF1010 se han construido otra serie de
vectores de amplio rango de hospedador para la bisqueda de
promotores (Schmidhauser et al., 1988).

Recientemente se han realizado estudios sobre un nuevo gen
informador muy itil en monitorizacién de la expresién génica en
gran variedad de bacterias Gram-negativas. Se trata del gen que
codifica la luciferasa de la luciérnaga norteamericana Photinus
pyralis. Esta enzima cataliza la descarboxilacién oxidativa del
sustrato luciferina, dando lugar a la produccién de luz. La reaccién
es dependiente de ATP y su rendimiento energético (quantum 0.88)
hace de ésta, la mds eficaz de las reacciones bioluminiscentes
descritas (McElroy y Seliger, 1962). La luciferasa de Photinus
pyralis es un mondémero de 62 KDa (Wood et al.,, 1984; De Wet et
al., 1987) y el ensayo de su actividad enzimdtica es
extremadamente sensible y rdpido; se ha estimado que usando un
luminémetro es posible detectar la actividad desarrollada por
2.4 x 105 moléculas de enzima (Subramani y DeLuca, 1988).

El gen que codifica la luciferasa (luc) fué aislado por De Wet et al.
(1985) a partir de una genoteca de ADN complementario de
linternas de P. pyralis y se ha expresado con é€xito, usando
promotores apropiados, en gran variedad de organismos
incluyendo plantas y células de mamifero (Subramani y DeLuca,
1988). Palomares et al. (1989) insertaron el gen luc bajo el control
del promotor APr en el vector de amplio rango de hospedador
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pRK293 (Ditta et al.,, 1985); en este estudio la nueva construccién,
pAP2, se establecié6 en Rhizobium meliloti y otras bacterias Gram-
negativas demostrdndose la utilidad potencial de la luciferasa como
marcador altamente sensible tanto en células vegetativas como en
bacteroides de R. meliloti y en otras bacterias Gram-negativas del
suelo.

En este Capitulo mostramos el uso del pldsmido vector para la
clonacién de promotores, pAL4000 (Alan Grinner), en la clonacidn
de la regién promotora del locus ndvB de Rhizobium trifolii.
pAL4000 es un vector de amplio rango de hospedador derivado de
RSF1010 y pBR322 que lleva como gen informador el gen luc de la
luciferasa de luciérnaga desprovisto de promotor.

MATERIAL Y METODOS.

Bacterias y pldsmidos.
Las bacterias y pldsmidos utilizados en este trabajo se describen

en la Tabla 5.1. El pldsmido pAL4000, cuyo tamafio es de 12.94 Kb,
es un vehiculo para clonacién de promotores, de amplio rango de
hospedador que lleva como gen informador el gen que codifica la
luciferasa de luciérnaga (luc).

En la Figura 5.1 se muestra un esquema del pldsmido pAL4000
indicidndose el origen de cada uno de los fragmentos de ADN que se
utilizaron en su construccién. El vector pAL4000 es un derivado del
plasmido de amplio rango de hospedador RSF1010, perteneciente al
grupo de incompatibilidad Q (Barth, 1979; Bagdasarian y Timmis,
1982), en el que la resistencia a estreptomicina y sulfonamida se ha
sustituido por el gen de resistencia a tetraciclina procedente de RK2
(Meyer et al., 1977). Como gen informador tiene clonado el gen luc
como un fragmento de 1.900 bp que lleva su propio codén de
iniciacion y estd desprovisto de promotor, procedente del plasmido
pKW102 (K. V. Wood, Tesis Doctoral). Situado delante de dicho gen,
pAL4000 contiene el "polilinker” del pliasmido pUC19 (Yanisch-
Perron et al., 1985) para la clonacién de los fragmentos de ADN
cuya actividad como promotor se desea estudiar. Delante del
"polilinker” se ha colocado un terminador de transcripcién de
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TABLA 5.1. Bacterias y plasmidos.

A. Estirpes Referencias
Escherichia coli HB101 G. Ditta

Rhizobium trifolii RS800 .. Megias et al. (1988)
Rhizobium phaseoli CIAT899 R. Palacios

Rhizobium meliloti 102F34
Klebsiella pneumoniae M5al
Azospirillum brasilense Sp245
Azotobacter vinelandii UW

Ditta et al. (1980)
R. Dixon

J. Dobereiner
W. J. Brill

B. Pliasmidos

pRK2073 pldsmido "helper”

Ditta et al. (1980)

pCC714 derivado de pBR322 que
contiene el locus ndvB de
R. trifolii RS800

Este trabajo

pAL4000 vector para clonacién de Alan Grinner
promotores
pLUC19 derivado de pAL4000 que  Este trabajo

contiene la regién promotora
del locus ndvB de RS800
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Figura 5.1. Esquema del plismido pAL4000. En el esquema
se indica el origen de cadid uno de los fragmentos de ADN que lo
integran. T= terminador transcripcional. t= terminador traduccional.
El sitio Eco RI del "polilinker" perteneciente a pUC19, que se
encuentra situado delante del gen luc, se ha considerado como
punto 0.00 del vector.

152



240 bp, y entre el "polilinker" y el gen luc un terminador
traduccional de 12 bp.

Medios vy condiciones de cultivo.
Las estirpes de Escherichia coli, Azospirillum y Klebsiella se

cultivaron en medio LB (Kahn ef al., 1979) a 37°C; las estirpes de
Rhizobium se cultivaron en medio TY (Beringer, 1974) a 30°C y
Azotobacter vinelandii en medio C (0.8 mM MgSO4 x 7H20, 1.7 mM
NaCl, 0.25% extracto de levadura, 0.05% casaminodcidos y 1%
manitol) a 37°C. Los medios se suplementaron con tetraciclina
10 pg/ml y 4cido nalidixico 10 pg/ml.

Enzimas y luciferina.
Las endonucleasas de restriccién, la fosfatasa alcalina de intestino

de ternera y la ADN T4 ligasa se adquirieron de Boehringer
Mannheim y se utilizaron siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Asi mismo Boehringer Mannheim nos suministré la
luciferina purificada aislada de linternas de Photinus pyralis.

Defosforilacién de fragmentos de ADN.
La defosforilacién del vector pAL4000 se realizé tras digestion

del ADN plasmidico con la enzima BamHI y purificacién mediante
fenolizacién y precipitacién con etanol. El precipitado se disolvié en
23 ul de Tris-HCl1 10 mM, pH 8.0; se afiadieron 3 pl de tampén de
fosfatasa alcalina 10X (0.5 MTris-HCI, pH 9.0; 10 mMMgCla; 1 mM
ZnClp; 10 mM espermidina) y 2 pl de enzima (1 unidad de enzima
por pg de ADN). Se mantuvo la reaccién 30 min a 37°C y se
afiadieron de nuevo 2 pl de enzima. Tras otros 30 min de incubacién
se mantuvo la reaccién a 70°C durante 40 min para inactivar la
enzima y se purific6 el ADN por fenolizacién y precipitacién con
etanol.

Determinaciones de actividad luciferasa.

La determinacién de la actividad luciferasa se realiz6 mediante la
utilizacién de un luminémetro LKB equipado con un registrador
para monitorizar la emisién de luz tanto en células intactas como
extractos.
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El sustrato luciferina se preparé de distinta forma segin el tipo
de ensayo, para células intactas la composicién del reactivo fué:

luciferina 1mM, pH68......... 700 pl
DMSO. ..ot 200 pul
citrato sédico 1 M, pH 5.0....... 100 pl

A 50 pl de cultivo en fase exponencial de crecimiento se
adicionaron 150 pl de reactivo y se determiné la emisién de luz.
Para los ensayos en extractos, la luciferina se prepar6 de la
siguiente forma:

luciferina ImM, pH6.8......... 400 pl

glicilglicina 250 mM, pH 7.4. . . .. 400 pl
ChMg IM....... ... ... ..... 100 pl
ATPOI mM. ................. 100 pl
Agua destiladacsp. . ............ 4 ml

Los extractos se prepararon por sonicacién durante 30 segundos
para todas las bacterias excepto para A. vinelandii que se trataron
durante 2 min; las muestras se prepararon aiiadiendo 100 pl de
tampén de sonicacién 10X (1 MK2HPO4, pH 8.0; 20 mMEDTA,
10 mg/ml BSA; 50% glicerol). A 50 pl de extracto se afiadieron
150 pl de reactivo de luciferina para extracto y se determiné la
emisiéon de luz en el lumindémetro.

La expresion de actividad luciferasa in vivo se ensayé también
impresionando por contacto una pelicula Fujicolor NSP 160 ASA.
Para ello se sembraron los cultivos sobre filtros de nitrocelulosa en
placas de medio rico obteniéndose colonias aisladas, o bien estrias
de crecimiento. Los filtros se impregnaron con la solucién de
luciferina empleada para células vivas y se colocaron en un acetato
que se puso en contacto con la pelicula. Se realizaron exposiciones
de 20 min.
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TABLA 5.2. Actividad luciferasa en unidades relativas de
luz/D.0.go0 de los pliasmidos pAL4000 y pLUCI19.

. Extractos Células intactas
Estirpe
pAL4000  pLUCI9 pAL4000  pLUCI19
E. coli HB101 4.930  55.555 685 2.770
K. pneumoniae M5al 8.075 207.070 140 5.230
R. trifolii RS800 10.900 55.855 5.375 34.432
R. phaseoli CIAT899 1.960 45.600 230 2.720
R. meliloti 102F34 8.800 44.444 1.600 5.420
A. brasilense 245 135 290 60 102
A. vinelandii UW 530 680 69.7 69.8

Estos valores se determinaron en cultivos cuya D. O. a 600 nm
estaba entre 0.5 y 0.7, y en extractos preparados por sonicacién a
partir de estos cultivos.
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RESULTADOS,

Aislamiento de la regién promotora del locus B _de
RS800.

Para el aislamiento del promotor del gen ndvB de RS800 se
realizé6 una digestién total con Sau3A del fragmento EcoRV de 8 Kb
obtenido por electroelucién a partir del plismido pCC714 digerido
con EcoRV. Los fragmentos de ADN obtenidos tras esta digestién se
subclonaron en el pldsmido pAL4000 en el sitio BamHI del
"polilinker”. El pldsmido pAL4000 se digiri6 con BamHI y se tratd
con fosfatasa alcalina para.evitar autoligaciones. Después de 12 h a
152C en presencia de ADN T4 ligasa la mezcla de ligamiento se
transformé en células competentes de HB101 y se determiné la
emisiéon de luz en los clones transformantes.

Se obtuvieron 23 clones transformantes de entre los cuales cinco
emitian aproximadamente once veces mis luz que el clon
correspondiente al plasmido pAL4000. Para el reaislamiento de los
fragmentos clonados en estos cinco clones se realizaron extracciones
de ADN plasmidico que se digirieron con las enzimas Pstly Kpnl
que se encuentran a ambos lados del punto BamHI del "polilinker”
de pAL4000 donde se realizé la clonacién. Mediante separacion en
gel de agarosa pudimos comprobar que los cinco clones contenian
un fragmento idéntido de alrededor de 1.5 Kb. Esta construccion,
pLUC19, se usé para realizar estudios de expresion en R. trifolii y
otras bacterias fijadoras de nitrégeno.

Expresién del gen bajo el control del promotor en
bacterias pertenecientes al género Rhizobium.

Los pldsmidos pAL4000 y pLUC19 se transfirieron mediante
conjugacién triparental, usando pRK2073 como plismido "helper”, a
R. trifolii RS800, R. phaseoli CIAT899 y R. meliloti 102F34. Se
utilizaron resistentes espontineos a 4cido nalidixico derivados de
las estirpes silvestres. Los transconjugantes se seleccionaron en
medio TY adicionado de tetraciclina y 4cido nalidixico.

Se realizaron medidas de emisién de luz tanto en células vivas
como en extractos y se determiné la expresién de actividad
luciferasa por exposicién de pelicula fotogrifica (Figura 5.2). Los
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Figura 5.2. Expresion del gen de la luciferasa de luciérnaga
bajo el control de la regién promotora ndvB de Rhizobium
trifolii. Panel 1. A: Colonias de E. coli HB101 conteniendo el
plasmido pLUC19. B: Deteccién fotogrifica de la luz emitida por las
colonias mostradas en el panel 1. A. Panel 2. A: Lineas de
crecimiento de bacterias conteniendo el plasmido pLUCI19,
pertenecientes a las especies Azospirillum brasilense, Escherichia
coli, Rhizobium meliloti, Rhizobium phaseoli, Rhizobium trifolii, y
Klebsiella pneumoniae (Desde arriba hacia abajo). B: Deteccién
fotogrifica de la luz emitida por las lineas de crecimiento mostradas
en el panel 2. A. Panel 3. A: Lineas de crecimiento de bacterias
conteniendo el pldsmido pLUCI19, pertenecientes a las especies
Azospirillum brasilense, Escherichia coli, Rhizobium meliloti,
Rhizobium phaseoli, Rhizobium trifolii, y Klebsiella pneumoniae
(Siguiendo el sentido de las agujas del reloj). B: Deteccién fotogréfica
de la luz emitida por las lineas de crecimiento mostradas en el
panel 3. A.
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TABLA 5.3. Actividad luciferasa, bajo el control del
promotor ndvB de Rhizobium trifolii RS800.

ot

Relacién actividad luciferasa pLUC19/pAL4000

Estirpe

Células intactas Extractos
E. coli HB101 4 11.2
K. pneumoniae M5al 37.1 - 25.6
R. trifolii RS800 6 ‘ 5.1
R. phaseoli CIAT899 11.8 23.1
R. meliloti 102F34 3.4 5.0
A. brasilense Sp245 1.7 2.1
A. vinelandii UW 1 1.3

Los datos que aparecen reflejados en esta Tabla se han obtenido
dividiendo las unidades de luz emitida por los transconjugantes
portadores del plismido pLUCI19, por las unidades de luz emitida
por los transconjugantes portadores del pldsmido pAL4000.

160




valores obtenidos en el luminémetro se expresan en unidades
relativas de luz en la Tabla 5.2. Puede observarse que la cantidad
de luz emitida por los extractos de las tres bacterias pertenecientes
al género Rhizobium es muy similar. En cambio en células intactas
la cantidad de luz emitida por R. trifolii RS800 es superior (Tabla
5.2). El plismido pAL4000 mantiene en Rhizobium una actividad
basal que es mucho mis baja en R. phaseoli CIAT899, de ahi que el
incremento de la actividad luciferasa que se detecta cuando la
bacteria recibe la construccién portadora del promotor ndvB sea
mucho mayor (Tabla 5.3).

Expresién del gen luc bajo el control del promotor ndvB en otras
bacterias fijadoras de nitrégeno.

Los plismidos pAL4000 y pLUC19 se establecieron en otras
bacterias fijadoras de nitrégeno por conjugacién triparental. Se
utilizaron resistentes espontdneos a 4cido nalidixico derivados de
las estirpes silvestres. Los transconjugantes de Klebsiella
pneumoniae 'y Azospirillum brasilense se seleccionaron en medio LB
con tetraciclina y 4cido nalidixico, y los transconjugantes de
Azotobacter vinelandii en medio C suplementado con los mismos
antibiodticos.

Se realizaron en luminémetro medidas de actividad luciferasa a
partir de extractos celulares preparados por sonicacién y de células
intactas (Tabla 5.2). El nivel de emisién de luz es considerablemente
superior en K. pneumoniae que en el resto de las bacterias
ensayadas. Como se observa en la Tabla 5.2, en los extractos de
K. pneumoniae también las unidades de luz emitidas son superiores
a las obtenidas en los extractos de bacterias pertenecientes al
género Rhizobium, de E. coli, y de Azospirillum y Azotobacter. En
estos dos ultimos es donde la expresién es menor y donde ademaés
se aprecian sélo pequefias diferencias en la expresion de las
construcciones portadoras del gen con y sin promotor (Tabla 5.3).
La impresién fotogrdfica obtenida por contacto con estas bacterias
se muestra en la Figura 5.2.
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DISCUSION,

La clonacién de fragmentos de ADN que contienen secuencias con
actividad promotora, facilita en gran medida la localizacién de
promotores en mapas genéticos, asi como la determinacién de sus
secuencias nucleotidicas. Los vectores para clonacién de promotores
("promoter-probe vectors") permiten la bisqueda y seleccién de
pldsmidos recombinantes en los que se ha insertado una regién
promotora. Los primeros vectores de este tipo se describieron para
E. coli (An y Friesen, 1979; Casadaban y Cohen, 1980; West y
Rodriguez, 1982). El .inconveniente mds importante que
presentaban estos vectores era el hecho de que las secuencias
promotoras provenientes de otras especies bacterianas sélo podian
ser reconocidas en estos vectores si los promotores eran funcionales
en E. coli.

Por esta razén, las investigaciones se han dirigido a conseguir
sistemas bifuncionales constituidos por un gen informador que se
exprese y un vector que pueda mantenerse, tanto en E. coli como en
otro microorganismo cuyos promotores se deseen analizar
genéticamente. Un caso particular en el que el estudio de la
regulacién de la transcripcién resulta muy interesante es
Streptomyces. Estos microorganismos tienen un complejo ciclo de
diferenciacién morfolégica y fisiolégica, que conduce a la produccién
de metabolitos secundarios de gran interés industrial. Se han
construido vectores para clonacién de promotores en Streptomyces
utilizando fundamentalmente como genes informadores: luxAB de
Vibrio harveyi (Schauer et al., 1988), xylE del plismido TOL de
Pseudomonas (Ingram et al., 1989) y lac de Streptomyces lividans
(Eckhardt et al., 1987; Stein y Cohen, 1990).

En bacterias Gram-negativas, se han disefiado vehiculos para
clonacién de promotores utilizando pldsmidos de amplio rango de
hospedador. Permiten el estudio de la funcién de un mismo
promotor en distintas especies bacterianas. El primer vector de
estas caracteristicas que se construyé es el plismido pKT240,
derivado de RSF1010 que contiene el gen que codifica la
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aminoglicésido fosfotransferasa (aph) carente de promotor
(Bagdasarian et al., 1983).

En este trabajo para el aislamiento de la regién promotora ndvB
de R. trifolii RS800 se ha utilizado el plismido pAL4000 (Alan
Grinner). Este pldsmido, es también un plidsmido derivado de
RSF1010 y por tanto se trata de un vector de amplio rango de
hospedador para bacterias Gram-negativas. Como gen informador el
pldsmido pAL4000 contiene el gen que codifica la luciferasa de
luciérnaga, un gen cuyo uso en estudios de expresiéon génica se
extiende desde procariotas hasta plantas y mamiferos. Como
ventajas principales de este,gen como gen informador cabe destacar
su sensibilidad, la rapidez y bajo coste del ensayo, asi como su uso
sin destruccién del organismo en estudio. Palomares et al. (1989)
han demostrado la funcionalidad de la luciferasa y la sensibilidad
del ensayo en una amplia gama de bacterias Gram-negativas. Este

trabajo se realiz6 utilizando el pldsmido pAP2 en el que el gen luc .

se encuentra bajo el control del promotor derecho del fago lambda.
Se observé que este promotor es funcional en todas las bacterias
ensayadas siendo los niveles de actividad luciferasa expresados
particularmente elevados en las bacterias pertenecientes al género
Rhizobium.

Por clonaciéon en pAL4000 de los fragmentos obtenidos por
digestién con la endonucleasa Sau3A de la regién ndvB de R. trifolii
RS800, y posterior seleccion mediante medidas de actividad
luciferasa de los distintos clones; se ha aislado una secuencia de
ADN de aproximadamente 1.5 Kb que funciona como secuencia
promotora. Esta secuencia contenida en el pldsmido pLUCI19
presenta una actividad promotora funcional tanto en E. coli como
en R. trifolii, R. meliloti, R. phaseoli y otras bacterias fijadoras de
nitrégeno en vida libre como Klebsiella y Azospirillum.

Los niveles relativos de actividad luciferasa, expresados como
nimero de veces que se incrementa la actividad del gen luc, bajo el
control del promotor ndv, en Klebsiella y R. phaseoli CIAT899, son
superiores a los obtenidos en el resto de la especies estudiadas. En
los transconjugantes portadores de pLUC19 de R. trifolii, R. meliloti
y E. coli se detecta entre cinco y once veces la actividad medida en
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los transconjugantes portadores de pAL4000. En el caso de
Azospirillum la regién promotora ndv multiplica por dos los valores
basales de actividad luciferasa que presenta el pldsmido sin
promotor en esta especie. En cambio, en Azotobacter, no se detecta
ningin incremento de la actividad luciferasa como consecuencia de
la insercién de la regién promotora ndv delante del gen luc
(Tabla 5.3). Aunque estas diferencias en los niveles de actividad
luciferasa pueden ser el reflejo de diferentes niveles de actividad
del promotor ndv en los distintos hospedadores, la “actividad
luciferasa final se puede ver afectada por otros factores como el
nimero de copias del pldsmido, la estabilidad y funcionalidad del
ARN mensajero y la estabilidad de la proteina luciferasa en cada
microorganismo.

Otra ventaja que posee el sistema luciferasa es la posibilidad de
realizar estimaciones cuantitativas en células intactas, debido a la
capacidad de las bacterias para captar el sustrato luciferina y a la.
presencia de niveles intracelulares de ATP suficientes para 'laA
reaccién. Aunque los resultados no sean estrictamente
proporcionales, en cuanto a la funcionalidad de la regién promotora
clonada, se pueden deducir prdcticamente los mismos resultados
tanto de los datos obtenidos a partir de células intactas como de los
datos obtenidos a partir de extractos (Tabla 5.3).

Considerando estos datos como punto de partida, parece
interesante realizar una caracterizacién mds profunda de la regién
promotora ndvB clonada en pLUC19. Seria conveniente conocer la
secuencia nucleotidica de esta regién asi como realizar estudios de
regulacién de este promotor que es funcional en distintas especies
bacterianas y que en principio puede parecer constitutivo.
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PERSPECTIVA GENERAL DE NUESTRO CONOCIMIENTO
SOBRE EL DESARROLLO DEL NODULO.

Las bacterias pertenecientes al género Rhizobium cooperan con
las plantas leguminosas para fijar nitrégeno atmosférico. La fijacién
de nitrégeno se realiza en los nédulos que son Organos
especificamente desarrollados por la planta para este proceso. Las
células vegetales del nédulo contienen unos orginulos celulares
unicos, los bacteroides, que son rizobios especializados que
adquieren la capacidad de reducir dinitrégeno a amonio. La
diferenciacién y el funcionamiento de los ndédulos requieren la
expresiéon altamente coordinada de genes especificos tanto
bacterianos como de la planta, asi como una comunicacién entre los
dos componentes de esta asociacién mutualista.

El proceso de comunicacién planta-microorganismo parece
consistir en un intercambio de sefiales durante la formacién del
nédulo. Descubrimientos recientes han aportado informacién a este
complicado proceso (Lerouge et al, 1990). Se ha demostrado que
Rhizobium meliloti sintetiza una molécula, Nod Rm-1 que podria ser
la sefial que pone en marcha el mecanismo de la planta que
desencadena la nodulacién. La estructura de Nod Rm-1 es un B-1,4
tetrasacdrido de D-glucosamina en el cual tres grupos amino estan
acetilados y otro acilado con un 4cido graso bis-insaturado de
dieciseis 4dtomos de carbono. Ademds, la molécula posee en su
extremo reductor un grupo sulfato en el carbono seis. La produccion
de esta sefial extracelular, especifica para alfalfa, depende de los
genes bacterianos que determinan su sintesis y posterior
modificacién (nrodDABC, nodH, nodPQ, nodFE y nodL). Para la
expresion de estos genes, se requiere la induccién por flavonoides,
luteolina en este caso, exudados por la planta (Roche et al., 1990).

Dado el papel que se ha asignado a las lectinas, proteinas
vegetales que unen carbohidratos, en el reconocimiento especifico
durante la simbiosis (Diaz et al., 1989). El hecho de que Nod Rm-1
sea un oligasacdrido modificado es muy interesante, ya que posee
las caracteristicas estructurales de los ligandos de las lectinas.
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Los genes nod parecen estar implicados también en una segunda
sefial de comunicacién; la que da lugar a la divisién meristemdtica
de la raiz y que culmina con la formacién del nédulo (Kondorosi y
Kondorosi, 1986). Govers et al. (1986) han publicado que en este
paso se induce la sintesis de una nodulina temprana, proteina
‘especifica del tejido del nddulo; y concluyen que parecen ser
necesarias al menos dos sefiales de Rhizobium para la expresién de
genes simbiéticos especificos de plantas. Sin embargo no se conoce
nada hasta el momento sobre esta segunda sefial. Los genes nod
parecen intervenir ademds en la especificidad de hospedador de
Rhizobium aunque no son Jos iinicos loci bacterianos que median en
el proceso de iniciacién del nédulo.

El estado intermedio del desarrollo del nédulo, invasién del
nédulo, es el menos conocido actualmente. Los estudios
microscopicos han dado una idea general de las distintas etapas
implicadas: invaginacién local de la pared del pelo radical en la
iniciacién del cordén de infeccién, invasién y multiplicacién de los
rizobios en la matriz de estos cordones, crecimiento del cordén de
infeccién en las células internas del cértex donde se ramifica, y
liberaciéon de las bacterias en células vegetales individualizadas
(Callaham y Torrey, 1981; Newcomb, 1981; Turgeon y Bauer, 1985;
Dudley et al., 1987).

Se sabe que varias clases de mutantes de Rhizobium estidn
afectados en el estado intermedio del desarrollo del nédulo: los
mutantes exo que han perdido o tienen alterado su exopolisacirido
dcido (EPS) (Finan et al., 1985; Kim et al., 1989); los mutantes de
lipopolisacdrido (LPS) identificados en Rhizobium phaseoli (Noel et
al., 1986; Carlson et al.,, 1987a), en Rhizobium leguminosarum
(De Maagd et al., 1989; Priefer, 1989) y en R. meliloti (Clover et al.,
1989; Putnoky et al., 1990); y los mutantes ndv descritos en
R. meliloti (Dylan et al., 1986; Stanficld et al., 1988) y que nosotros
discutimos para Rhizobium trifolii en el presente estudio.

Estos tres grupos de mutantes tienen alterados los polisacaridos
localizados en la superficie celular de los rizobios. Ademds todos
estos mutantes inducen la formacién de estructuras parecidas a
nédulos con muy poca o ninguna invasién. La observacién de que la
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estimulaciéon de la divisién celular tiene lugar en capas internas del
cortex sin producirse invasiéon del tejido parece representar una
"accién a distancia” y se ha tomado como evidencia del papel de
determinadas seiiales en el desarrollo del nédulo. Los
pseudonddulos inducidos por los mutantes exo y ndv, junto a la
ausencia de bacteroides, carecen de la mayoria de la nodulinas. La
abundancia de las nodulinas denominadas N-30 y N-74 en
pseudonddulos, indica posiblemente una funcién estructural de
estas nodulinas en el desarrollo del nédulo (Dickstein et al., 1988).

El exopolisacdrido icido (EPS) producido por distintas especies de
Rhizobium presenta la _particularidad de wunir calcofldor, un
colorante fluorescente tipico de uniones PB. El exopolisacidrido 4cido o
succinoglucano secretado por Rhizobium meliloti es un polimero
cuya subunidad octosacaridica estd constituida por siete unidades
de glucosa y una de galactosa, y presenta sustituciones con grupos
piruvato, succinilo y acetilo (Aman et. al., 1981). Los genes
implicados en la sintesis del EPS estin iiﬁplicados en el proceso de
infeccién (Leigh et al., 1985; Leigh et al., 1987) y algunos autores
piensan que también intervienen en la especificidad de hospedador
(Philip-Hollingsworth et al., 1989).

Los mutantes eps de R. meliloti afectados en la produccién de un
EPS normal, forman en alfalfa nédulos inefectivos en la fijacién de
nitrégeno. Estos ndédulos son nddulos vacios carentes de bacteroides
intracelulares. Finan et al. (1985) observaron que un mutante exoB
no inducia la formacién de cordones de infeccién, mientras que
Leigh et al. (1985) demostraron que un mutante exoH originaba
cordones de infeccidon abortados. La estirpe silvestre de R. meliloti
secreta el EPS en dos formas, una de alto peso molecular y otra de
bajo peso molecular (Zevenhuizen y van Neerven, 1983; Leigh y
Lee, 1988). Los mutantes exoA, exoB, exoC y exoF no secretan
succinoglucano, mientras que los mutantes exoH secretan el
exopolisacdrido de alto peso molecular carente de succinico, y solo
trazas del componente de bajo peso molecular (Leigh et al., 1987;
Leigh y Lee, 1988). La composicién del exopolisacdrido secretado
por los mutantes exoD depende del medio de cultivo empleado
(Leigh y Lee, 1988). Los genes implicados en la biosintesis del EPS
tienen una localizacién irregular en el genomio de Rhizobium, asi los
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genes exoA, exoB, exoF y exoH se encuentran en el segundo
megaplismido simbiético mientras que exoC y exoD son
cromosémicos (Finan et al., 1986; De Vos et al., 1986).

El estudio de la relacion existente entre las deficiencias en la
biosintesis del exopolisacirido en otras especies de Rhizobium y su
posible defecto simbiético, ha complicado de momento algo més el
entendimiento del papel que desempefia el EPS en la simbiosis. Si
bien los mutantes exo de Rhizobium sp. NGR234 (Chen et al., 1985)
y Rhizobium leguminosarum (Borthakur et al., 1986) inducen
nédulos no fijadores de nitrégeno como en el caso de R. meliloti, los
mutantes exo de Rhizobium phaseoli (Borthakur et al., 1986;
Diebold y Noel, 1989) y Rhizobium fredii (Kim et al., 1989) no se
ven afectados en el establecimiento de una simbiosis efectiva.

La funcién simbiética de los lipopolisacdridos de Rhizobium no
esti totalmente resuelta, sobre todo porque se presentan resultados
contradictorios. No cabe duda de~ aue los componentes superficiales,
entre los que se encuentran los LPS, deben desempefiar un papel
importante en la interacciéon especifica con la planta. Algunos
estudios han implicado a los LPS como ligandos especificos de las
bacterias al pelo radical de hospedadores compatibles mediados por
su unién a las lectinas (Halverson y Stacey, 1986). Mientras que
trabajos muy recientes (Diaz et al.,, 1989) confirman la funcién
esencial de las lectinas en la especificidad de la planta hospedadora;
el papel de los lipopolisaciridos en la especificidad de nodulacién no
estd todavia claro y mucho menos tras conocerse que la cantidad y
composicién del lipopolisacdrido puede ser diferente entre los
bacteroides y las formas vegetativas de vida libre (Van Brussel et
al., 1977; Stacey et al., 1982; Tremblay y Miller, 1984).

El lipopolisacdrido de Rhizobium, lo mismo que sucede con el de
las enterobacterias, posee un antigeno O y un nicleo polisacaridico
unido a través del 4dcido 2-ceto, 3-desoxioctulénico (KDO) al lipido A
(Carlson et al., 1978). Al igual que en enterobacterias, la mayor
variabilidad del LPS de Rhizobium rteside en la porcién
polisacaridica que puede variar enormemente entre especies Yy
razas de la misma especie (Zajac y Lorkiewicz, 1983). Asi mismo se
han descrito diferencias cualitativas y cuantitativas en el
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lipopolisacdrido de razas nodulantes y no nodulantes de R. trifolii
(Russa et al.,, 1981; Russa et al., 1982; Carlson et al.,, 1987b) y
Rhizobium fredii (Carlson y Yadav, 1985). No obstante estas
alteraciones se produjeron como consecuencia de la eliminacién del
plismido simbiético, 1o cual no implica necesariamente al LPS en la
capacidad de nodular. Trabajos recientes ya han correlacionado
mutaciones simples con cambios en la sintesis del LPS en R. phaseoli
(Noel et al., 1986; Cava et al., 1989) y R. legummosarum (De Maagd
et al., 1989; Priefer, 1989).

La correlacién entre mutaciones en los genes Ips de las distintas
especies del género Rhizobium 'y su expresién fenotipica ha
complicado ain méis el entendimiento de la funcién que los mismos
desempefian en la simbiosis. Asi mientras que los mutantes Ips de
R. leguminosarum y R. trifolii estin afectados en la capacidad
simbiética (Russa et al., 1981; Noel et al., 1986; Cava et al., 1989; De
Maagd et al., 1989; Priefer, 1989), los mutantes en lipopolisacédrido
de R. meliloti no son defectuosos en simbiosis (Clover et al., 1989).

Los fenotipos que se han relacionado con mutaciones en el
lipopolisacdrido incluyen: cambios en la composicién del LPS,
superficie rugosa de las colonias, alteraciones en la sensibilidad a
fagos, capacidad de autoaglutinar en medio liquido de los mutantes,
pérdida de movilidad y deficiencias en la capacidad para fijar
nitrégeno. La capacidad de autoaglutinar en medio liquido se ha
descrito tanto para R. meliloti (Putnoky et al., 1990) como para
R. leguminosarum (Priefer, 1989). En Azospirillum brasilense 'y
Azospirillum lipoferum también se ha descrito un fenotipo parecido
que se ha denominado floculacién, en el que parecen ser las
condiciones del cultivo las que condicionan la agregacién bacteriana
(Sadasivan y Neyra, 1985).

Las deficiencias simbidticas que se han descrito en los mutantes
Ips se caracterizan por nédulos pequeiios, blanquecinos y sin
actividad nitrogenasa. Los estudios microscépicos realizados con
Vicia hirsuta han demostrado que el defecto se produce en una
etapa relativamente tardia del desarrollo simbiético (Priefer, 1989).
Los nédulos contienen cordones de infeccién de los que se liberan
las bacterias que se encierran en membranas peribacteroidales. No
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obstante los nédulos permanecen pequefios y su senescencia ocurre
de manera prematura. Este mismo fenotipo se ha descrito para otra
estirpe de R. leguminosarum (De Maagd et al, 1989) y para
R. phaseoli (Noel et al., 1986) aunque en este ultimo caso no se
producia liberacién de las bacterias.

Recientemente Putnoky et al. (1990) han demostrado que una
regiéon cromosémica (fix-23) de R. meliloti 41 implicada en la
sintesis de LPS provee también una funcién alternativa para los
genes exo en el proceso del desarrollo del nédulo. La ultraestructura
de los nédulos inducidos por mutantes en la regién fix-23 sugiere
que las propiedades superficiales de los distintos mutantes no son
exactamente las mismas, de acuerdo con la distinta capacidad de
adsorber fagos. Asi hay mutantes que producen nédulos vacios y
otros que permiten la invasién de algunas células del hospedador
aunque la simbiosis cesa en el dltimo estadio. La incapacidad para
fijar nitr6geno por parte de las bacterias que han invadido sugiere
que los genes Ips pueden estar implicados en al menos dos estadios
del desarrollo simbiético del nédulo (Putnoky et al., 1988).

La tercera clase de mutantes afectados en la etapa intermedia del
desarrollo del nédulo son los mutantes ndv, descritos para
R. meliloti por el grupo de Helinski (Dylan et al., 1986; Stanfield et
al., 1988; Ielpi et al., 1990) y los que presentamos en este estudio
para R. trifolii.

En R. meliloti se han descrito dos loci ndv. El locus ndvA segiin
los datos de secuencia posee un tnico ORF que codifica una proteina
de 67 KDa. Esta proteina presenta elevada homologia con una serie
de proteinas transportadoras que unen ATP; y por los datos
obtenidos con los mutantes correspondientes, su funcién es exportar
el oligosacdrido B-1,2 glucano al exterior de la célula (Stanfield et
al., 1988). El locus ndvB codifica una proteina de 319 KDa que estd
directamente implicada en la sintesis del B-1,2 glucano (lelpi et al.,
1990).

En el Capitulo 2 describimos el hecho general de la presencia de
los genes ndv en los géneros de la familia Rhizobiaceae estudiados.
Aunque Dylan et al. (1986) habian demostrado la presencia de
regiones homoélogas a chv en distintas especies de Rhizobium,
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nosotros hemos demostrado, usando en este caso sondas ndv, que
estos genes estin presentes en todas las especies del género
Rhizobium y en el género Bradyrhizobium, y que ademds son de
localizacion cromosémica (Coronado et al., 1989). Hasta el momento,
la mayoria de los genes implicados de alguna manera en el
desarrollo e invasién del nédulo eran de localizacién plasmidica
(nod, exo). Los genes ndv junto con otros loci recientemente
descritos (Ips y algunos loci exo) demuestran que el proceso de la
nodulacién requiere la intervencién de todo el genomio bacteriano
(Long, S. R., 1989a; 1989b; Martinez et al., 1990).

Por otro lado y en este _mismo Capitulo se demuestra que aunque
en R. trifolii se describe una inica copia del gen ndvA, el locus ndvB
estd repetido. Las tres reiteraciones de ndvB, puestas de manifiesto
por digestién con distintas endonucleasas de restricciéon, van a
condicionar el trabajo sucesivo. En el género Rhizobium, quizds
porque sea uno de los mejor estudiados, se describe con frecuencia
la presencia de zonas reiferadas, zonas localizadas en la mayoria de
los casos en el pldsmido simbiético (Martinez et al., 1985; Quinto et
al., 1985; David et al., 1987; Honma y Ausubel, 1987; Renalier et al.,
1987; Mulligan y Long, 1989). ndvB no es el tdnico gen reiterado
descrito en R. trifolii RS800, ya que también se ha demostrado que
el gen nodD presenta mids de una copia en esta misma estirpe de
Rhizobium (Rodriguez-Quifiones et al., 1989).

La caracterizacién fenotipica de los mutantes ndvA y ndvB de
R. meliloti ha puesto de manifiesto que en su interaccién con la
alfalfa dan lugar a la formacién de numerosos nédulos pequeiios,
blancos y que no fijan nitrégeno (Dylan et al., 1986). Estos nddulos
son parecidos a los producidos por los mutantes de R. meliloti
defectuosos en la sintesis de exopolisacarido 4acido (Finan et al.,
1985; Leigh et al.,, 1985; Leigh et al., 1987). Sin embargo, a
diferencia de los mutantes exo, los mutantes ndv producen
iniciaciones del cordén de infeccién en los pelos radicales, aunque
en pequefio numero. En los pseudonédulos maduros no se
desarrollan estos cordones de infeccién, ni tampoco se observan
bacterias (Dylan et al., 1990b). El fenotipo simbiltico que presentan
los mutantes ndv de R. meliloti y la seleccién positiva que ejerce la
planta sobre una poblacién mixta de rizobios, nos han permitido
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aislar dos loci de R. trifolii que son homdlogos estructural y
funcionalmente a ndvA y ndvB de R. meliloti (Capitulo 3). El
cé6smido pCCl1 es portador de la regiéon homéloga a ndvA y el
césmido pCC71 lleva la regién homdéloga correspondiente a ndvB.
Ademids de la complementacién funcional en planta, la hibridacion
de estos c6ésmidos con sondas ndv de R. meliloti marcadas
radiactivamente, ha demostrado la existencia de homologia
estructural de estos genes entre las especies R. meliloti y R. trifolii.
De forma indirecta y por medio de este estudio se sabe también que
los genes ndv no intervienen en la especificidad de hospedador, ya
que los loci ndvA y ndvB de R. trifolii han complementado a los
mutantes ndvA y ndvB de'R. meliloti. La caracterizacién posterior
ha permitido localizar el locus ndvA de R. trifolii en un fragmento
EcoRI de 7 Kb y el locus ndvB en un fragmento EcoRV de 8 Kb. Asi
mismo la elaboracién del mapa fisico de restriccion de ambos loci
nos ha permitido abordar estudios posteriores con los mismos.

Como se indica en el Capitulo de Introduccién General,
cldsicamente en la familia Rhizobiaceae se han incluido las
agrobacterias y los rizobios. Las bacterias pertenecientes al género
Agrobacterium son patégenos de plantas dicotiledéneas donde
producen tumores o agallas. Las bacterias pertenecientes al género
Rhizobium son beneficiosas desde un punto de vista agricola por
formar nédulos fijadores de nitrégeno en las raices de las
leguminosas. En el Capitulo 3 se muestran datos, por otro lado
coincidentes con los publicados por Dylan et al. (1986), de los que se
deduce que un grupo de genes necesarios para la simbiosis en el
género Rhizobium muestran una relacién funcional y estructural
con genes de Agrobacterium requeridos para la patogenicidad.

La mayoria de los genes necesarios para la virulencia (vir) de
Agrobacterium tumefaciens se encuentran localizados en un
plismido denominado Ti (Klee et al., 1983). Las mutaciones en estos
genes vir impiden la transformacién oncogénica, posiblemente por
impedir la transferencia a la planta de la regién T-DNA que codifica
enzimas implicados en la produccién de fitohormonas (Akiyoshi et
al., 1984; Inze et al., 1984; Schroeder et al., 1984). Ademds de los
genes vir codificados por el plismido Ti se han encontrado otros dos
loci intimamente ligados a la virulencia (Douglas et al., 1985). Los
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loci chvA y chvB manifiestan un interesante comportamiento ya
que las mutaciones en cualquiera de ellos interfieren con la
capacidad de Agrobacterium para unirse a las células de la planta.

La complementacién de mutantes chvB de Agrobacterium por el
césmido pCC71 es indicativa de que en esta copia de ndvB de
R. trifolii va toda la informacién necesaria para la sintesis de B-1,2
glucano que parece ser un componente fundamental en el proceso
de adhesién de las agrobacterias a las células vegetales
(Puvanesarajah et al., 1985; Cangelosi et al., 1989). Asi mismo se
demuestra también la funcionalidad de esta copia ndvB del genomio
de R. trifolii RS800 en A. tumefaciens.

Desde que se caracterizaron los loci chvAB en A. tumefaciens y
ndvAB en R. meliloti, parecia estar clara la correlacién entre las
mutaciones en los mismos y la incapacidad para producir
p-1,2 glucano ciclic_g. La biosintesis de este oligosacdrido por
A. tumefaciens se realiza a través de una proteina de membrana de
235 KDa (Zorreguieta et al., 1985; Zorreguieta y Ugalde, 1986). El
operén que codifica esta proteina posee un tamafio aproximado de
8.5 Kb, cinco de las cuales estin fenotipicamente definidas y las
mutaciones en ellas determinan la ausencia de sintesis de P-1,2
glucano. Sin embargo, las mutaciones que mapean en las restantes
3.5 Kb dan lugar a proteinas truncadas que sintetizan un B-1,2
glucano activo. Resulta sorprendente que polipeptidos truncados
con aparentemente menos de las dos terceras partes del tamaifio del
peptido silvestre sean funcionales en la sintesis de PB-1,2 glucano y
en la virulencia (Zorreguieta et al., 1988).

En R. meliloti el gen ndvB codifica la sintesis de una proteina de
319 KDa que estd también implicada en la produccién de B-1,2
glucano. De forma similar a lo descrito para A. tumefaciens, se ha
demostrado que es necesario para la simbiosis un fragmento de 5.3
Kb y que no se requieren para una simbiosis efectiva 3.3 Kb
situadas a continuacién de las anteriores, aunque las mutaciones en
esta region se traducen en algunas diferencias con respecto al
fenotipo silvestre (Ielpi et al., 1990).

En el Capitulo 4 se muestra el andlisis de traduccién in vitro del
fragmento de 8 Kb identificado como el locus ndvB de R. trifolii
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RS800. La proteina codificada por este fragmento es de
aproximadamente 70 KDa, habiéndose determinado su tamaifio por
electoforesis en gel SDS-poliacrilamida. No obstante estd descrito
que fragmentos de 95 KDa en A. tumefaciens permiten la sintesis de
un B-1,2 glucano en cantidad y calidad similar al obtenido por la
proteina de 235 KDa (Zorreguieta et al., 1988). Asi mismo en
R. meliloti para establecer una simbiosis efectiva parece no ser
necesaria la proteina NdvB completa (Ielpi et al., 1990).

La caracterizacion de la regién ndvB en R. trifolii RS800 se ha
presentado bastante dificultosa debido, en primer lugar, a la
existencia de mds de una copia en el genomio. Incluso y dada la
dificultad encontrada en esta especie para realizar un marcador de
cambio efectivo no se ha podido delimitar en la copia investigada la
porcién que estd implicada en la biosintesis de B-1,2 glucano. El
conocimiento por la bibliografia de que la proteina que interviene
en la sintesis de -1,2 glucano era de un elevado tamaifio molecular,
nos hizo pensar que una mutacién en la porcién central del locus
nos permitiria obtener un fenotipo claramente defetuoso. Sin
embargo, la estirpe R. trifolii CAR1 produce B-1,2 glucano en
cantidades similares a las que produce la cepa silvestre. El
comportamiento fenotipico de R. trifolii CAR1 es bastante especifico,
presentando similitudes y diferencias respecto a los mutantes chvB
y ndvB descritos previamente. La primera diferencia clara es la
produccién del oligosacérido ciclico en contra a lo descrito para chvB
de A. tumefaciens y ndvB de R. meliloti, si bien esto cabia esperarlo
dada la triple repeticion del locus ndvB.

Al igual que sucede en R. meliloti, en R. trifolii CAR1 se observan
caracteristicas vegetativas claramente distintas a la cepa silvestre.
Asi CARI1 crece muy lentamente como sucede con los mutantes ndv
de R. meliloti (Dylan et al., 1990a), con algunos mutantes de
lipopolisacarido (Clover et al., 1989; De Maagd et al., 1989) y otros
mutantes afectados en loci de expresiéon superficial. El
comportamiento en floculacién o autoaglutinacién de la estirpe
CAR1 nos podria hacer pensar que se trata de un mutante afectado
en el lipopolisacdrido (Cava et al., 1989; Priefer, 1989; Putnoky et
al., 1990); sin embargo, no estd descrito que las mutaciones en las
‘regiones ndvB y chvB tengan este comportamiento. Por otro lado en
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todos los casos descritos hasta el momento, los mutantes de
lipopolisacdrido estdn afectados en la movilidad (Noel et al., 1986;
Cava et al., 1989; Priefer, 1989; Putnoky et al., 1990), mientras que
el mutante CAR1 de R. trifolii no se afecta en su motilidad ni
presenta tampoco alteraciones en el aspecto de la colonia como por
ejemplo, la superficie rugosa tipica de los mutantes Ips. Aunque no
se han realizado estudios de electroforésis en gel SDS-poliacrilamida
para saber si el LPS de la estirpe CAR1 estd alterado; el
comportamiento fenotipico es indicativo de un tipo de mutacién
diferente a las descritas por el momento. Por otro lado CARI1
tampoco parece ser un mutante de EPS porque no presenta
diferencias aparentes, por eI”aspecto de la colonia, con respecto a la
cepa silvestre RS800.

El comportamiento simbiético del mutante CAR1 de R. trifolii
también se diferencia bastante del comportamiento simbiético de
los mutantes ndv:-de R. meliloti. Estos mutantes inducen en alfalfa la
formacién de numerosos nédulos de color blanco. Su estudio
microscOpico revela la presencia de una regién meristemadtica distal
y una regién proximal cuyas células contienen grdnulos de reserva
de gran tamafio. No presentan cordones de infeccién ni bacteroides,
pero si existen haces vasculares periféricos. Todo ello confiere a
estas estructuras caracteristicas de nédulos genuinos (Dylan et al.,
1986). La estirpe R. trifolii CAR1 tal como se describe en el Capitulo
4 induce en trébol la formacién de dos tipos de estructuras
diferentes tanto macroscépica como microscépicamente.
Aproximadamente las dos terceras partes de estas estructuras son
pequeiias, de color blanco y se sitian en las raices secundarias y en
los lugares donde éstas emergen. En el estudio microscépico se
muestran muy similares a los pseudonddulos inducidos por los
mutantes ndv de R. meliloti; presentan caracteristicas tipicas de
nédulos y carecen de bacteroides. El resto de los nédulos son
macroscopicamente parecidos a los inducidos por la cepa silvestre,
aunque de menor tamafio, y los cortes semifinos examinados al
microscopio O6ptico permiten observar la presencia de células
vegetales invadidas de manera desigual, cuyos bacteroides no
presentan grandes diferencias con los derivados de la cepa
silvestre.
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Estos resultados sugieren que la estirpe R. trifolii CAR1 presenta
un fenotipo rezumante y que la cantidad de nédulos que son
invadidos correctamente por la bacteria son capaces de realizar la
fijaciéon simbiética de nitrégeno. El hecho de que al menos parte del
locus ndvB de R. trifolii esté triplicado en el genomio de la bacteria
puede explicar que ésta invada con éxito al menos la tercera parte
de los nédulos inducidos.

En un principio parecia clara la relacién entre el defecto
simbiético de los mutantes ndv y la incapacidad de éstos para
sintetizar B-1,2 glucano peripldsmico (Geremia et al., 1987; Stanfield
et al., 1988). Recientemente: el aislamiento por Dylan et al. (1990b)
de mutantes pseudorevertientes que recuperan la capacidad
simbidtica sin restaurar la produccién del oligosacdrido ciclico
parece sugerir que esta molécula no se requiere directamente para
el desarrollo. del nédulo aunque pueda desempefiar un papel
osmoprotector de las caracteristicas de la superficie celular (Dylan
et al., 1990a). Asi mismo estos datos permiten separar la deficiencia
simbidtica del resto del fenotipo de los mutantes ndv.

Ielpi et al. (1990) proponen también que la proteina NdvB podria
estar compuesta por distintos dominios polipeptidicos que podrian
intervenir en funciones diferentes a la sintesis de B-1,2 glucano,
dado el enorme tamafio de la proteina NdvB y el hecho de que no se
necesite la proteina completa para la sintesis del oligosacdrido.

Los datos que aporta el comportamiento simbiético de la estirpe
CAR1, mutante en el locus ndvB de R. trifolii, parecen apoyar la
separacién sefialada entre la sintesis de P-1,2 glucano y la
deficiencia simbidtica. No existen diferencias en cuanto a la
produccién del oligosacarido peripldsmico entre las estirpes RS800
y CARI1; y sin embargo, se puede observar un comportamiento en
planta bastante diferente por parte de ambas estirpes.

El estudio de las mutaciones que bloquean la diferenciacién de
nédulos completamente efectivos ha permitido determinar una
serie de caracteristicas fundamentales en el desarrollo de la
simbiosis. El fenotipo de las estirpes portadoras de estas mutaciones
se ha denominado Nod* Fix-, ya que estas estirpes inducen en la
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planta hospedadora la formacién de nédulos que no fijan nitrégeno.
El conjunto de los mutantes Fix- se puede subdividir en dos grupos;
el primero de ellos incluye mutantes afectados en etapas tempranas
del desarrollo del nédulo. Por el contrario, el segundo grupo reiine
mutantes bloqueados en etapas tardias del desarrollo vy
mantenimiento del ndédulo.

Entre los mutantes Fix- afectados en etapas tempranas de la
nodulacién se encuentran los mutantes ndv de R. meliloti cuyo
comportamiento simbiético ya hemos discutido. Los mutantes exo
de R. meliloti y Rhizobium sp. NGR234 (Chen et al., 1985; Finan et
al., 1985; Leigh et al., 1985) inducen en la planta hospedadora la
formacién de estructuras nodulares atipicas, carecen de cordén de
infeccién y solo presentan algunas bacterias en los espacios
intercelulares superficiales. También pertenecen a este grupo los
mutantes Ips de R. leguminosarum (De Maagd et al.,, 1989; Priefer,
1989) que.. parecen estar bloqueados en una etapa ligeramente
posterior a la que tienen bloqueada los mutantes exo ya que los
nédulos presentan cordén de infeccién del que se liberan bacterias,
que se rodean de una membrana peribacteroidal, en algunas células
vegetales. Sin embargo, los nédulos permanecen pequefios y
senescen prematuramente. En el caso de los mutantes Ips de
R. phaseoli (Noel et al., 1986; Cava et al., 1989) los nédulos no
contienen bacterias en ninglin caso. En R. meliloti 41, Putnoky et al.
(1990) han descrito un fenotipo Nod* Fix~ en un doble mutante exo
y Ips (regién fix-23); los nédulos son vacios, careciendo de cordén
de infecciéon y bacteroides, o bien presentan muy pocas células
invadidas por bacteroides, de menor tamafio que los de la cepa
silvestre, que envejecen rdpidamente.

Los mutantes Fix- bloqueados en etapas posteriores del
desarrollo del nédulo se caracterizan por inducir la formacién de
nédulos que contienen cordones de infeccién y bacteroides, aunque
frecuentemente estos bacteroides envejecen prematuramente y no
fijan nitrégeno. Algunos nédulos pese a contener niveles de
leghemoglobina cercanos a 1la cepa silvestre siguen siendo
inefectivos (Aguilar et al., 1985). Hirsch y Smith (1987) realizaron
un estudio sobre la estructura de los nédulos inducidos por una
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serie de mutantes Fix- de R. meliloti que podriamos incluir en este
grupo; se trataba de mutantes en nifA, nifB, fixA y fixB.

Los nédulos inducidos por estos mutantes son numerosos,
pequeiios, de color blanco o rosado y situados frecuentemente en
las raices laterales. Los estudios de microscopia revelaban la
existencia de zonas claramente diferenciadas con estadios
simbiéticos distintos. La ultraestructura de los bacteroides era
similar a la de los derivados de la cepa silvestre. Sin embargo, los
bacteroides mutantes rdpidamente perdian su integridad
morfolégica, desaparecia la membrana peribacteroidal y
degeneraban. Las células..-vegetales envejecian igualmente con
rapidez, de aqui que los nédulos permanecian pequefios y la zona
degenerada del nédulo conformaba una porcién claramente limitada
en el nédulo maduro.

Putnoky et al. (1988) realizaron también un interesante estudio
de la morfologia y ultraestructura de los nédulos inducidos por 64
mutantes Fix- de R. meliloti. La mayoria de estos mutantes inducian
dos tipos de nddulos; mientras que en algunos ndédulos no se
detectaban cordones de infeccién ni bacteroides, otros contenian
cordones de infeccién y un ndmero variable de células vegetales
inv