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I. INTRODUCCION



1. GENERALIDADES

Desde que en el afio 1888 Hellriegel y Wilfarth dieron la primera
explicacién sobre la fijacién bioldgica de nitrégeno, este proceso adquirié
gran importancia, tanto por sus aplicaciones pricticas como por las
perspectivas que presentaba a la investigacion.

Los seres vivos requieren de una fuente nitrogenada para crecer, ya
que el nitrégeno forma parte de moléculas tales como proteinas y acidos
nucleicos, y aunque este elemento quimico represente el 80% de los gases
que forman la atmésfera terrestre, tal como se encuentra, s un gas inerte,
excepto para los relativamente pocos organismos que tienen la propiedad
de transformarlo en una forma combinada.

Estos organismos que pueden utilizar el nitrégeno atmosférico en una
forma biolégicamente util, pertenecen al grupo de los Procariotas, todos
presentan en comin el poseer el complejo enzimético de la nitrogenasa,
proteina que cataliza la conversién del nitrégeno en amonio (Soberdn,
1985). A este grupo de bacterias capaces de reducir o fijar nitrégeno
atmosférico también se les conoce como microorganismos diazotrofos

En la industria quimica, nitrégeno e hidrégeno pueden combinarse y
formar amonio (método de Haber y Bosch, 1914), que puede ser utilizado
directamente como fertilizante, o bien ser procesado y producir otros
compuestos tales como urea. Por este método industrial de obtencién de
amonio se necesitan aproximadamente 1,5 Kg de combustible f6sil para
producir 1 Kg de nitrégeno fertilizante (Nutman, 1976). Por el contrario,
en el caso de la fijacion biolégica del nitrégeno, no existe pérdida de
energia, dinero, y evita serios problemas de polucién en el medio ambiente.

El ciclo del nitrégeno abarca todas las regiones de la biosfera, €l
hombre ha intervenido en él, mediante el cultivo a gran escala de las
leguminosas fijadoras de nitr6geno atmosférico y por la fijacion industrial.

Es dificil una determinacién global de la cantidad de nitrégeno fijado
anualmente, ya que existen grandes diferencias locales, pero se calcula que
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alrededor de 130x10° Kg de nitrégeno podrian ser asimilados por procesos
biol6gicos, comparado con menos de 50x103 Kg obtenidos por procesos
industriales y atmosféricos (Delwiche, 1977).

2. ORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO.

La fijacién de nitrégeno no ha sido encontrada en eucariotas, sino que
ha quedado limitada a procariotas: arqueobacterias y eubacterias, entre los
cuales se encuentra ampliamente extendida. Una distribucién tan amplia,
pero casual entre las bacterias, el descubrimiento de fijacién de nitrégeno
en las metanégenas, y por hibridacién, la localizacién de genes nif entre las
haléfilas, ambas del grupo de las arqueobacterias, permite pensar que més
que una especializacién de determinados organismos, se trate de un
atributo normal de las bacterias. Segin Young (1992) serian las
arqueobacterias el ancestro comiin de las que derivaron las eubacterias y
mds tarde los eucariotas, y esta propiedad podria haberse perdido en
aquellos casos que fuese imposible de realizar o innecesaria.

La gran mayoria de los organismos fijadores de nitrégeno, quedan
incluidos en la subdivisién a del grupo de las proteobacterias, un buen
niimero de ellos han sido ya estudiados: agrupa desde organismos fijadores
de vida libre, tanto fotétrofos (géneros Rhodobacter 'y
Rhodopseudomonas), como metanoautétrofos (género Methylocystis);
simbiontes (género Rhizobium), simbiontes-fotoautétrofos (género
Photorhizobium); y otros.

La familia Rhizobiaceae estd incluida en la subdivision o. y comprende
cinco diferente géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Phyllobacterium y Agrobacterium.

Rhizobium y Bradyrhizobium forman nédulos fijadores en las raices de
plantas leguminosas, Azorhizobium induce nédulos en raiz y tallos de
especies de Sesbania , mientras que especies de Phyllobacterium producen
hipertrofias en hojas de distintas plantas.

Aunque Rhizobium y Bradyrhizobium establecen un proceso simbiético
muy similar, parece ser que taxondmicamente Rhizobium se encuentra mas
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préximo a Agrobacterium, e igualmente Bradyrhizobium se asemeja mas a
Rhodopseudomonas.

En Agrobacterium al igual que en Rhizobium, la naturaleza de la
interaccién viene determinada por genes plasmidicos. En el género
Rhizobium estdn en el pldsmido simbiético (pSym), en las especies de
A.tumefaciens y A. rubi, es el plismido Ti el responsable de la formacion
de tumores en la planta, mientras que en A. rhizégenes, el plasmido Ri es
el que induce la proliferacién de los pelos radiculares.

En Bradyrhizobium y Azorhizobium, por el contrario, la informacién
simbidtica tiene una localizacién cromosémica (Martinez y col., 1990).

En la Tabla 1 se muestra la actual clasificacién de la familia
Rhizobiaceae y para el caso de Rhizobium, los distintos grupos han sido
agrupados segiin criterios de hibridaciones ADN-ADN, perfil de
plasmidos, andlisis de organizacién de ARN ribosomal y estudios de sus
caracteristicas fenotipicas, entre otros.

3. FIJACION DE NITROGENO EN LA FAMILIA
RHIZOBIACEAE.

Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium van a inducir en plantas de
la familia Leguminosae y de la no leguminosa Ulmaceae (Parasponia ), la
formacién de estructuras especializadas o nédulos, en los que ocurre la
fijacién de nitrégeno.

Se establece una relacién simbidtica altamente especifica, ya que cada
especie de rizobio tiene un rango de hospedador definido, sin embargo esta
especificidad varia ampliamente entre los distintos rizobios, asi Rhizobium
sp NGR234 nodula hasta 35 géneros distintos de leguminosas y a la no
leguminosa Parasponia , mientras que otros rizobios tienen un rango de
hospedador mucho mds estrecho, e incluso discriminan genotipos dentro de
una misma especie de leguminosa (Lie, 1978).

El proceso de infeccién se inicia con la multiplicacién de los rizobios
en la rizosfera y en la superficie de las raices de las leguminosas.
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Tabla 1. Relacion de especies que comprenden las géneros Rhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium (Ejemplos de rizobios con los

grupos de inoculacién cruzada).

Especies

Plantas hospedadoras

Rhizobium leguminosarum
biovar viciae

biovar trifolii

biovar phaseoli
Rhizobium meliloti
Rhizobium tropici
Rhizobium etli sp.
Rhizobium loti
Rhizobium galegae
Rhizobium kuakuii
Sinorhizobium fredii

Sinorhizobium xinjiangensis

Bradyrhizobium japonicum
Bradyrhizobium sp.

Rhizobium sp.
NGR234, MPIK1030

Azorhizobium caulinodans

Vicia (arveja), Pisum (guisante)*

Lathyrus, Lens (lenteja)

Trifolium (trébol)

Phaseolus (judia, frijol)

Melilotus, Medicago (alfalfa),
Trigonella*

Phaseolus (judia, frijol),

Leucaena (leucena), Macroptilium
(siratro)

Phaseolus (judia, frijol).

Lotus , Anthyllis

Galega

Astragalus sinicus

Glycine max (soja), Vigna

(cowpea)
Glycine max (soja)

Glycine (soja), Vigna (cowpea)

Lupinus (lupino), Ornithopus

Plantas tropicales y no
leguminosas como la ulmicea
Parasponia andersonii

Sesbania rostrata

* Las estirpes de las mismas especies pueden nodular uno o varios de los

hospedadores descritos.



Se conocen distintos mecanismos de entrada de la bacteria a la raiz de
la planta: por espacios intracelulares de la epidermis (Vigna), por fisuras
producidas en puntos donde emergen nuevas raices(Arachis) (Sen y
Weaver, 1984), por rupturas locales en la epidermis (Parasponia), (Marvel
y col., 1985) o bien, la forma mis comtiin en leguminosas, a través de pelos
radicales (alfalfa, guisante, etc.), en los que los rizobios inducen curvatura
y formacién de un foco de infeccion.

Las distintas vias de infeccién vienen determinadas por la planta
hospedadora. Una leguminosa dada es siempre infectada por el mismo
mecanismo, cualquiera que sea la cepa de rizobio que le infecte, por lo
tanto, la bacteria usard un mecanismo u otro en funcién de la leguminosa
que nodule. Igualmente, es la planta la que determina las caracteristicas
morfolégicas y de desarrollo del nédulo (aunque la mayoria de los nédulos
han sido encontrado en raices, sin embargo, en algunas leguminosas
acudticas de los géneros Aeschynomene y Sesbania, aparecen también en
sus tallos). Todo esto, junto con la existencia de plantas leguminosas que
ocasionalmente presentan una nodulacién espontidnea en ausencia de
Rhizobium (Truchet, y col., 1989) indica que es la planta hospedadora la
que posee la informacién genética para la nodulacién, y que es la bacteria
la que desencadena su respuesta. También el nimero de nédulos es
controlado por la planta, mediante una respuesta sistémica que suprime una
segsterior nodulacién (Caetano-Anollés y col., 1990).

La parte de la raiz mas suceptible de ser infectada es justo detrds del
meristemo apical o zona de elongacién, en la zona de emergencia de los
pelos radicales (Bhuvaneswari y col., 1981). Para estimular la movilidad de
las bacterias hacia estas zonas de la raiz, la planta excreta sustancias
(amino4cidos, aziicares y 4dcidos carboxilicos) hacia los que los rizobios
muestran una quimiotaxis positiva, sin determinar por ello ninguna
especificidad (Gaworzewska y Carlile, 1982). Aunque esta movilidad no
sea un factor requerido para la nodulacién, proporciona a la bacteria
ventajas competitivas (Smit y col., 1989).

La unién de la bacteria a los pelos radicales es frecuentemente polar y
sigue el modelo que se muestra en la Figura 1, en donde interviene en
primer lugar, una proteina de la superficie de los rizobios llamada
rhicadhesina, que es una proteina que une calcio y aparece comin entre la
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familia Rhizobiaceae, incluyendo el género Agrobacterium. Los

receptores de la planta para esta proteina, atin no han sido identificados.

En un segundo paso, fibrillas de celulosa de los rizobios permiten que
se aglutinen en la superficie de la raiz. Mutantes no productores de fibrillas
presentan una nodulacién normal, lo que indica que este paso no es
esencial para la nodulacién (Smit y col., 1987).

Durante la penetracién de los rizobios en las células vegetales, parece
que se induce y reorienta el crecimiento de la pared de la célula vegetal,
posiblemente por una reestructuracién del citoesqueleto. Estos cambios
repercuten en la curvatura del pelo radical, donde la bacteria queda
atrapada, y por invaginaci6n inicia el cordén de infeccién (Bhuvaneswari y

col., 1980).

Paralelo al desarrollo del cordén de infeccidn, los rizobios inducen la
divisién y diferenciacién de células internas del cortex (Dudley y col.,
1987). Esta actividad mitética inducida permite la formacién de un
primordio. El hilo de infeccién migra hacia las células del primordio que se
estan dividiendo, y una vez que lo han alcanzado libera en el citoplasma de
la célula vegetal a los rizobios, por un procesos de endocitosis (Mellor y
Werner, 1987). A partir de las células del primordio se van a originar los
distintos tejidos del nédulo. En nédulos inducidos en guisante, alfalfa,
trébol, del primordio distal se inicia una regién meristematica.

Los rizobios liberados a la célula vegetal quedan englobados en la
membrana peribacteroidal (PBM), formada a partir del aparato de Golgi
y/o reticulo endoplasmdtico de la planta. Ahora los rizobios sufren un
proceso de transformacién a bacteroide o formas activas fijadoras de
nitrégeno.

Finalmente el nitrégeno fijado por los bacteroides difunde a través de la
membrana peribacteroidal hacia el citoplasma de la célula vegetal, y es

asimilado por la via glutamino sintetasa como amidas o ureidos (Vance y
col., 1988)



LECTINAS

Parece ser que las lectinas de la planta también participan en el proceso
de simbiosis. Una posible funcién es que bajo ciertas condiciones de
cultivo (deficiencias de manganeso), las lectinas ayudan a la acumulacién y
al anclaje de los rizobios a los pelos radicales (Kinje y col., 1988) ,
recientemente ha sido descrito un modelo en B. japonicum , en donde
parece ser que la interaccion es entre las lectinas y las fimbrias de la
bacteria (Smith y Wollum, 1992).

Una segunda funcién relacionada con la especificidad de la interaccion
, fue comprobada por Diaz y col. (1989), donde lectinas de raiz de guisante
fueron transferidas a trébol blanco, resultando una planta hibrida que no se
veia afectada en su nodulacién por R.t rifolii, pero que ahora podia ser
infectado por R. leguminosarum bv. viciae aunque la mayoria de los
nédulos inducidos por R. leguminosarum bv. viciae eran anormales, con
bacterias en los espacios intracelulares del cortex, hilos de infeccién
abortados y un meristemo nodular degenerado, una minoria evolucionaban
normalmente y fijaban nitrégeno.

En esta respuesta especifica aiin no es conocida el factor que en
Rhizobium pueda ser sustrato de las lectinas.

5. TIPOS DE NODULOS.

Dos tipos de nédulos de morfologia visiblemente distinta forman las
leguminosas: nédulos indeterminados y nédulos determinados.

Nédulos indeterminados lo forman leguminosas tales como: Pisum,
Vicia, Trifolium y Medicago, mientras que las leguminosas tropicales como
Glycine, Phaseolus y Vigna los forman determinados. Ambos tipos
presentan tejidos similares formados a partir del primordio inducido por
Rhizobium: el tejido central que contiene células infectadas y no infectadas,
rodeado por el parénquima, endodermis y el tejido mas externo o cortex.
Los haces vasculares se localizan en el parénquima del nédulo (Newcomb
y col , 1979).



Los nédulos indeterminados, de forma alargada y cilindrica, se
caracterizan por tener un meristemo apical persistente, a partir del cual, y
de forma gradual, se van a formar las distintas zonas del nédulo,
distinguiéndose en el mismo desde las zonas tempranas de la simbiosis
hasta la senescencia del bacteroide. En estos nédulos el nitrégeno
asimilado se transporta a la planta como asparragina (Pate y Atkins, 1983).

El nédulo determinado carece de meristemo apical y su forma
cilindrica resulta por alargamiento de las células infectadas y no por
divisién. El nitrégeno es asimilado en forma de ureidos y es transportado a
través de las células no infectadas hasta los haces vasculares, como
alantoina o 4cido alantoico (Newcomb y col., 1979).

6. NODULINAS

A aquellas proteinas de la planta que se expresan de forma especifica
en el niicleo, se les llama nodulinas. Nodulinas tempranas son aquellas que
intervienen en el proceso de infeccién, formacion del primordio y
diferenciacién del meristemo nodular (Nap y Bisseling, 1990). Las
nodulinas tardias son expresadas en el nédulo maduro e intervienen en la
fijacién del nitrégeno y asimilacién, transporte de oxigeno, metabolismo
del carbono y otros procesos especializados que ocurren en la membrana
peribacteroidal (Nap y Bisseling, 1990). Otras enzimas comunes a otros
6rganos de la planta, aparecen en el nédulo con una actividad incrementada

6.1. Nodulinas tempranas.

La expresién de nodulinas en la raiz de la planta leguminosa ocurre ya
desde la interaccién de los rizobios con los pelos radiculares. En guisante
se expresan dos genes: RH-42 y RH-44 , no detectados en plantas no
inoculadas, que parecen intervenir en la curvatura y deformacién del pelo
radical (Sanchez y col., 1991).

PSENOD12 es una nodulina ampliamente estudiada en guisante. Se
detecta desde las primeras etapas de infeccion, en células que forman parte
del cordén de infeccidn; ésta localizacién y que se trate de una proteina
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rica en prolina, sugieren que sea un componente de la pared celular
(Averyhardt-Fullard y col., 1988). Se localiza tanto en el lugar de infeccién
como en las células del interior del cortex que se estdn dividiendo,
pudiendo intervenir en la formacién del primordio.

Esta nodulina también se ha detectado en fases posteriores del
desarrollo del nédulo, estd presente en las células de la zona de invasion
adyacentes al meristemo apical.

ENODS es otra nodulina también expresada desde el inicio de la
infeccién, es también una proteina rica en prolina que parece ser
componente de la membrana plasmdtica. Es detectada en células que
contienen el hilo de infeccién y posteriormente en células de la zona de
invasion del nédulo, pudiendo formar parte de la membrana del hilo de
infeccién asi como de la membrana peribacteroidal.

ENOD3 y ENODI14 se expresan exclusivamente en las células
infectadas de la zona de invasi6n del nédulo (Scheres y col., 1990). Tienen
una estructura similar a la de proteinas que captan metales, por lo que
podrian funcionar en el transporte de Fe o Mo a los bacteroides, necesarios
para la sintesis de la enzima nitrogenasa (Scheres y col., 1990).

La actividad de ENOD3 y ENODI14, asi como la de de ENODS y
ENOD12, decrece en las zonas simbidticas mas senecentes de los nédulos
indeterminados..

La nodulina ENOD?2 identificada en guisante, soja y alfalfa (Van de
Wiel y col, 1990. Van de Wiel y Hirsch, comunicacién personal); y
GmENODI13 de soja (Van de Wiel y Hirsch, c.p.) aparecen expresadas en
el parénquima nodular. Por su estructura parecen ser componentes de la
pared celular y probablemente contribuyan a la morfologia del parénquima
del nédulo y a la formacién de la barrera de difusién de oxigeno
(Gloudemans y col., 1989).

6.2. Nodulinas tardias.

Entre las nodulinas tardias la leghemoglobina (Lb) es la mds
abundante, constituyendo el 20% de las proteinas solubles del nédulo,
actiia como transportador de O3 en las células infectadas, facilitando su
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difusién hacia el bacteroide (Govers y col., 1986). Son codificadas por una
familia de genes, y a nivel de proteinas se observan distintos productos,
que son sintetizados a distintos tiempos durante el desarrollo del nédulo lo
que pudiera estar relacionado con las distintas afinidades de O2 que

muestran (de Bruijn y col., 1990).

En nédulos de soja, la uricasa es la segunda nodulina mis abundante
(Bergman y col., 1983), y es producto de un gen distinto del que codifica
para la uricasa de raiz y hoja. Es esencial en nédulos determinados, para la
ruta biosintética de ureidos y se localiza en los peroxisomas de células no
infectadas. Su expresioén en nédulos de soja y frijol no parece dependiente
del inicio de la fijacién de nitr6geno (Larsen y Jochimsen, 1986), sino que
son las bajas concentraciones de Oz (4-5%) las que inducen su sintesis y su
actividad.

Las enzimas glutamina y glutamato sintasas (GS y GOGAT), muestran
altos niveles de actividad paralelos a la nitrogenasa, ambas enzimas son
responsables de la asimilacién del amonio que procede de la reduccién del
nitrégeno en el bacteroide (Atkins, 1987).

Se han caracterizado distintas formas de la enzima GS en nédulo,
distinguiéndose dos tipos: aquellas de expresién nédulo-especificas, y otras
cuya expresion se ve claramente aumentada durante la simbiosis (Forde y
Cullimore, 1989). En ambos casos la expresion o aumento de la actividad
de estas proteinas, ocurre justo antes que sea activa la nitrogenasa y s6lo en
c€lulas infectadas (Padilla y col., 1987).

Las formas ndédulo-especificas de las enzimas fosfoenolpiruvato
carboxilasa y sucrosa sintasa, intervienen en el metabolismo del carbono,
regulando su flujo, necesario para el mantenimiento del nédulo, respiracion
del bacteroide, sintesis de ATP y poder reductor para la actividad de la
nitrogenasa, asi como proporcionar el esqueleto carbonado para la
asimilacion y transporte del nitrégeno (Atkins, 1987).

En soja también se han caracterizado varias nodulinas (Ngm24, Ngm26
y Ngm?23) asociadas a la membrana peribacteroidal (Fortin y col., 1985).
Esta membrana actia de interfase entre la célula vegetal infectada y el
simbionte y es muy probable que estas enzimas regulen el intercambio de
metabolitos.
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Ademds de las anteriores nodulinas tardias, otras enzimas pueden
detectarse en nédulo que difieren en sus propiedades fisicas, cinéticas o
inmunolégicas de las formas presentes en raiz, y también a esas formas
nédulo-especificas se les consideran nodulinas.

7. GENES nod Y BIOSINTESIS DE LA MOLECULA SENAL.

Entre la planta y la bacteria se da un intercambio de sefiales que va a
determinar la especificidad del proceso simbiético: a un primer nivel
exudados de la raiz de la planta, tras una interaccién especifica con la
proteina NodD, van a inducir la transcripcién de los genes de nodulacién.

En un segundo nivel, los genes nod estructurales (Figura 2 A) son los
que intervienen en la sintesis de sefiales lipo-oligosacaridicas (Figura 2 B),
que también de forma especifica inducen cambios, en la raiz de la planta
hospedadora, iniciando el proceso de infeccién.

7.1. Genes nod estructurales: nod comunes y nod especificos.

Los genes de la nodulacién conocidos como genes nod y los mas
recientemente encontrados, como genes nol son aquellos que intervienen
en los procesos de infeccién y nodulacién. En todas las cepas de Rhizobium
estudiadas, se han encontrado en el pldsmido simbiético, junto con otros
genes implicados en la fijacién de nitrégeno (nif fix) (Banfalvi y col., 1981.
Scott y col., 1984) Por el contrario, en Bradyrhizobium y Azorhizobium,
tienen una localizacién cromosémica (Figura 2 A).

Los genes nod, se han clasificado como comunes y especificos. Se
llaman comunes a los genes nodABC-1J, por encontrarse en todas las cepas
de rizobios estudiadas. Son genes que pueden ser funcionalmente
intercambiables entre las distintas especies y biovariedades sin modificar el
rango de hospedador (Fisher y col., 1985. Marvel y col., 1985).

Mutaciones en cualquiera de los restantes genes nod no pueden ser
totalmente complementadas con genes de otras especies de rizobios
(Kondorosi y col. 1984. Djordjevic y col., 1985. Debellé y col., 1986.
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A. Organizacién de los genes nod en R. leguminosarum bv. trifolii, bv.
viciae, R. meliloti y Bradyrhizobium japonicum. Las flechas indican la
direccién de transcripcién de los genes, y los circulos negros las cajas nod.

B. Estructura del factor Nod de R. meliloti: n indica el niimero de residuos

de glucosamina, y las flechas explican el posible papel de las proteinas Nod
durante su sintesis (Higashi, 1993).



Horvath y col., 1986. Lewin y col., 1990). Aunque estas mutaciones no

implican la pérdida total de la capacidad de nodulacién, si causan retraso y
disminucién en el nimero de nédulo o cambios de la especificidad a
determinadas plantas hospedadoras. Son por ello, llamados genes nod
especificos, que no han sido identificados en todas las cepas de rizobios

7.2. Regulacion de los genes nod : el gen nodD.

Para la expresion de los genes nod estructurales, se requiere de la
presencia de compuestos exudados por la raiz de la planta, generalmente
flavonoides, y de la proteina reguladora NodD. Esta proteina se une a
secuencias conservadas en la regién promotora de los genes nod, 1lamadas
cajas de nodulacién (cajas nod) (Fisher y Long, 1989. Kondorosi y col.,
1989). La presencia de secuencias invertidas repetidas en todas las cajas
nod, favorece la hipétesis que NodD se una a las cajas nod como un
multimero (Goethals y col., 1992).

El gen nodD se ha encontrado en todas las cepas de Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium; es requerido para la nodulacién, ya que
mutantes que no contienen un gen nodD funcional, no pueden nodular sus
hospedadores (Honma y Ausubel, 1987. Kondorosi , 1992). Sin embargo,
el nmimero de copias del gen varia entre las distintas especies de rizobios:
una séla copia presentan R. leguminosarum bv. viciae y bv. trifolii
(Kondorosi, 1992), dos copias B. japonicum (Gottfert y col., 1989), R.
fredii (Ramakrishnan y col., 1986) y Rhizobium sp. NGR234 (Horvath y
col., 1987). En el caso de R. meliloti existen tres copias del gen nodD
(Barnett y Long, 1990) y un cuarto gen, syrM, cuya secuencia es homéloga
a la de los genes nodD, que también interviene en la regulacién de los
genes nod (Rushing, 1991). En R. tropici CIAT899 se han encontrado
hasta cinco copias del gen (van Rhijn y col., 1993. Sousa y col., 1993).

La proteina NodD por secuencia y comportamiento homdlogo se ha
clasificado dentro de una familia de proteinas activadoras de la
transcripcioén en procariotas, llamadas LysR. Presentan en el extremo N-
terminal, una regién de unién al ADN en forma de hélice doblada
(Henikoff y col., 1988). Esta region se encuentra muy conservada entre las
distintas proteinas NodD, mientras que el extremo C-terminal presenta
mayor variacién. Asi se pensé que fuese esta regién carboxilo la que
interviniese en el reconocimiento especifico a los exudados de la planta
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(Gyorgypal y col.,, 1991), sin embargo mutaciones que alteran la
especificidad de la interaccién con flavonoides, mapean en la regién N-
terminal, lo que parece indicar que es toda la estructura terciaria de la
proteina la responsable de la especificidad (Melver y col., 1989. Spaink y
col., 1989a).

La proteina NodD se localiza en la membrana citoplasmatica (Recourt,
y col., 1989) y se cree que sea el sitio de interaccién con flavonoides,
aunque se desconoce el mecanismo de activacién. Una forma soluble de
NodD se traslada hasta el citoplasma desde la membrana y se une a las
cajas nod (Fisher y col., 1988. Schlaman y col., 1992) produciendo la
activacion de la transcripcién de los genes de la nodulacion.

Las distintas proteinas NodD muestran un reconocimiento especifico
hacia determinados flavonoides. En R. meliloti , NodD1 induce los genes
nod en la presencia de luteolina (Peters y col., 1986), NodD2 interacciona
también de forma especifica con metoxichalcona y NodD3 aunque también
puede interaccionar con inductores, en combinacién con SyrM, no necesita
moléculas inductoras para activar los genes nod (Maillet y col., 1990).

Se observa como las proteinas Nod de rizobios de estrecho rango de
hospedador responden a pocos flavonoides, mientras que para amplio
rango de hospedador, presentan mayor espectro de moléculas inductoras
(Le Strange y col., 1990).

Entre los compuestos exudados por la planta, no todos presentan
actividad inductora, se han encontrado que algunos son inhibidores de los
genes nod. Estas moléculas inhibidoras son de estructura similar a los
flavonoides inductores y se supone que actian de forma competitiva,
siendo igualmente especie especificos (Kosslak y col., 1990).

NodD parece que regula la expresion de los genes nod, también en
funcién de la concentracién de amonio. En R. meliloti, NodD3 reprime la
transcripcién de los genes nod en condiciones de exceso de amonio (Dusha
y col., 1989) (Figura 3). El gen syrM interviene ademds en la regulacion de
la expresién de los genes exo, implicados en la sintesis del exopolisacarido
acido (Barnett y Long, 1990).
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Modelo de la regulacién de los genes nod en R. meliloti. Los tridngulos
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de los represores (exo: genes de sintesis de exopolisacérido) (Denarié y col.,
1993).



nolR es un gen represor encontrado en algunas cepas de R. meliloti, que
controla negativamente la expresién de NodD1 y NodD2 uniéndose a sus
regiones promotoras (Kondorosi, 1992). Mutantes en nolR presentan un
ligero retraso en la nodulacion lo que sugiere que NolR sea requerida para
optimizar la expresién de los genes nod durante la infeccién y nodulacion
(Kondorosi y col., 1989).

En B. japonicum se han encontrado otros genes nod reguladores que
también determinan especificidad a hospedador: los genes nodVW
codifican para un sistema regulatorio, donde NodV es un sensor de
membrana y NodW un regulador (Gottfret y col., 1990); y el gen nolA,
cuyo producto es andlogo a unas proteinas reguladoras de la transcripcién
llamadas MerR (Sadowsky y col., 1991).

7.3. Estructura de los lipo-oligosacaridos.

A partir del descubrimiento inicial de los lipooligosacaridos producidos
por R. meliloti 2011 (Lerouge y col., 1990), ya se han estudiado la
estructura de estos compuestos en otras especies.

La estructura bésica del lipooligosacarido, también llamado factor de
nodulacién o molécula sefial, consta de un esqueleto oligosacaridico de N-
acetil-D-glucosamina con enlaces f3 -1,4, y cuya longitud varia entre tres y
cinco unidades de azicar (Figura 4). El grupo amino del aziicar terminal no
reducido va unido a un 4cido graso de estructura variable. Otros

sustituyentes sobre esta estructura basica dependen de la especie de rizobio
(Spaink, 1992).

R. meliloti produce una familia de factores Nod, de tres, cuatro o cinco
unidades de N-acetil-f-1,4-D-glucosamina, O-acetilados y N-acilados en al
azicar no reducido; sulfatados en el azicar reducido (Figura 4) (Lerouge y
col., 1990. Roche y col., 1991). El mayor sustituyente dcido graso es 16:1
C, insaturado en las posiciones 2 y 9 (Lerouge y col., 1990), también se
encuentran acidos grasos de 16:3 C (Schultze y col.,, 1992).
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Estructura del factor Nod producido por diferentes especies de rizobios.En
la tabla, R indica los distintos sustituyentes. Bacterias: Rm, R. meliloti; Rlv,
R. leguminosarum bv. viciae; RNGR; R. sp. NGR234; Bj, B. japonicum y
Ac, A. caulinodans. Sustituyentes: Ac, acetil; Ara, arabinosil; Carb,
carbamoil; Me-Fuc, metil-fucosil; Me, metil y S, sulfato (Denari¢ y
Cullimore, 1993).



Los factores Nod de R. leguminosarum bv. viciae tienen la misma
estructura general (Figura 4), pero que no se encuentran sulfatados, y
donde el mayor sustituyente 4cido graso es altamente insaturado (18:4 C)
(Spaink y col., 1991).

Las estructuras lipooligasacaridicas de R. leguminosarum bv trifolii,
Bradyrhizobium japonicum, R. fredii, Rhizobium sp. NGR234 y R.tropici
han sido recientemente descritas.

7.4. Papel de los genes nod en la molécula senal.

La comparacién de las secuencias de los productos de los genes nod
con otras proteinas de funcién conocida, asi como el estudio de las
estructuras producidas tras la mutacién de genes nod, ha permitido llegar a
las posibles funciones bioquimicas de las proteinas Nod:

7.4.1. nodA, nodB y nodC.

Mutaciones en estos genes bloquean la produccion de la molécula sefial
en todas las especies probadas, presentando un fenotipo Nod- (Lerouge y
col., 1990. Spaink y col., 1991a).

NodA y NodB son proteinas citosélicas (Schmidt y col., 1986. Schmidt
y col., 1988). Especies carentes de estas proteinas producen derivados no
acilados. Recientemente NodB ha sido identificada como una deacetilasa
de oligosacdridos de N-acetilglucosamina (John y col., 1993).

NodC es una proteina de membrana (John y col., 1988) que guarda
homologia con una quitina sintasa de levadura (Bulawa, 1991), lo que
sugiere una funcién como N-acetilglucosaminil transferasa, en la sintesis
del esqueleto aminocarbonado.

7.4.2.nod M.

Presenta una secuencia homéloga a una glucosamina sintasa de E. coli
(glmS) (Marie y col.,1992), se cree que intervenga en la sintesis de
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glucosamina, claro precursor del esqueleto oligosacaridico de la molécula
sefial.

Mutaciones en este gen, resultan en una disminucién de la cantidad del
factor Nod producido, pero de idéntica estructura, y no afectando
préacticamente a la nodulacién (Spaink y col., 1991).

7.4.3. nodE, nodF y nodG.

La homologia de la secuencia de NodF con proteinas transportadoras
de grupos acilos (ACP) y de NodE con B—cetoacilsintasas (Bibb y col.,
1989. Downie, 1991), sugiere que estdn implicadas en la sintesis de la
cadena 4cido grasa. Apoya esta hipétesis que NodF contenga como grupo
prostético 4'-fosfopantoteinato (Geiger y col., 1991), comiin en todas las
ACP de procariotas que intervienen en la sintesis de acidos grasos.

La mutacién del gen nodE o nodF, no polar respecto a nodE, en R. |
eguminosarum bv.viciae, resulta en una molécula sefial N-acilada por 4dcido
vaccénico (18:1 C), a diferencia de l1a cepa silvestre (18:4 C). Las mismas
mutaciones resultan en R. meliloti, en sustituciones de los dcidos grasos
normales (16:2 C,16:3 C), por 4cido vaccénico (Demont y col., 1993).

Los genes nodFE, a pesar de tener unas secuencias altamente
conservadas entre R. leguminosarum bv. viciae, bv. trifolii y R. meliloti, no
son funcionalmente intercambiables, y ademds determinan la especificidad
de hospedador de estas tres especies (Debellé y Sharma, 1986. Debellé y
col., 1988. Spaink y col., 1989. Surin y Downie, 1989).

La proteina NodG encontrada en R. meliloti, presenta una secuencia
homéloga a dehidrogenasas y B-cetoacilreductasas (Debellé y Sharma,
1986). Esta homologia, y que forme parte del operdon nodEF, parece
indicar que también interviene en la sintesis de la cadena acilo, sin
embargo mutaciones en este gen no afectan a la molécula sefial (Demont y
col., 1993).

Recientemente, en R. meliloti se han encontrado otros factores Nod, N-

acilados por dcidos grasos (w—1)— hidroxilados de 18 a 26 carbonos,
también encontrados como componentes del LPS, (de 26 C;) sin embargo,
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los genes nodFE no intervienen en la sintesis de estos sustituyentes
(Demont y col., 1993).

7.4.4. nodL.

La proteina NodL presenta homologia con acetil transferasas (Downie,
1989) y es esencial para la acetilacién del factor Nod , ya que una mutacién
en el gen nodL , resulta en la pérdida del grupo O-acetilo en todos los
lipooligosacaridos estudiados (Spaink y col., 1991).

Esta proteina se encuentra anclada a la membrana citoplasmaética
(Canter-Cremers y col., 1989).

7.4.5. nodH, nodP y nodQ.

En R. meliloti una mutacién en el gen nodH resulta en la pérdida del
grupo sulfato en todos los lipooligosacaridos producidos. Mutaciones en
nodP y nodQ resultan en la produccion de una mezcla de factores
sulfatados y no sulfatados (Roche y col., 1991), que parece debido a la
existencia de una copia adicional de los genes nodPQ (Schwedock y Long,
1989).

NodP y NodQ presentan una alta homologia con subunidades ATP-
sulfurilasas de E. coli, indicando que podria ser su funcién, el generar una
forma activada del grupo sulfato (Schwedock y Long, 1990).

La proteina NodH, que guarda homologia con una sulfotransferasa
(Roche y col., 1991), probablemente transfiera el grupo sulfato de un
donador activo a la molécula sefial.

7.4.6. nods.

La proteina NodS presenta homologia con metiltransferasas. Y asi en
Rhizobium sp. NGR234 y A. caulinodans, parece ser responsable de la N-
metilacién de la cadena acilo (Holsters y col., 1993. Relic y col., 1993). Sin
embargo en mutantes NodS- de la cepa NGR234, aunque producen
bastante menos cantidad del factor Nod, aparece N-metilado.
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El gen nodS en la cepa NGR234 le confiere especificidad para nodular
Leucena: mutaciones NodS- resultan Nod+ en Vigna, pero Nod- en
Leucena (Lewin y col., 1990); la transferencia de este gen desde NGR234
a R. leguminosarum bv.trifolii le confiere un fenotipo Nodt Fix'T en la
nueva especie (Krishnan y col., 1992).

7.4.7. nodl y nod].

Basada en sus homologias, las proteinas Nodl y NodJ pertenecen a una
familia de proteinas transportadoras y se cree que estidn implicadas en la
secreccién del factor Nod (Downie, 1991). NodlI es similar a proteinas que
unen ATP (Evans y Downie, 1986) y se encuentra asociada a la membrana
citoplasmdtica (Schlaman y col., 1990). NodJ es altamente hidrofébica y
podria representar el componente integrado a 1a membrana.

Que mutaciones en los genes nodlJ, que se presentan comiines en todas
las especies de rizobios, no afecten a la nodulacién ni a la cantidad del
factor Nod secretado, parece indicar la existencia de otro sistema de
transporte sustitutivo.

7.4.8. nodO.

Similar a la hemolisina de E. coli, ha sido identificada en R.

leguminosarum bv.viciae, donde parece que complementa la accion de
NodE (Sutton y col., 1993).

Es una proteina que une calcio y se secreta al medio de cultivo
(Economou y col., 1990), interacciona con la membrana plasmética de la
célula de la planta y forma canales 16nicos.

Mutacion en el gen nodO presenta un ligero retraso en nodulacién.
7.5. Actividad bioldgica de la molécula senal.

En R. meliloti el factor NodRmIV(S,Ac), purificado, presenta actividad
biolégica a muy baja concentracién: induce en alfalfa deformacion del pelo
radical (a concentracién entre 10-11-10-8 M), divisién de las células
corticales y formacién del meristemo del nédulo (a concentracién de 10-7
M). Puede incluso inducir la formacién de verdaderos nédulos con un
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meristemo apical y haces vasculares periféricos, que aparecen igualmente
reprimidos por un exceso de amonio (Truchet y col., 1991). Sin embargo
en R. leguminosarum bv.viciae, tras la adicién del factor Nod, el desarrollo

del meristemo inducido se detiene cuando apenas es externamente visible
(Spaink y col., 1991).

En la Figura 5 se muestran los cambios inducidos en la raiz de la
planta, por el factor de nodulacién secretado por el simbionte.

En plantas de Vicia, el factor Nod de R. leguminosarum bv. viciae
induce: deformacién del pelo radical, formacién de raices cortas y gruesas,
formacion de estructuras precursoras del cordén de infeccion (PIT) (van
Brussel y col., 1992), aumenta la produccién adicional de flavonoides (INI)
(Figura 6) (Recourt y col., 1991), e inicia la transcripcién de dos nodulinas
tempranas, ENOD5 y ENOD12 (Nap y Bisseling, 1990).

Los requerimientos estructurales del lipo-oligosacérido para inducir sus
efectos en la planta, varian dependiendo del hospedador que se trate. La
deformacién del pelo radical parece ser la respuesta menos especifica
(Spaink y col., 1991).

La sulfatacién de NodRm determina su especificidad para inducir el
meristemo sobre Medicago (Truchet y col., 1991), sin embargo, previene la
deformacién del pelo radical en el hospedador heterélogo Vicia (Roche y
col.,, 1991). También la cadena acilo es responsable del rango de
hospedador en R. meliloti, ya que mutantes en los genes nodEF, defectivos
en la formacién de cordones de infeccién en alfalfa, son capaces de inducir
curvatura en los pelos radicales de trébol blanco (Debellé y col., 1986).

La induccién de INI, el meristemo del nédulo y las estructuras
precursoras del hilo de infeccién en Vicia, requieren de la presencia de la
cadena 4cido grasa insaturada (18:4 C) y del grupo O-acetilo (van Brussel
y col., 1992).

Derivados lipooligosacaridicos de R. meliloti en los que los dobles
enlaces de la cadena acilo han sido saturados por hidrogenacién, no pueden
inducir la formacién del meristemo del nédulo en Medicago , efecto que
también se observa en ausencia del grupo acetilo en el azicar terminal no
reducido (Truchet y col., 1991).
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Los factores pentasacaridicos de R. meliloti presentan diferencias en su
actividad respecto a los de cuatro unidades: aparecen menos activos en
Medicago y Melilotus, pero mds en Vicia sativa, hospedador heterélogo de
R. meliloti. Lo que parece que la longitud de la cadena oligosacaridica es
importante para el reconocimiento especifico (Schultze y col., 1992).

7.6. Expresion de los genes nod en bacteroides.

En el nédulo los genes nod no se transcriben, dejan de ser expresados
una vez que la bacteria ha pasado desde el cordén de infeccién a la célula
infectada (Schlaman y col., 1991). Altos niveles de una expresion
constitutiva de estos genes nod en bacteroides resulta en un fenotipo Fix-
(Burn y col., 1989).

En bacteroides de R. leguminosarum bv. viciae, s6lo el gen nodD es
expresado, aunque en un reducido nivel (Schlaman y col., 1991). En el
caso de R. meliloti, ni nodD1, ni nodD3 se transcriben, sin embargo la
expresion de syrM aparece aumentada (Sharma y Signer, 1990).

8. B~-GLUCANOS.

Entre los polisacdridos celulares producidos por la familia
Rhizobiaceae encontramos los glucanos ciclicos, que aunque normalmente
aparecen en el espacio peripldsmico de la célula, también pueden ser
excretados al medio de cultivo (Breedveld y col., 1990). Parece que
intervienen en las primeras etapas de la infeccién, asi como en la
adaptacion a situaciones de stress hipoosmético.

8.1. Estructura.

Es un homopolimero de 17 a 25 residuos de glucosa unidas por enlaces
B-(1,2), en una configuracién ciclica (Amemura y col., 1989). Pueden
encontrarse como oligosacdridos neutros o pueden también llevar
sustituciones anidnicas: En R. meliloti y A. tumefaciens, 1a mayoria de los
glucanos aparecen sustituidos con fosfoglicerol (Batley y col., 1987; Miller
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y col., 1987) siendo la fraccién neutra precursora de la anidnica (Geiger y
col.,, 1991a; Iiién de Iannino y Ugalde, 1989) En R. leguminosarum
aparecen en su mayoria neutros, aunque a veces pueden presentar como
sustituyentes grupos succinicos (Hitsamatsu y col., 1987).

B. japonicum sintetiza glucanos ciclicos compuestos de 10 a 13
residuos de glucosa, con enlaces B-(1,3) y B-(1,6). Son moléculas
ligeramente ramificadas, y con sustituciones neutras de fosfocolina
(Dudman, 1981. Hitsamatsu y col., 1983).

Sin embargo y a pesar de estas diferencias estructurales, el B-glucano
ciclico parece desempeiiar las mismas funciones en toda la familia
Rhizobiaceae.

8.2. Genes implicados en la sintesis de los glucanos ciclicos.

A partir de los genes chvA y chvB, responsables de la formacion de
tumores por A. tumefaciens en plantas , se localizaron en R. meliloti dos
genes: ndvA y ndvB , homélogos por hibridacién (Puvanesarajah y col.,
1985. Dylan y col.,, 1986) , funcionalmente intercambiables y de
localizacién también cromosémica. Mutaciones en ndvA y ndvB, al igual
que en chvA y chvB presentan alteraciones en el transporte y sintesis de los
B-glucanos.

En R. meliloti ndvA ha sido secuenciado, codificando para una proteina
de 67,1 Kd, que presenta una muy alta homologia con una familia de
proteinas bacterianas transportadoras y dependientes de ATP. Entre ellas se
encuentra la proteina HylB de E. coli, implicada en el transporte de
hemolisina, y Mdr de células de mamiferos, para el transporte de drogas;
con las que ndvA presenté el mayor grado de similitud (Standfield y col.,
1988). Son proteinas localizadas en la membrana citoplasmatica, donde se
anclan por su extremo N-terminal.

La funcién de la proteina NdvA, es de transporte de los B-glucanos a
través de la membrana interna y hasta el espacio peripldsmico, asi
mutaciones en ndvA no afectan la sintesis de los B-glucanos sino que estos
se acumulan en el citoplasma de la célula. (Standfield y col., 1988).
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El gen ndvB codifica para una proteina de membrana interna, de
aproximadamente 319 Kd, que sirve como intermediario en la sintesis de
los B-glucanos, uniendo moléculas de glucosa (Zorreguieta y col., 1988).

En A. tumefaciens y R. fredii, mutaciones en ndvB que dan lugar a
proteinas de menor peso molecular, siguen siendo igualmente funcionales:
el B-glucano sigue siendo sintetizado y la simbiosis con soja es efectiva; lo
que parece indicar la existencia de distintos dominios activos en la proteina
(Zorreguieta y col., 1988. Bhadwat y col., 1992a ).

Estos genes ndvA y ndvB se encuentran ampliamente conservados entre
las especies de Rhizobium, manteniéndose la localizacién cromosémica
(Coronado y col., 1989). Y aunque en algunas cepas de B. japonicum, no
han podido ser identificados (Dylan y col., 1986. Bhagwat y col., 1992a.
Cohen y Miller, 1991), lo que indica distinta via de sintesis de los B-(1,3) y
B-(1,6) glucanos, sin embargo, se ha podido demostrar que tras la
movilizacién de ndvB de R. fredii a B. japonicum (ambos simbiontes de
soja), la proteina puede ser expresada (Bhadwat y Keister, 1992b).

Recientemente ha sido descrita una enzima con actividad glucosil
transferasa unida a membrana, que parece estar implicada en la sintesis de
B-(1,3) y B-(1,6)) glucanos en B. japonicum (Cohen y Miller, 1991).

8.3. Fenotipo de los mutantes y posibles funciones

En A. tumefaciens mutantes ChvA- y ChvB-, resultan avirulentos y
presentan un defecto de anclaje a las células de la planta (Puvanesarajah y
col., 1985). En Rhizobium mutantes Ndv- también aparecen
extremadamente disminuidos en su capacidad de anclaje a la raiz,
presentando un fenotipo simbiético de nodulos blancos, carentes de cordén
de infeccién y bacteroides (Dylan y col., 1986); fenotipo muy similar al
presentado por los mutantes Exo-, a diferencia que éstos no inducen
curvatura del pelo radical (Leigh y col., 1985).

La adicién de B-(1,2)-glucano de R. meliloti durante la inoculacién con
mutantes Ndv-, no corrigié su defecto simbidtico, 1o que parece indicar que

sea requerido una vez los rizobios han alcanzado la planta (Dylan y col.,
1990a).
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Se observa un crecimento lento en un medio de baja osmolaridad,
defecto que es suprimido al aumentar la concentracién de osmolitos del
mismo. En cepas sivestres, en condiciones de baja osmolaridad se observa
un actimulo de B—glucanos en el espacio peripldsmico, lo que sugiere un
papel de osmoadaptacion para este polimero, equilibrando la presién
osmdtica entre citoplasma y espacio periplasmico (Dylan y col., 1990b).

Igual funcién ha sido descrita para el B-glucano producido por A.
tumefaciens (Miller y col., 1986) y el oligosacarido derivado de membrana
(MDO) de E. coli (Bohin y Kennedy, 1984).

Otras alteraciones que reflejan stress o perturbaciones en la superficie
externa de la célula son: pérdida de sensibilidad a bacteriéfagos, reduccion
de movilidad y aumento de la sensibilidad a ciertos antibiéticos. Todos
ellos pueden ser suprimidos al aumentar la osmolaridad del medio, por lo
que deben estar relacionados con una adecuada respuesta osmética (Dylan
y col., 1990b).

Estudios de los pseudorevertientes, sugieren que los defectos
vegetativos y de osmoregulacién son segregados de forma independiente al
simbidtico (Dylan y col., 1990a).

La adicién ex6gena de B-glucanos, aislados a partir de las respectivas
cepas silvestres, en las interacciones R. trifolii-trébol, R. meliloti-alfalfa y
R. fredii, B. japonicum-soja, aumenta la cinética de formacion del nddulo,
asi como el nimero de nddulos formados, indicando un efecto
estimulatorio de los glucanos ciclicos en la simbiosis (Dickstein y col.,
1988).

9. LIPOPOLISACARIDOS DE RHIZOBIUM

9.1. Estructura

En la estructura del lipopolisacarido (LPS) de Rhizobium, al igual que
en Enterobacterias, se distinguen dos regiones: una porcién lipidica
(lipidoA) y una porcién polisacaridica, que comprende un micleo
oligosacaridico y una cadena de mayor peso molecular o antigeno O
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(Figura 7). Por hidrélisis 4cida suave pueden ser separados los distintos
componentes.

La region polisacaridica del LPS se une covalentemente al lipidoA a
través de un azicar de ocho carbonos llamado dcido 2-ceto-3-deoxi-
octdnico (Kdo)

El lipidoA es la parte hidrofébica de la molécula, que ancla la
estructura completa del LPS a la membrana externa, mientras que la parte
polisacaridica se proyecta hacia el exterior de la célula.

La técnica que se sigue para analizar el LPS de bacterias es mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (Dodecil sulfato sédico)
seguida de tincién con nitrato de plata (Hitchcock y Brown, 1983). Cuando
los LPS de R. leguminosarum son sometidos a esta técnica, aparecen
separados en dos formas posibles: una banda que migra méis lentamente o
LPSI, que corresponderia a la forma completa del LPS; y una segunda
banda, de migracién mas rdpida o LPSII, que carece del antigeno O
(Carlson y col., 1991). Aunque en otras especies de rizobios puedan
aparecer patrones de migracién distintos, corresponden a las mismas
formas del LPS.

El lipidoA estd formado de un esqueleto carbonado glucosidico,
generalmente disacdrido, al que se unen los dcidos grasos. Entre los
rizobios se conocen tres tipos de esqueletos glucosidicos: glucosamina (R.
meliloti y R. fredii), un disacirido de glucosamina-dcido galacturénico (R.
leguminosarum) y 2,3-diamino-2,3-dideoxyglucosa, sélo o con
glucosamina (ciertas especies de Bradyrhizobium) (Bhat y col., 1991).

A diferencia de Enterobacterias, el mayor dcido graso que forma parte
del lipidoA es el 27-hidroxioctacosanoico, que ha sido encontrado en toda
la familia Rhizobiaceae a excepcién de A. caulinodans (Hollingsworth
Carlson, 1989). La longitud de esta cadena dcido grasa se extiende en toda
la bicapa de 1a membrana externa y se cree que la interaccién de los grupos
hidroxilos con componentes de la membrana, incrementan la estabilidad y
rigidez de la misma (Carlson y col., 1991)

Otros acidos grasos encontrados son: 4cido 3-hidroximiristico, que se
presenta muy comin entre los LPS que han sido estudiados (Carlson y col.,
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1987), 4cido 3-hidroxipalmitico, 3-hidroxiestedrico, 3-
hidroxipentacosanoico y 29-hidroxicontanoico (Carlson y col., 1987. Bath
y col., 1991. Gil-Serrano y col., 1994).

En R. leguminosarum, el niicleo no presenta residuos de heptosa, que
es general entre Enterobacterias. En esta especie el niicleo consta de dos
oligosacdridos: un trisacdrido y un tetrasacarido; ambos compuestos de
galactosa, manosa, Kdo y 4cido galacturénico. Esta estructura ha sido
encontrada en sus tres biovariedades: trifolii, viciae y phaseoli (Carlson y
col., 1989).

En B. japonicum el niicleo contiene 4-O-metilmanosa, glucosa y Kdo,
componentes que aparecen comunes entre los distintos serogrupos de
Bradyrhizobium estudiados (Carrién y col., 1990).

En R. meliloti y R. fredii, el nicleo se presenta muy similar, formado de
Kdo y galactosa (Carlson y col., 1991).

El antigeno O le d4 un caricter antigénico a la molécula de LPS, y
presenta una composicién muy variada entre las distintas especies de
rizobios. Aunque se les considera especies dependientes, entre cepas de
rizobios que nodulan un mismo hospedador, se han encontrado estructuras
O-polisacaridicas distintas.

En R. leguminosarum, es complejo en su estructura y muy variable
entre las distintas especies. Aparece como largos fragmentos formados por:
residuos glucosidicos metilados, glucosaminas metiladas, heptosas, acido
urénico y terminan en el extremo reductor con una molécula de Kdo
(Carlson y col., 1991).

En B. japonicum, entre los distintos aziicares que lo componen se
encuentran: fucosa, fucosamina, glucosa y quinovosamina (Carrién y col.,
1990).

En R. meliloti y R. fredii, el antigeno O es relativamente corto y
aparece formado mayoritariamente por moléculas de Kdo. Otros
componentes glucosidicos son: dcido urénico, glucosa y glucosamina para

R. meliloti; y acido urénico, glucosa y galactosa para R. fredii (Carlson,
1984).
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9.2. Genética

Los primeros genes Ips fueron identificados en R. leguminosarum bv.
phaseoli CFN42, a partir de mutantes Ndv- que presentaban un LPS
alterado (Noel, y col., 1986). Se han localizado en esta cepa cinco regiones
Ips definidas por clonacién de ADN de la cepa CFN42 (Cava y col., 1989).

La regién mds amplia incluye nueve unidades transcripcionales,
localizadas en el cromosoma: IpsABCDEFGHI, entre los que se encuentran
genes especificos para la sintesis del antigeno O y genes para la sintesis del
nicleo oligosacaridico (Cava y col., 1990). Mutaciones en esta zona
resultan desde cambios en el polisacidrido O con niicleo intacto, hasta
cambios en el micleo con pérdida del polisacarido O.

Una segunda region, localizada en un pldsmido distinto al pldsmido
simbidtico, en CFN42, especifica para una funcién conservada entre
distintas especies de R. leguminosarum (bv. phaseoli y bv. trifolii) y
codifica para enzimas implicadas en la sintesis de la parte central del LPS
(Brink y col., 1990).

El gen Ipsy, corresponde a otra de las regiones del cromosoma de
CFN42, también necesario para la sintesis del niicleo (Cava y col., 1989).

Una mutacién en una cuarta regién presenta menos LPSI que la cepa
silvestre (Cava y col., 1989).

Una (ltima regién cromosémica de CFN42 parece estar implicada en la
sintesis de LPS y EPS, ya que mutantes en esta region carecen de LPSI y
no producen exopolisacarido 4cido o EPS (Diebold y Noel, 1989).

En R. leguminosarum bv. viciae VF39, han sido identificadas cinco
unidades transcripcionales, en una regién cromosémica de 15 Kb,
implicadas en la sintesis del LPS; mutaciones en esta zona suponen la
pérdida del LPS I (Priefer, 1989. Priefer y col., 1992).

En R. meliloti mutaciones que afectan la sensibilidad a bacteriéfagos,

asi como el patrén del LPS en geles de poliacrilamida-SDS, han permitido
localizar genes implicados en la sintesis del LPS en esta especie (Clover y
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col., 1989). Asi se han definido en la cepa SU47 dos genes que mapean en
el cromosoma: IpsB y IpsC.

En la cepa de R. meliloti Rm41, el gen IpsZ suprime, mediante la
produccién de un LPS alterado, el defecto simbiético en mutantes ExoB-
(no productor de EPSI, EPSII y Fix- en la simbiosis con alfalfa). A este
fenotipo supresor se le ha llamado Sxbt-

Este gen se encuentra localizado en el segundo megapldsmido
simbidtico de Rm41 y codifica para una proteina citoplasmética, aunque
adn no se sabe si interviene en la sintesis, o en la regulacién de la sintesis
del LPS (Brzoska y Signer, 1991).

El gen IpsZ suprime ademds otras mutaciones de genes implicados en
la sintesis del EPS 1, tales como exoA, exoF, exoH, ExoL, exoP (Williams y
col., 1990); parcialmente mutaciones en el gen exoD (Reed y Walker,
1991a) e incluso mutaciones que resultan deficientes en EPSII: en los
genes expA y expE. Sin embargo,los mutantes ExoC- y NdvB- resultan ser
Sxb-.

En A. tumefaciens, cuyos genes exo son homélogos e intercambiables
con los genes exo de R. meliloti (Cangelosi y col., 1987), se da una
situacién andloga, ya que mutaciones Exo permanecen generalmente
virulentos, a excepcién de mutantes ExoC- que son avirulentos. Sin
embargo, no ha sido identificado un gen homoélogo a IpsZ de R. meliloti en
A. tumefaciens (Brzoska y Signer, 1991).

Este fenotipo Sxb*, que en la planta produce efectiva simbiosis, se
mantiene en todos los hospedadores de R. meliloti (Medicago sativa,
Medicago trunculata, Trigonella caerulea y Melilotus officinalis)
(Williams y col., 1990a), a diferencia de la supresién por EPSII que s6lo
resulta efectiva en alfalfa (Glazebrook y Walker, 1989).

Cuatro genes adicionales: IpsI, IpsN, IpsX y IpsY, son requeridos para el
fenotipo conferido por el gen IpsZ. En R. meliloti SU47 cepa que carece de
el gen IpsZ (IpsZ0), si han sido localizados estos otros genes y se ha
encontrado que mutaciones en el gen IpsX o gen IpsY resultan
fenotipicamente silenciosas (Williams y col., 1990).
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Estos genes supresores IpsX, IpsY, Ipsl y IpsN, podrian estar
relacionados con la regién fix-23 descrita en R. meliloti Rm41, ya que
mutaciones en esta region, presentan alterado su patrén de resistencia a
fagos, asi como su LPS (Putnoky y col., 1990).

Recientemente se ha demostrado que esta regién interviene en la
sintesis de un nuevo polisacarido, rico en KDO. Esta nueva molécula actia
como antigeno de superficie, y resulta andloga al antigeno K del grupoI'y
II de E. coli, el cual se ancla a la membrana por residuos fosfolipidicos. Se
cree que los seis ORF localizados en esta regién fix-23 intervienen en la

formacién de la subunidad lipidica del polisacdrido (Petrovics y col.,
1993).

9.3. Fenotipo simbidtico de mutantes de lipopolisacaridos.

Se sabe que el papel en la simbiosis del LPS depende de si los nédulos
formados por el hospedador son determinados (alfalfa, guisante, trébol,
Leucena) o indeterminados (frijol o soja). Se observa por el fenotipo
presentado por los mutantes, que el LPS, es necesario en ambos tipos de
nodulacién, a diferencia del exopolisacdrido dcido o EPS que parece ser
requerido sélo en el caso de nédulos indeterminados.

En R. leguminosarum bv. phaseoli CFN42 mutantes que carecen de la
banda de mas lenta migracién o LPSI resultan defectivos en el proceso
simbiético e inducen en frijol: nédulos pequefios, blancos, carentes de
bacteroides y de actividad nitrogenasa; el hilo de infeccion aparece
bloqueado en su inicio, a nivel de las células del pelo radical; presentan un
tejido vascular central, a diferencia de los canales vasculares laterales que
aparecen en el nédulo funcional normal (Noel y col., 1986). Se observa
curvatura del pelo radical y actividad meristematica normal durante los
primeros dias, aunque no ocurre una diferenciacién posterior y la
nodulacién aparece retrasada y con mucha menor eficiencia (Noel y col.,
1986).

En B. japonicum también se han descrito mutantes en el LPS que en su
hospedador determinado, soja, inducen una nodulacién defectiva. En la
cepa B. japonicum USDA110 se han estudiado mutaciones que presentan
un LPS truncado y que en uno de los mutantes conduce a ausencia
completa de nodulacién (Puvanesarajah y col., 1987), y en otro de los
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mutantes, a un fenotipo de nédulos blancos, carentes de bacteroides y
bloqueados en el cordén de infeccién, similar al que presentan sobre frijol
mutantes de R. leguminosarum. bv. phaseoli.

En el caso de hospedadores indeterminados, mutantes de R.
leguminosarum bv. trifolii (Brink y col., 1990) y bv. viciae (Priefer, 1989.
de Maagd y col., 1989), que carecen del polisacdrido O, inducen una
nodulacién incompleta. Los nédulos presentan un desarrollo normal del
cordén de infeccién pero, es muy bajo el niimero de bacterias que infecta
las células de la planta. La actividad nitrogenasa es escasamente detectable,

los bacteroides son degradados rapidamente y los nédulos senecen pronto
(Piihler y col., 1988).

Mientras la presencia del antigeno O parece ser primordial para el
establecimiento de la simbiosis, no parece que la estructura del mismo sea
un requisito importante. Asi mutantes de R. leguminosarum bv trifolii que
carecen del antigeno O han sido complementados con genes de R.
leguminosarum bv phaseoli, para la sintesis de esta estructura y el
resultado ha sido la formacién de un LPS con un antigeno O caracteristico
de R. leguminosarum bv phaseoli y a su vez capaz de inducir una efectiva
nodulaci6n en trébol, el hospedador normal de R. leguminosarum bv trifolii
(Brink y col., 1990).

Parece ser ,que el LPS no es requerido para el establecimiento de la
simbiosis entre R. meliloti (Clover y col., 1989) y R. galegae (Lipsanen y
Lindstrom, 1989) y sus respectivos hospedadores indeterminados, ya que
en ambos casos han sido descrito mutantes que presentan un LPS alterado
pero que resultan en nédulos fijadores.

Otras alteraciones fenotipicas que presentan los mutantes afectados en
el LPS son: las colonias crecidas en medio TY agar aparecen rugosas
frente al aspecto liso de la cepa silvestre, aparecen no méviles en medio
TY con s6lo 0,3% de agar, y en medio TY liquido tienden a precipitar o
aglutinar (Noel y col., 1986). También presentan alteraciones en la
sensibilidad a compuestos hidrofébicos (SDS, Tritén, cristal violeta,

rifampicina), asi como en la sensibilidad a la infeccién por bacteriéfagos
(de Maagd y col., 1989).
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9.4. Posibles funciones simbioticas

Si mutantes afectados en el LPS no son capaces de establecer una
simbiosis efectiva, demuestra la importancia de este polisacérido en el
proceso.

Entre sus posibles funciones, se cree que pueda actuar como seiial,
implicada en un reconocimiento especifico, tanto a nivel de receptor fijo a
la membrana, como de elicitor difusible (Dazzo y col., 1991), ya que este
polisacirido puede ser aislado de sobrenadante de cultivos de rizobios.

Esta funciéon de molécula difusora parece confirmarse en mutantes de
R. leguminosarum bv phaseoli CFN42 que presentan su LPSI disminuido
hasta un tercio de la cantidad normal, y resultando en un fenotipo Ndv-
(Cava y col., 1989), lo que indica que una concentracién adecuada de LPSI
es critica.

Una inconveniente para confirmar que el LPS pueda servir como sefial
, es la gran variedad de estructuras O polisacaridicas que son efectivas
simbidticamente, ya que incluso se observan distintas entre cepas que
nodulan un mismo hospedador (Carlson, 1984). Otra posibilidad seria, que
el lipidoA y el micleo actuasen como sefial, mientras que el antigeno O
s6lo ayudara a la difusién (Noel, 1992).

Otra posible funcién, ya que el LPS se encuentra formando una capa
continua que recubre a la membrana externa de la bacteria, seria de barrera
hidrofilica que evita el paso de compuestos téxicos hidrofébicos hacia el
interior de la célula (Nikaido y Vaara, 1985). También funcién protectora
seria evitar respuestas de defensa del hospedador (Djordjevic y col., 1987).

El LPS también se cree que puede proporcionar una superficie de
interaccién compatible entre la bacteria y la planta, durante el proceso de
endocitosis y asi como durante la proliferacién de la bacteria en el cordén
de infeccién. Para esta funcién seria necesario un requerimiento de
estructura del LPS, o bien ciertas caracteristicas hidrofilicas o de carga de
la superficie de la bacteria (de Maagd y col., 1989). Este papel parece ser
importante en nédulos determinados, donde la bacteria estd en contacto
directo con la membrana plasmética de la planta, para la formacion de un
cordén de infeccién estable.
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El LPS parece que contribuye también a la adaptacién de la bacteria a
las condiciones fisiologicas que se dan en el interior del ndédulo
(Kannenberg y Brewin, 1989).

9.5. Cambios en la estructura del LPS durante la simbiosis.

Usando anticuerpos monoclonales de R. leguminosarum bv. viciae, se
ha observado que hay cambios en los epitopos del LPS, durante la
diferenciacién de la bacteria a bacteroide (Kannenberg y Brewin, 1989.
VanDenBosch y col., 1989. Wood y col., 1989). Algunos de estos cambios
pueden ser reproducidos fuera de la planta creciendo la bacteria a bajo pH
(menor de 5,3), baja tensién de O (menos del 7,5%) o usando succinato
como fuente de carbono, condiciones que parecen simular, con efectos
independientes, las que se dan en el interior del nédulo (Kannenberg y
Brewin, 1989).

Han conseguido aislarse mutantes de R. leguminosarum bv. viciae que
de forma constitutiva expresan este antigeno caracteristico de bacteroides,
y resultan ademaés en un fenotipo Fixt. La mutacién afecta a una region
cromosdmica, que es expresada independientemente del gen nifA y de otros
genes del plasmido simbiético (Wood y col., 1989). Sin embargo,
mutaciones que suprimen la expresién de este antigeno en el nédulo
resultan en un fenotipo Fix- (Kannenberg y Brewin, 1989).

Similares resultados han sido encontrados en R. leguminosarum bv.
phaseoli CFN42 (Tao y Noel, 1990), donde dos antigenos que reconocen al
LPS desaparecen durante la nodulacién. Estos cambios ocurren sélo en la
forma completa del LPS Y pueden ser inducidos ex planta en condiciones
de bajo pH, baja presién de oxigeno, baja concentraciéon de fosfato
disponible, o bien alta temperatura (Tao y col., 1992). Los cambios
estructurales del LPS, que conducen a cambios en los epitopos, parece que
ocurren en la porcién més distal del polisacdrido O (Tao y col., 1992).
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10. POLISACARIDOS ESTRUCTURALES DE LOS RIZOBIOS.

10.1. Estructura y genética.

Cepas silvestres de rizobios a menudo producen grandes cantidades de
exopolisaciridos (EPS) y forman colonias muy mucosas en los medios de
cultivo del laboratorio.

Estos EPS 4cidos son complejos heteropolisacaridicos de alto peso
molecular con una unidad repetitiva compuesta de siete, ocho o nueve
residuos de azicar. La unidad repetitiva u oligosacarido contiene azicares,
generalmente hexosas, unidas por enlaces o y B, bien en forma linear o
bien con ramificaciones laterales. Muy a menudo los aziicares llevan
sustituyentes como: succinatos, piruvatos y acetatos que le dan el caracter
dcido a la molécula (Gray y Rolfe, 1990), y que ademas parecen ser
necesarios para la actividad del EPS en el proceso simbiético.(Mc.Neil y
col., 1986).(Figura 8)

Ha sido propuesto un modelo de sintesis del succinoglicano de R.
meliloti, que requiere de un "cluster" de 19 genes situado en su segundo
megaplasmido (Figura 9 A), y otro de localizacién cromosémica, exoC (De
Vos y col, 1986. Finan y col., 1986. Hynes y col., 1986). Se sugiere que, al
igual que en otros sistemas bacterianos, la sintesis ocurra con ayuda de un
transportador lipidico presente en la membrana citoplasmadtica, sobre el que
se construird la unidad octosacaridica, empezando con la adicion de una
galactosa y siguiendo la unién de las restantes glucosas. Al tratarse de un
gran polimero, se cree que la polimerizacién ocurre simultineamente con
la excreccién del mismo (Figura 9 B).

Por andlisis de mutantes y aislamientos de los compuestos
intermediarios de la sintesis del EPS, junto con la informacion obtenida a
partir de la secuenciacién de los genes exo, se han podido deducir sus
posibles funciones biosintéticas:

El gen exoB, codifica para una UDP-glucosa-4-epimerasa, que

convierte UDP-glucosa en UDP-galactosa (Canter-Cremers y col., 1990.
Buendia y col., 1991), ya que la galactosa es el primer aziicar utilizado en
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Estructura quimica de las unidades oligosacaridicas repetitivas de los EPSs
de Rhizobium sp. NGR234 (A), R. meliloti (B), y R. I. bv. trifolii (C). EPSII
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Figura 9.

A. Genes exo del segundo meglapldsmido de R. meliloti que intervienen en
la sintesis del EPSL

B. Modelo propuesto para la biosintesis y excreccién del succinoglucano de
R. meliloti (Glucksmann y col., 1993).
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la sintesis, no se observa produccién alguna de EPS por mutacion de este
gen.

Mutaciones en los genes exoB y exoC (fosfoglucomutasa) (Uttaro y
col., 1990), afectan no sélo al EPS sino también al LPS, y al LPS y B-
glucano, respectivamente (Leigh y Lee, 1988).

Los genes exoY y exoF parece que intervienen en las primeras etapas
de la biosintesis (Figura 9 B). Las homologias de secuencia parecen indicar
que la proteina ExoY es una galactosa transferasa en R. meliloti, y ExoF
adicionaria la galactosa al transportador lipidico (Reuber y Walker,1993b).

Los genes exoA, exoL, exoM, exo0, exoU y exoW codifican glucosas
transferasas, que actian adicionando las sucesivas glucosas. Adn no ha
sido identificada la enzima que cataliza la adicién de la ultima glucosa, por
lo que se cree que alguna de las transferasas ya identificadas sea
responsable.

Mutantes en el gen exoH producen polimeros que carecen del
sustituyente succinilo (Leigh y col., 1987), se cree que la proteina ExoH
usa directamente succinilcoenzimaA para la adicién del grupo succinilo al
transportador lipidico. Mutaciones en el gen exoZ carecen del grupo
acetato (Reuber y Walker, 1993a).De lo indicado se deduce que ambos
genes son los necesarios para la adicion de estos sustituyentes.

Por la homologia de 1a proteina ExoV con la proteina GumL, proteina
que transfiere el grupo piruvato a los xantanos, se cree sea ésta la funcion
del gen exoV en la sintesis del EPS.

Mutaciones en los genes exoP, exoQ y exoT acumulan subunidades de
succinoglucano, no de EPS de alto peso molecular, de lo que se deduce que
sean necesarios para la polimerizacién de las subunidades octosacaridicas o
la secreccién del polimero completo. Poco se conoce del ensamblaje de las
subunidades, aunque se cree que ocurre en el espacio peripldsmico de la
membrana; al tratarse de un polimero de gran peso molecular es muy

probable sea exportado a la vez que es polimerizado (Reuber y Walker,
1993b).
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De las homologias encontradas en las secuencias de los genes exoK y
exoN, se cree la proteina ExoK sea una (-1,3-B-1,4 glucanasa excretada
(Becker y col., 1993a), que podria intervenir en digerir el EPS en
susbunidades ologosacaridicas , que podrian ser las formas responsables de
su funcién en la simbiosis (Urzainqui y Walker, 1992), esta actividad
endoglucanasa resulta muy especifica, ya que el EPS producido por
mutantes en el gen exoH y que carecen del grupo succinilo, son
pobremente digeridos (Gonzélez y col., 1993)) Por iltimo, la proteina
ExoN una UDP-glucosa pirofosforilasa, interviene en las primeras etapas
de la sintesis (Reuber y Walker, 1993b).

Rhizobium sp. NGR234 produce un EPS de estructura muy similar al
succinoglicano de R. meliloti (Figura 8). Zhan y Leigh (1990) han
encontrado 5 genes exo funcionalmente equivalentes exoFMALP y con
organizacion similar en ambas especies.

R. leguminosarum produce un EPS de estructura muy similar para las
tres biovariedaes.

10.2. EPS II

R. meliloti tiene una capacidad criptica para producir un segundo
exopolisacdrido, también llamado EPSII o EPSb. Este segundo
polisacarido puede corregir el defecto simbiético de mutantes en genes exo
y permitir una efectiva nodulacién durante la simbiosis en Medicago sativa
(alfalfa), pero no en ninguno de los otros hospedadores normales de R.
meliloti, sustituyendo asi al EPSI. Esta limitacién parece indicar que las
caracteristicas estructurales de los EPS de la bacteria pueden intervenir en
determinar el rango de hospedador (Glazebrook y Walker, 1989).

La estructura del EPSII es distinta a la de EPSI (Figura 8), cuya unica
caracteristica comuin es un enlace f—(1,3) que une glucosa y galactosa.

Para la sintesis de este segundo exopolisacarido se requiere del
producto del gen exoB, y seis grupos de complementacion que se conocen
como expA, expC, expD, expE, expF y expG, que se localizan en el
megaplasmido 2 de R. meliloti.
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Pero la sintesis de EPSII generalmente, no se observa en condiciones
normales, sino que ha sido necesario una mutacién cromosémica en el gen
expR o multicopias extras de los genes exp del megapldsmido 2, casos en
los que se dan una superproduccién de EPSII y una disminucién de EPSL
Recientemente, se ha observado como el EPSII puede ser también
sintetizado en condiciones limitantes de fosfato ( Zhan y col., 1991).

10.3. Fenotipo de los mutantes al EPS

Mediante cromatografia del sobrenadante de un cultivo de R. meliloti,
ha sido posible distinguir dos fracciones, ambas correspondientes al
polisacarido 4acido EPSI o succinoglicano. Una fraccién de alto peso
molecular y otra de bajo peso molecular, ambas de idéntica estructura y
cuya principal diferencia es que la fraccién de bajo pesos molecular no
presentar brillo en un medio con calcofluor (Leigh y Lee, 1988). El
calcofluor es un compuesto que se une a los enlaces B-(1,3)y B-(1,4)
glucosidicos y fluorece a la luz UV.

Mutaciones en los genes exoA, exoB, exoC, exoF, exoL, exoM, exoP,
exoQ y exoT, se caracterizan por no producir polisacdrido 4cido; su
crecimiento en un medio con calcofluor da colonias sin brillo y con un
fenotipo simbi6tico Nod+Fix-, presentando nédulos blancos, vacios de
bacteroides, donde el cordén de infeccién aparece bloqueado en las
primeras etapas de infeccién. La curvatura del pelo radical se observa
bastante atrasada respecto a la inducida por la cepa silvestre (Norris y col.,
1988). Este tipo de nodulacién es igual a la observada en mutantes ndv, €
incluso presentan el mismo espectro de nodulinas (Dickstein y col., 1988).
Recientemente ha sido descrita en R. meliloti una mutacién en exoP, que
bloquea la produccién de EPS de alto peso molecular pero que no afecta la
nodulacién en alfalfa (Becker y col., 1993b).

Mediante estudios de fusiones con TnphoA y medidas de actividad
fosfatasa alcalina, se ha comprobado como las proteinas ExoA, ExoF,
Ex0Q y ExoP se distribuyen entre la membrana y el espacio periplasmico,
indicando que se tratan de proteinas de membrana, que son expresadas
especificamente en la zona de invasién del nédulo (Reuber y col., 1991).
Que la proteina ExoL no contenga regiones hidrofébicas sugiere una
localizacién citoplasmatica (Becker y col., 1993a).
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Mutantes en el gen exoO fluorecen en un medio con calcofluor y son
noduladores efectivos, sin embargo producen un EPSI de estructura
alterada ( Becker y col., 1993b)

Mutaciones en el gen exoN no afectan a la simbiosis y se cree una
segunda enzima pueda sustituir la funcién de esta proteina (Becker y col.,
1993b).

Mutaciones en el gen exoZ inducen una nodulacién normal en alfalfa,
no asi en el gen exoH, que presenta un fenotipo Nod*Fix-> con nédulos
carentes de bacterias, donde el cordén de infeccién aparece bloqueado en
sus primeras etapas de infeccién.. De esto se deduce que el grupo succinilo
es importante en el papel simbiético del EPS, no asi el grupo acetilo
(Buendia y col., 1991. Reuber y Walker, 1993b).

Mutantes en los genes exoH y exoZ producen succinoglucano de alto
peso molecular, lo que indica que los grupos succinilo y acetato, no son
necesarios para la polimerizaciéon. Mutaciones en el gen exoH se
caracterizan ademds por carecer la forma de EPS de bajo peso molecular, y
presentar un retraso en la aparicién del halo de fluorescencia (Leigh y col.,
1987). La secuencia de aminoicidos de ExoH no presenta homologia con
proteinas de funcién conocida, sin embargo su estructura indica que se
trata de una proteina transmembranal (Becker y col., 1993a).

Mutantes en el gen exoV,que carecen del grupo piruvato, no producen
practicamente succinoglucano, por lo que el sustituyente piruvato debe ser
necesario para una eficiente polimerizacién o secrecién del
succinoglucano. Estos mutantes inducen nédulos vacios de bacteroides,
bloqueados en el cordén de infeccién (Inf-) (Muller y col., 1988).

Mutantes en los genes exoG, exolJ, exoK y exoN producen menos EPS
que la cepa silvestre, presentando un fenotipo "dim" o de reducida
fluorescencia y resultan con nodulacién efectiva aunque con una menor
eficiencia (Long y col., 1988). Mutaciones en el gen exoG carecen ademas
de la forma de alto peso molecular.

Mutantes en el gen exoD, tienen reducida fluorescencia en un medio
con calcofluor y presentan una produccién menor de EPS (Leigh y Lee,
1988). Pero ha diferencia de otros mutantes que también presentan
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disminuida la produccién de EPS, ExoD-, son siempre Fix-, con un
fenotipo simbi6tico muy similar a otras mutaciones exo, nédulos fijadores,
vacios de bacteroides, con el cordén de infeccién que aborta en las
primeras etapas de la infeccién, e igual espectro de nodulinas inducidas.
Otra caracteristica de esta mutacién es que su deficiente nodulacién no
puede ser suprimida tras la produccién de un segundo polisacarido
extracelular EPSII, y s6lo ocasionalmente por el alelo supresor IpsZ*
(Reed y Walker, 1991a).

Parece ser que la deficiencia observada en este mutante se debe a su
sensibilidad a condiciones alcalinas, tanto en vida libre como en simbiosis.
Esta sensibilidad explica el defecto de ExoD- a nivel de crecimiento en el
cordén de infeccién, que presenta caracter alcalino, y ademads por la clara
evidencia de que su defecto simbiético puede superarse al tamponar el
medio de cultivo (Reed y Walker, 1991).

Genes exo de R. meliloti se han encontrado en A. tumefaciens, con
funciones homdélogas. Mutantes de A. tumefaciens que permanecian
oscuros en medio con calcofluor, se pudieron complementar en su
produccién de succinoglicano con los genes exoA, exoB, exoC, exoD, exoF
y exoG de R. meliloti. Solo la complementacién con exoC permaneci
avirulenta (Leigh y Lee, 1988).

De A. zospirillum braziliense, un fijador de vida libre, se ha aislado una
regiéon de ADN que corrige la mutacién de los genes exoB y exoC de R.
meliloti, respecto a la produccién de EPS; en el caso del mutante en el gen
exoB, incluso se corrige el fenotipo simbi6tico (Michiels y col., 1988).

10.4. Funciones biologicas de los exopolisacaridos.

El exopolisacarido 4dcido parece jugar un papel muy importante en
aquellas simbiosis que conducen a la formacién de ndédulos
indeterminados. Esto se observa claramente en la especie de amplio rango
de hospedador Rhizobium sp. NGR234, donde mutantes Exo™ presentan un
fenotipo Fix- en L. leucocephala (nédulos indeterminados), pero son Fix+
en Macroptillium atropurpureum (nédulos determinados) (Chen y col,,
1985). Similares resultados se obtienen con mutantes Exo- de R. loti,
efectivos cuando se inoculan a Lotus pedunculatus (hospedador
determinado), sin embargo, sobre el hospedador indeterminado (L.
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leucocephala) resultan inefectivos, induciendo la formacién de
pseudonddulos (Hotter y Scott, 1991).

Mutantes Exo- de R. leguminosarum bv. viciae y bv. trifolii son Fix~ en
guisante y trébol (nédulos indeterminados) respectivamente, pero idéntica
mutacién en R. leguminosarum bv. phaseoli (n6dulos determinados)
resultan Fixt (Diebold y Noel, 1989).

En R. fredii, bacteria que forma nédulos determinados en soja , los
mutantes que carecen de EPSI son también Nodt Fix* (Kim y col., 1989).

EPSI de bajo y alto peso molecular, tienen una misma funcién en la
simbiosis, ya que mutantes en el gen exoG, de R. meliloti, que sélo
presentan EPSI de bajo peso molecular, forman nédulos fijadores en alfalfa
aunque con menor eficiencia que el silvestre. La ausencia de grupos
succinilos estd relacionada con la ausencia de EPS de bajo peso molecular
( Reuber y col., 1991).

Otras posibles funciones del EPS incluyen: facilitar el anclaje de la
bacteria a la superficie de la raiz; servir como transportador de enzimas €
incluso de la molécula sefial; formar parte de la matriz del cordén de
infecci6n; evadir o suprimir posibles respuestas de defensa de la planta.
Respecto a esta tiltima funcién es interesante que f—(1,3)—glucanasas estin
entre las enzimas hidroliticas producidas cuando la planta es expuesta a
patégenos, y que la unién f—(1,3) se encuentra en ambos polisacaridos:
EPSI y EPSII (Kombrink y col., 1988).

El EPS parece jugar un claro papel a nivel de especificidad: en estudios
de transconjugantes de Rhizobium sp. NGR234, los genes exo deletados
han sido sustituidos por los genes exo de R. meliloti, el EPS producido por
la cepa hibrida tiene la estructura de succinoglucano y es capaz de inducir
el desarrollo de nédulos en L. leucocephala. Sin embargo estos nédulos no
contienen cordones de infeccién, ni bacteroides, lo que indica el
requerimiento de un EPS homélogo para un fenotipo Nod+Fix+ (Gray y
col., 1991).
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10.5. Estudio de los polisaciridos en bacteroides.

Se observa en el nédulo como la transformacién a bacteroide, va
acompaiiada de una supresion en la produccién del EPS. Parece ser que son
las condiciones del nédulo las que estimulan esta respuesta, el tejido
central es esencialmente anaerébico, requerido para la actividad de la
nitrogenasa. Un crecimiento de B. japonicum a baja tensién de oxigeno,
tanto en vida libre como en nddulo, permitié observar una igual produccién
de EPS en ambos casos (Tully y Terry, 1985), lo que parece indicar que el
oxigeno sea un regulador de los genes exo.

10.6. Regulacion de los genes de exopolisacaridos.

En R. meliloti han sido identificado dos genes cromosémicos: los
genes exoR y exoS , implicados en la regulacién de la sintesis del EPSL
Mutaciones en estos genes originan colonias que fluorecen
extremadamente en calcofluor, debido a un considerable aumento en la
produccién de exopolisacarido.

El gen exoR, parece estar relacionado con captar los niveles de
nitrégeno del medio, ya que mutaciones en este gen sintetizan EPSI de
forma constitutiva en presencia o ausencia de nitrégeno (Doherty y col.,
1988). También parece que la actuacién del gen exoR es a nivel de
transcripcién de genes exo, excepto para el gen exoB (Reed y Walker,
1991).

Mutantes en el gen exoS forman nédulos Fixt en alfalfa, por el
contrario mutaciones en el gen exoR dan ambos tipos de nédulos Fixty
Fix- (Doherty y col., 1988).

Mutaciones en estos genes reguladores son letales en combinacién con
otras mutaciones exo, tales como exoL, exoM, exoQ y exoT. Esto sugiere
que mutaciones que bloquean la produccién de exopolisacirido pueden
causar una acumulacién téxica, en estas cepas sobreproductoras de EPSL
Dobles mutantes en los genes exoU, exoV y exoW sélo presentan un
crecimiento mas lento (Reuber y Walker, 1993b).

En R. leguminosarum bv. phaseoli se encontr6 otro gen inhibidor de la
sintesis de EPS, llamado psi (Borthakur y col., 1985), genes homélogos
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han sido encontrados en otras especies de la familia Rhizobiaceae: el gen
psdA en A. tumefaciens (Kamoun y col., 1989), el gen exoX en Rhizobium
sp. NGR234 (Gray y col., 1990) y el gen exoX en R. meliloti (Zhan y
Leigh, 1990). La caracteristica comiin de estos genes es que cuando son
clonados en pldsmidos multicopias y transferidos a sus respectivas cepas
silvestres de Rhizobium , los transconjugantes son Exo-. En la Figura 10 se
muestra un resumen del distinto comportamiento simbidtico y en cuanto a
produccién de EPS, de mutaciones que afectan a genes regulatorios.

Del andlisis de las secuencias del gen exoX de Rhizobium sp.NGR234 y
del gen psi se deduce que los dos genes codifican proteinas de igual
tamaiio.

El efecto inhibitorio del gen psi y del gen exoX puede ser suprimido por
otra clase de genes reguladores: el gen pss2 de R. leguminosarum bv.
phaseoli (Borthakur y col., 1988), el gen exoY de Rhizobium sp. NGR234
(Gray y col., 1990) y el gen exoF de R. meliloti (Zhan y Leigh, 1990).

La inhibicién de EPS causada por los genes psi/exoX en multicopia se
contrarresta con un igual nimero de copias de los genes pss2/exoY/exoF.

Por andlisis de secuencia de los genes exoY y pss2 son homélogos.Por
otro lado, mediante estudios de mutantes, el gen exoF es equivalente al gen
exoY.

Las mutaciones de los genes pss, exoY o exoF implica pérdida de la
produccién de EPS y de nodulacién en sus respectivos
hospedadores(guisante, Leucena y alfalfa).

Los genes exoX y pss2 no inhiben la transcripcion del gen exoX (Gray y
col., 1990) y del gen psi (Borthakur y col., 1988). En R. leguminosarum
bv. phaseoli 1a transcripcién del gen psi es reprimida por un tercer gen: psr
(Borthakur y Johston, 1987), sin embargo una mutacién en el gen psr
resulta en una reduccién pero no en una absoluta pérdida en la produccién
de EPS, y ademds establecen una simbiosis totalmente efectiva en
judias.(Borthakur y Johston, 1987).

Parece ser que los productos de los genes pss2, exoY o exoF forman el
componente central de un complejo que regula la produccién de EPS. Las
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Figura 10.
Genes reguladores de la sintesis del exopolisacarido identificados entre las
distintas especies de la Familia Rhizobiaceae (Gray y Rolfe, 1990).



proteinas de los genes psi o exoY, actuarian regulando el complejo
mediante una unién reversible (Gray y col., 1990).

En R. meliloti, 1a transcripcién de exoF es reprimida por los genes
reguladores exoS y exoR.(Doherty y col., 1988).

En cepas de R. fredii y Rhizobium sp. NGR234, el gen nodD2 inhibe la
sintesis de EPS, cuando es introducido en multicopias. El gen nodD2 puede
actuar en una forma similar al gen exoX, como una subunidad inhibitoria
del complejo (Appelbaum, 1988)

El gen syrM, que en la simbiosis R. meliloti-alfalfa, puede aumentar la
expresion de los genes nod, puede también estimular la expresion de los
genes exo, en una accién conjunta con otro locus, tal como el gen syrA
(Long y col., 1989. Mulligan y Long, 1989).

11. POLISACARIDO RICO EN KDO.

Recientemente en R. fredii y R. meliloti se ha encontrado un nuevo
polisacarido de superficie, distinto del cldsico LPS, rico en 4cido 3-deoxy-
D-manno-octulosénico, y aunque se supone interviene en €l proceso
simbidtico, su funcién no es ain conocida.

En R. fredii USDA205, la estructura primaria de este nuevo
polisacérido ya ha sido determinada, se muestra en la Figura 11, y aparece
homéloga a la de una clase de polisacéridos 4cidos capsulares de E. coli, de
caracteristicas antigénicas y que parecen jugar un papel en su
patogenicidad. La estructura consta de unidades repetitivas de (-3)-a-Galp-
(1-5)-B-D-Kdop-(2-)n (Reuhs y col., 1993), ancladas a la membrana por
una unidad fosfolipidica.

La deteccién de este componente lipidico es extremadamente dificil por
la pequeifia proporcién en que aparece, respecto a la parte polisacaridica, y
también por los procedimientos de extraccién, que obtienen el polisacérido
sin el anclaje lipidico (Petrovics y col.,1993).
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Figura 11.
Estuctura primaria del polisacirido rico en Kdo, a partir de la cepa de R.
fredii USDA205 (Reuhs y col., 1993).



También en A. tumefaciens se han encontrado evidencias de un
lipopolisacarido rico en KDO, que puede diferenciarse del LPS ya
conocido, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida seguidos de
tincion de plata y azul alciano (Corzo y col., 1991).

La ya conocida region fix-23 identificada en R. meliloti 41 y que se
sabe permite una efectiva nodulaciéon en mutantes exo de esta cepa y que
en R. meliloti SU47 resultan Fix-, parece estar implicada en la sintesis de
este nuevo polisacdrido. En una de las cuatro unidades de
complementacién de esta regién cromosémica, se han encontrado seis
ORFs, que transcriben en la misma direccién. Las proteinas para las que
codifican, muestran una estrecha homologia con 4cido graso sintasas
(FAS) y poliquétidos sintasas (PKS) de distintos organismos, ¢ incluso
presentan una organizacién similar (Petrovics y col., 1993), por lo que se
cree, puedan intervenir en la sintesis de la region lipidica de este
polisacarido.

A pesar de esta estrecha homologia, las funciones especificas para las
que codifica la region fix-23, no pueden ser sustituidas por los sistemas
esenciales de sintesis de acidos grasos de la bacteria.

Otros genes (Ips X, Ips Y y Ips Z ) ya reportados como supresores de
mutaciones exo en R. meliloti cepa Rm41 y cuyas mutaciones resultaban en
cambios en la estructura del LPS (Putnoky y col., 1990. Williams y col.,
1990a y b) podrian también estar relacionados con este polisacarido rico en
KDO, ya que las técnicas usadas en estos estudios no lo distinguen del LPS
clasico (Petrovics y col., 1993).

Respecto a la posible relacién entre la region fix-23 y el gen Ips Z ,para
el que se sugiere es un regulador de genes Ips, se sabe sin embargo, no
regula la expresién de la regién fix-23 (Petrovics y col., 1993).

La adicién de EPS, aislado de la cepa silvestre, a mutantes dobles (exo
B, fix-23) de Rm41 que resultan Fix-, parece restaurar parcialmente su
capacidad fijadora. Esto podria indicar la existencia de regiones comunes y
funcionalmente equivalentes en ambos polisacdridos (Petrovics y col.,
1993).
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A diferencia de lo observado con la expresién de los genes rod, una
vez la bacteria ha pasado a invadir la célula vegetal, no existen cambios en
la expresién de los genes de la regi6n fix-23 entre los estados de vida libre
y bacteroide (Petrovics y col., 1993).

12. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES AUXOTROFICAS QUE
INFLUYEN EN LAS CARACTERISTICAS SIMBIOTICAS

Los mutantes auxétrofos han sido utilizados de forma tradicional como
marcadores genéticos, en: estudios de métodos eficaces de mutagénesis en
cepas de Rhizobium (Walton y Moseley, 1981. Meade y col., 1982);
estudio de vehiculos y técnicas de transferencia de material genético entre
las distintas especies de Rhizobium (Johston y col., 1978. Pilacinski y
Schmidt, 1981. Klein y col., 1992); mapeo cromosémico (Casadestis y
Olivares, 1979. Kondorosi y col., 1980. Hooykaas y col., 1982. Megias y
col., 1982).

También el estudio de mutantes auxétrofos y de sus caracteristicas
simbidticas es una forma de determinar los requerimientos metabdlicos,
necesarios para el establecimiento de una simbiosis efectiva.

12.1. Relacion entre requerimientos nutricionales y propiedades
simbiéticas.

En el estudio de cepas auxdétrofas, ineficaces simbidticamente, se
utiolizaron una serie de técnicas genéticas encaminadas a determinar que
un requerimiento nutricional sea el responsable de un defecto simbi6tico,
asi como que una s6la mutacién sea responsable de ambas alteraciones.
Estas técnicas se resumen en: mutaciones supresoras (Noel y col., 1988),
complementaciones con ADN de la cepa silvestre (Kerppola y Kahn, 1988.
Noel y col., 1988. Aguilar y Grasso, 1992. Jelesko y col., 1992), y andlisis
de revertientes de la mutacién a la cepa silvestre (Truchet y col., 1980.
Noel y col, 1988. Aguilar y Grasso, 1991).

Son muchas las mutaciones auxitrofas, asociadas a defectos
simbidticos que han sido estudiadas en las especies de Rhizobium
(.Schwinghamer, 1970. Scherrer y Denarié, 1971. Pain, 1979. Wells y
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Kuykendall, 1983. Sadowsky y col., 1986. Kim y col., 1988. Noel y col.,
1988), siendo las mds interesantes aquellas que conllevan una deficiencia
en la nodulacién (asparagina, arginina, leucina, metionina, tirosina y
antranilato), o una ausencia total de nodulacién: como la mutacién ilvC en
R. meliloti (Aguilar y Grasso, 1991), o auxotrofia a la histidina en B.
Jjaponicum (Sadowsky y col., 1986. So y col., 1987)

El fenotipo simbi6tico de una determinada auxotrofia es variable
dependiendo del lugar de la ruta metabdlica que quede afectado por la
mutacién. Un claro ejemplo son los distintos auxétrofos de triptéfano
aislados en R. meliloti: es la mutacion de la primera enzima de la ruta
biosintética (antranilato sintasa), la que conduce a la formacién de nédulos
inefectivos, sin embargo, mutacién en cualquier otra de las enzimas de la
ruta implica auxotrofia pero no afectan a la nodulacién.

12.2. Recuperacion de las propiedades simbiéticas alteradas por las
auxotrofias.

Schwinghawer (1970) describe la total restauracién de la eficacia de
fijar nitr6geno en una cepa Rib- de R. leguminosarum bv. trifolii tras la
adicién de riboflavina al sistema R. leg. bv. trifolii-trébol. Un mutante
Adenina (Ade-) de R. leguminosarum bv. viciae avirulento para guisantes
tipo "Home freezer", llega a formar nédulos tras la adicién de adenina,
aunque la efectividad no estd totalmente restaurada (Pankhurst y
Schwinghamer, 1974). La adicién de L-leucina o compuestos intermedios
de su sintesis, a una cepa mutante a la leucina (Leu-) de R. meliloti,
restauré completamente la efectividad (Truchet y col., 1980).

Estos resultados indican una relacién bioquimica directa, entre las
alteraciones metabdlicas y sus propiedades simbidticas, en estos mutantes
aux6trofos. También es claro que en el caso de auxétrofos de riboflavina y
leucina, los productos finales intervienen directamente en la simbiosis.

Sin embargo, en otros casos de auxotrofia no se ha podido recuperar la
capacidad de fijacién, tras la adicién de productos intermedios, o del
producto final. Como por ejemplo los mutantes a las purinas de R.
leguminosarum bv. phaseoli estudiados por Noel y col.(1988), mutantes
de R. meliloti a isoluecina-valina (Ilv) (Aguilar y Grasso, 1991), asi como
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distintas auxotrofias estudiadas en R. fredii: tales como 4cido nicotinico,
aspartato, adenina, uracilo, isoleucina y valina (Kim y col., 1988).

Que entre todos los auxoétrofos estudiados, no todos presenten un
fenotipo no fijador, como los de glutamato, serina, glicina, glutamina y la
mayoria de los de tript6fano (Kerppola y Kahn, 1985. Kraus y Kahn, 1988.
de Bruijn y col., 1989. Barsomiam y col., 1992), sugiere que estos
compuestos pueden ser obtenidos por la bacteria "in planta” o bien que no
sean requeridos en el proceso de fijacién. Completamente distintas, se
presentan las auxotrofias a purinas y pirimidinas, que parecen ser
fundamentales para el desarrollo del nédulo, y que en ningin momento
parecen ser suministradas por la leguminosa.

12.3. Caracteristicas de los nédulos inefectivos.

En aquellos estudios de auxétrofos que se han acompafiado de
microscopia, se ha podido determinar en qué paso del desarrollo del nédulo
son requeridos ciertos nutrientes, tanto aminodcidos como nucleétidos.

Pankhurst y col. (1972) estudiaron la estructura y la capacidad fijadora
de nédulos de raiz inducidos por un mutante Rib- de R. legum. bv. trifolii.
Una gran cantidad de bacterias en la célula vegetal falla en la
transformacion a bacteroide, y los niveles de reduccion de etileno eran muy
bajos. La adicién de riboflavina a diferentes intervalos después de la
inoculacién, mostr6 que el requerimiento de este compuesto era
particularmente importante de uno a tres dias después de la formacion del
nédulo, es decir, a nivel de formacién del bacteroide y no de crecimiento
vegetativo del nédulo.

En el estudio de los pseudonddulos inducidos por auxétrofos de
adenina de R. leguminosarum, el proceso queda bloqueado en el desarrollo
del cord6n de infeccidn, y las bacterias no logran infectar la célula vegetal,
sin embargo, tras la adicién al tercer-sexto dia de adenina, se observa un
mayor desarrollo del nédulo, pero no se logran ver células vegetales
infectadas (Pankhurst y Schwinghamer, 1974).

Los mutantes Leu- de R. meliloti estudiados por Truchet y col. (1980),
inducen en alfalfa nédulos pequefios, esféricos y blancos, carentes de
actividad nitrogenasa; la actividad meristemdtica aparece limitada y la

58



bacteria no llega a infectar la célula vegetal. Tras la adicién de L-leucina o
precursores, la bacteria invade la célula vegetal y se observa multiplicacién
y transformacién en bacteroides, resultando nédulos con una pigmentacién
roja por la leghemoglobina, fijadores de nitrégeno.

Estudios de auxétrofos en R. fredii a dcido nicotinico y aspartato,
inducen nédulos maduros como los de la cepa silvestre, pero que carecen
de la pigmentacién rosada y por tanto no fijadores (Kim y col., 1988).

Los auxétrofos Pur-, Pyr- descritos en R. legum. bv. phaseoli CFN42
por VanDenBosch y col. (1985), presentan un fenotipo Ndv-» donde el
inicio de la infeccion ocurre normalmente: colonizacién, curvatura y
divisién de las células corticales; pero aparece bloqueado a nivel de
desarrollo del hilo de infeccién y finalmente resultan en una deficiente
nodulacién.

Mutantes de R. meliloti afectados en la enzima antranilato sintasa y que
resultan auxétrofos a tript6fano, inducen en alfalfa nédulos alargados y
blancos, donde las primeras etapas del proceso simbidtico aparecen
normales, pero anormales en su zona de invasi6n, que aparece mucho més
extendida que en la cepa silvestre; algunos de ellos presentan una pequeiia

zona rosada en su base y capacidad para reducir acetileno (Barsomian y
col.,1992).

Schwinghamer (1967 y 1970) determiné alta especificidad en la
interaccién bacteria-hospedador a nivel metabélico. Un mutante Rib- de R.
legum. bv. trifolii produce diferentes respuestas en diferentes plantas:
resulta inefectivo con dos cultivares de T. subterraneum (Tallarook y
Woogenellup) y efectivo en otro (Mount Barker) y cuando se adiciona la
riboflavina se restaura la efectividad.

13. R. tropici CIAT899

Phaseolus vulgaris (frijol) es un cultivo de gran importancia econémica
y que actualmente se encuentra muy extendido. Fue introducido desde
México a Espaiia en el siglo XVI y es en su paia de origen donde existen
mayor nimero de especies y variedades silvestres.
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En el proceso simbiético, P. vulgaris se comporta como un hospedador
muy permisible, siendo nodulado efectivamente por un amplio rango de
bacterias, incluso por rizobios aislados de leguminosas tropicales no
relacionadas (Bromfield y Barran, 1990).

Del heterogéneo grupo formado por todos los rizobios aislados de
nédulos de P. vulgaris y que quedaban englobados en la biovar phaseoli de
R. leguminosarum, Martinez y col. (1991), han definido una nueva especie
a la que han llamado R. tropici, aunque en un principio se le denominé R.
legum. bv. phaseoli tipo 11.

Esta especie tiene como caracteristicas diferenciales del grupo hasta
entonces incluido: tener una séla copia del gen nifH, no hibridar con €l gen
regulador psi y tener un rango de hospedador que incluye ademas de P.
vulgaris a Leucaena spp. (Leucena) y Macroptilium atropurpureum
(siratro) (Martinez y col., 1988).

La definicién dada por Martinez y col. (1988) para esta nueva especie,
es de bacterias aerdbicas, gram-negativas, con forma de bast6n, flageladas
y no formadoras de esporas, con un tamafio de 0,5 a 0,7 por 1,5 a 2 pm.
Formador de colonias circulares, convexas, semitraslicidas y de un
didmetro de 2 a 4 mm en 2-4 dias en medio s6lido PY. Con un pH 6ptimo
de crecimiento de 5 a 7, y temperatura maxima de crecimiento de 40°C.
Todas las cepas del grupo son resistentes a dcido nalidixico, nodulan y
fijan nitrégeno en P. vulgaris, y Leucaena spp.

Presentan otras caracteristicas como el ser genéticamente estables y
retener sus pldmidos después de una prolongada incubacién a 37°C.
Algunas cepas son tolerantes al calor y resistentes a la acidez y aluminio
del medio (Karanja y Wood, 1988. Vargas y Graham, 1988).

En ensayos de competitividad, aparece como menos competitiva que
otras cepas de R. legum. bv. phaseoli (Martinez y Rosenblueth, 1990), sin
embargo condiciones de bajo pH favorecen la ocupacién del nédulo por R.
tropici (Vargas y Graham,1989. Streit y col.,1992).

R. tropici parece englobar dos tipos de bacterias: tipo A y tipo B. Las
diferencias que las separan son:
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Tipo A Tipo B

Necesitan Ca2+ para crecer en PY No necesitan Ca2+

No crecen en medio LB Crecen en medio LB

Forman colonias blancas en YEM Forman colonias himedas y
trashicidas en YEM

No méviles en agar al 0,3% Moviles en agar al 0,3%

T4 max.de crecimiento: 35-370C Ta max.de crecimiento: 400C

La cepa CIAT299 se ha considerado la especie representante del grupo
tipo A y la cepa CIAT899 la del grupo tipo B.

R. tropici CIAT899 es actualmente una especie ampliamente estudiada
y tiene la peculiaridad de que transconjugantes de A. tumefaciens
portadores de su plasmido simbiético, pueden promover un proceso
simbiético efectivo y totalmente diferenciado, cuando son inoculados en
plantas de frijol. No ocurre asi con el plasmido simbiético de R. legum. bv.
phaseoli (Martinez y col., 1987).

Otras caracteristicas que definen a CIAT899 son sus resistencias a
cloranfenicol, espectinomicina, carbenicilina y estreptomicina; asi como a
los metales pesados: Ni, Pb, Co, Cu, Ag y Cr (Martinez y col., 1991).

Laguerre y col. (1993) han comprobado recientemente que R. tropici y
R. etli (antes R. leg. bv. phaseoli CFN42) son especies ubicadas
exclusivamente en el continente americano.

13.1. Genes de nodulacién y molécula sefal.

La organizaci6n de los genes nod en CIAT899, se presenta similar a la
encontrada en R. meliloti y R. leg. bv. trifolii y viciae (Martinez y col.,
1990). Vargas y col.(1990) localizaron una regién del plasmido simbi6tico,
donde se encuentran los genes nodABC y adyacentes a ellos un gen nodD
responsable de la especificidad de hospedador (Sousa y col., 1993)
mediante ensayos de hibridacién también identificaron los genes nodE (a
19 Kbs de nodABC) y nodlJ. Folch y col. (1994), identificaron los genes
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nodPQHS por hibridacién con sondas heterélogas de R. meliloti y
Azorhizobium caulinodans (Ver Figura 12 A)

CIAT899 presenta al menos 5 copias el gen nodD, todas ellas en el
plasmido simbidtico, aunque no estdn formando un cluster. Una de estas
copias (nodD1), 1a adyacente al oper6n formado por los genes nodABC,
parece ser la mas activa en la induccion de los genes nod (van Rhijn y
col.,1993. Sousa y col., 1993)). Este modelo de activacion de los genes nod
que se sugiere en R. tropici, aparece similar al que sigue Rhizobium .sp.
NGR?234, donde una de las dos copias del gen nodD es la que interviene en

la regulacion y en el reconocimiento a los flavonoides (Broughton y col.,
1990).

Sousa y col. (1993), han demostrado que un fragmento 521 pb del
pSym de R. tropici CIAT899, que lleva 128 aminoacidos de la region
amino-terminal del gen nodD, y también secuencia de una caja de
nodulacién, ambas divergentemente orientadas, introducido en cepas de R.
etli CFN42y R. trifolii, amplian su rango de hospedador, siendo ahora
capaces de nodular L. esculenta y P. vulgaris respectivamente.

Ha sido estudiada la estructura el factor Nod producido por R. tropici
CIAT299: estd formado por un esqueleto de subunidades pentasacaridicas
de N-acetilglucosamina, con el residuo terminal de glucosamina no
reducido N-metilado y N-acilado (acido cis-vaccénico); en el carbono 6 de
la glucosamina reducida puede o no, llevar un sustituyente sulfato (Poupot
y col.,1993) (Figura 12 B)

El gen nodH, responsable de la sulfatacién del factor Nod en R.
meliloti, y el gen nodS, que en A. caulinodans N-metila el factor Nod, han
sido encontrados por hibridacién en el pSym de CIAT299 (Poupot y col.,
1993).

De la mezcla de factores producidos por R. tropici, se ha comprobado
que es el sulfatado el mas activo, induciendo la formacién de estructuras
como nddulos, pero donde el meristemo nodular se encuentra menos
desarrollado. Cuando los dos factores, sulfatados y no sulfatados, se
encuentran presentes, no se obtiene una mejor respuesta en planta.
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Figura 12.

A. Localizacién de los genes nod de R. tropici CIAT899, identificados en el
c6smido pCV38 (Vargas y col., 1990)

B. Estructura de los factores NodRt-V(Me,S) y NodRt-V(Me), estudiados en
R. tropici CIAT299 (Poupot y col., 1993).
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En respuesta a los flavonoides excretados por la planta, R. tropici
induce la excreccién de TAA (dcido indol acético).Se observa que en la
cepa curada del pSym no se produce esta induccién, y presenta disminuida
su capacidad noduladora. Se piensa que este compuesto mantenga la
actividad meristamatica (Martinez y col., 1993).

En P. vulgaris, se han estudiado los exudados de semilla y de raiz,
encontrindose que son compuestos distintos: antocianina y flavanoles, para
semilla; y eridictiol, naringenina y genisteina, para raiz. También se
observa que los exudados de raiz son menos cuantitativamente, pero son
inductores mds potentes que los de semilla (Hungria y col., 1991).

13.2. Polisacarido extracelular de R. tropici CIAT899

La estructura del polisacdrido extracelular que secreta CIAT899 ha sido
estudiada por andlisis de metilacién, espectroscopia H-n.m.r. e hidrélisis
4cida parcial. Esta estructura consta de una unidad octosacaridica repetitiva
formada por D-glucosa, D-galactosa, dcido pirivico y 4cido acético en
proporciones 6: 2: 1,5: 1,5 (Figura 13)

La mitad de los grupos terminales de galactosa estan 4,6-sustituidos por
acido pirdvico acetal, y la otra mitad por grupos O-acetil en posicién 3.
Ademds uno de los residuos de glucosa, unidos por enlaces 1,3, lleva un
4cido pirdvico 4,6-acetal, mientras que una de las glucosas con unién 4,
estd acetilada en posicién 6 (Gil-Serrano y col., 1990).

13.3. B-glucanos ciclicos en R. tropici CIAT899..

Coronado y col. (1989) han identificado en el cromosoma de CIAT899,
los genes ndvA y ndvB, que intervienen en el transporte y sintesis de los -
glucanos. El nimero de copias encontrado, ha sido de una para ndvA y dos
para ndvB.

La estructura y conformacién del (1-2)-B-glucano ciclico producido por

R. tropici CIAT899 ha sido recientemenye estudiado por Gil-Serrano y col.
(1993). En la Figura 14 se muestra la estructura encontrada.

64



Figura 13.
Estructura del polisacarido extracelular secretado por R. tropici CIAT899
(Gil-Serrano y col., 1990).



Figura 14.
Mecanismo molecular de la enegia de conformacién minima para el glucano
ciclico producido por R. tropici CIAT899 (Gil-Serrano y col., 1994).



13.4. Lipopolisacaridos en R. tropici CIAT899.

El estudio de los componentes lipidicos del lipidoA en R. tropici,
indica la presencia de 4dcidos grasos 3-hidroxilados, 4cido vaccénico, dcido
lactobacilico, y 4cidos grasos de larga cadena: 27- hidroxioctacosanoico y
29-hidroxitriacontanoico, que en la familia Rhizobiaceae presentan un
caracter taxonémico (Gil-Serrano y col., 1994).

13.5. Otros estudios realizados en R. fropici.

Se han llevado a cabo estudios con mutantes afectados en la cantidad
de EPS producido, menor con respecto a la cepa silvestre, y se observa
aunque el mutante permanece Fixt, es menos competitivo.

Esta disminucién de la producciéon de EPS en los mutantes va
acompafiada de la capacidad de formar nédulos fijadores en siratro,
mientras que la silvestre induce nédulos inefectivos (Milner y col., 1992).

A partir de la clorosis en hojas de frijol observada tras la inoculacién
con mutantes al EPS de CIAT899, se ha comprobado que se trata de una
peculiaridad de esta cepa, no asi de CIAT299, ni de otro tipo de bacterias.
CIAT899 es capaz de inducir clorosis en hojas de sus leguminosas
hospedadoras, no hospedadoras, asi como de algunas dicotiledneas
(girasol, tomate, calabaza) (O Connell y Handelsman, 1993). Un efecto
similar se ha observado en B. japonicum, pero limitado a sus hospedadores
simbidticos (Owens y Wright, 1965).

Para observar este efecto es necesario que haya un contacto entre la
bacteria y la célula vegetal, y que existan ciertas fuentes de carbono, por lo
que se piensa que el responsable sea un factor no excretado por los
rizobios. La nodulacién, sin embargo, parece no estar relacionada, ya que
cepas curadas del pldsmido simbiético y no noduladoras no inducen la
clorosis (O"Connell y Handelsman, 1993).

En cuanto a la funcién del EPS en CIAT899, es sabido que es el
responsable de su tolerancia a medios dcidos (pH 5), pero a pesar de su
capacidad para unir metales, no est4 relacionado con su tolerancia a altos
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niveles de aluminio, asi como tampoco se debe a una resistencia codificada
por el plasmido simbiético (Kingsley y Bohlool, 1992).
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II. OBJETIVOS



Todo el proceso de la fijacién biolégica de nitrégeno, ha sido ya
ampliamente estudiado y en este estudio de la relacidn simbiética que se
establece entre los rizobios y leguminosas, ha sido de gran importancia el
aislamiento de mutantes que mostraban un fenotipo simbiético defectivo.

El andlisis de estas mutaciones ha llevado al conocimiento de los genes
que intervienen en las distintas etapas del proceso (nod, fix, nif), asi como
de las posibles interacciones bioquimicas que tienen lugar entre las
estructuras de superficie de la bacteria (EPS, LPS y B-glucanos) y la
planta, las caractericticas fisiolégicas de las estructuras que se inducen o
nédulos, los genes de la planta que se inducen en el proceso, etc.

En nuestro laboratorio estd siendo estudiada la cepa de R. tropici
CIAT899 (Vargas y col., 1990. Sousa y col., 1993. M.J. Romero. T.
Licenciatura), por lo que contdbamos con un adecuado material biolégico,
para los objetivos que en este trabajo se han querido llevar a cabo.

Decidimos como primer objetivo, el aislamiento de genes de R.
tropici CIAT899, responsables de la regulacién o sintesis de las estructuras
superficiales de la bacteria, ya que parecen jugar un importante papel en el
proceso simbidtico.

En un segundo lugar y ya que contdbamos con una coleccion de
mutantes de CIAT899 obtenidos en nuestro laboratorio (M.J. Romero) que
asociado a una alteracién en la produccién de EPS, mostraban procesos
simbiéticos defectivos, se intenté la caracterizacién genética de las
mutaciones implicadas.
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III. MATERIALES Y METODOS



1. BACTERIAS Y PLASMIDOS.

En la Tabla 2 se muestran las cepas bacterianas y los pldsmidos (o
césmidos) que se han utilizado en el presente estudio.

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
Las estirpes de Rhizobium se cultivaron a 280C en medio rico TY
(Beringer, 1974) o en medios minimos M9 . Las cepas de E.coli se

cultivaron en medio LB a 270C (Maniatis y col., 1982).

La composicién del medio TY fue la siguiente:

TLPIONA  ceereeeceectecceecceeesreeesnseeseeesecsssnesssrssssnesssnenes 5,00 g
Extracto de levadura ... 3,00 g
CaCly . 6H2O ceeceeeeerrreecrerseecesenesssesssesossrasssesossane 0,84 g
HoO dest. e ccssneeseeeessanecesnnnees csp. 11

La composicién del medio M9 fue la siguiente:

NAgHPO4  oeeeeereerteeccrresntteeessesessanesssessssssssssssasses 60¢g
KHoPO4 rrrtesecnecsees e ssessssesseessnesssssssnsssenss 30¢g
NACL e sreecseeesres e s sessssesosssasssessssresanase 0,5
NHACL ettt ssesssesseeesssssasesssssasssnssans 1,0g
Manitol et sreeeseneessreseseesesseressaarasssasesas 10g
H2O dest. ...vviieereeecreeieereeceeeecsaeeesnesssnsesesssssssssneessnsas C.S.p 11

La composicién del medio LB es la siguiente:

TIPIONA ccrrrreeriirceecstecnteeneesesesessssssstesse e se e sanensnaenns 10g
Extracto de levadura ..o ecennnceenecsneneene 5¢
NACL ettt sreesreeessaessaescsnsssssassssasosane 10g
HoO dest. et cseneessenessssessseesssnne csp. 11

3. ANTIMICROBIANOS Y PRODUCTOS QUIMICOS ANADIDOS
A LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Los antimicrobianos: ampicilina, estreptomicina, espectinomicina,
gentamicina, kanamicina, acido nalidixico y neomicina se disolvieron en
agua destilada y se esterilizaron por filtracién con membrana (de nitrato de
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Tabla 2. Bacterias y plasmidos utilizados en este estudio

Cepa bacteriana o Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
pldsmido
I.- Cepas bacterianas
Rhizobium tropici
CIAT899 silvestre, RfR, CmR, ApR Martinez y col. (1985)
RSP900 derivada de CIAT899 curada M. Megias
del pSym, RfR,CmR, ApR
RSP1MJ derivada de CIAT899, TnS-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP4AM] derivada de CIAT899, TnS-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSPOM] derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP10MIJ derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP21MJ derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP25M derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP29MJ derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP30MJ derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP35MJ derivada de CIAT899, TnS-mob M.J. Romero
RfR, KmR
RSP36MJ derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero
RfR, KmR.
RSP44MJ derivada de CIAT899, Tn5-mob M.J. Romero

RfR, KmR-



Rhizobium meliloti
102F34
LIl

Ty7

Rm1021

Rm7031
Rm7094
Rm7015
Rm7033

R. l. bv. phaseoli
CFNO037

Escherichia coli

HB101

DH5a

II.- Pldsmidos
pVK102

pRK2013
pSUP5011

pRK404

pCV38

cepa silvestre, NIR

mutante ndvA de la cepa
silvestre 102F34

mutante ndvB de la cepa
silvestre 102F34

derivada SmR de la cepa
silvetre SU47

Rm1021 ex0A::TnS
Rm1021 exoB::TnS
Rm1021 exoC::Tn$
Rm1021 exoF::TnS

derivada TnS-mob de la cepa
CE3 SR

F-, hsdS, hsdM, pro, leu,
thi, gal, lacY, recA, SuR

supEAA4, lacU169, (¢80, lacZ,
M15) hsdR 17, recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, relAl

césmido derivado de pRK290,

KmR, TcR

plasmido cooperador NmR

plasmido portador de Tn5-mob

NmR, KmR

plasmido derivado de pRK290,

Lac, TcR

inserto de 28,8 kb del pSym de

Ditta y col., (1980)
Stanfield y col., (1988)

Dylan y col., (1986)

F. Ausubel

Long y col., (1988)
Long y col., (1988)
Long y col., (1998)
Long y col., (1998)

Soberén y col., (1990)

Boyer y Roulland-
Dussoix (1969)

Hanahan, (1933)

Knauf y Nester (1982)

Figurski y Helinski (1979)
R. Simon (1983)

Ditta y col. (1985)

Vargas y col. (1990)



pSAB104.78

pD34

pD2

pD15

pBluescript
(SKt)

M13mp18
serie pMTs (LO1,
L02, L03)

serie pMTs (701,
702,703 y 704)

pMTAO1

pMTB (01,02 y
03)

pMTC (01, 02,
03 y 04)

Series pMTs (1,
9,10, 21, 25, 30,
35,36y 44)

CIAT899 clonado en el sitio
HindIII de pVK102

pldsmido portador de los genes
exoXYFQ de R. meliloti 2011

c6smido derivado de pLAFR1,
portador del gen exoA de
R. meliloti

césmido derivado de pLAFR1
portador del gen exoB de
R. meliloti

césmido derivado de pLAFR1
portador del gen exoC de
R. meliloti

plasmidos derivados de pUC19

contienen un origen de repli-
cacion de f1 y un promotor
de T7, ApR

bacteriéfago derivado de M13

césmidos derivados de pVK102
portadores de regiones de CIAT899
que complementan a LI1.

césmidos derivados de pVK102
portadores de regiones de CIAT899
que complementan a Ty7.

césmidos derivados de pVK102
portadores de regiones de CIAT899
que complementan a Rm7031.

césmidos derivados de pVK102
portadores de regiones de CIAT899
que complementan a Rm7094.

césmidos derivados de pVK102
portadores de regiones de CIAT899
que complementan a Rm7015.

césmidos derivados de pVK102,
portador de fragmentosHindlll
aislados por complementacion
de las cepas RSP.

Becker y col., (1993)

J.A. Leigh (1985)

J.A. Leigh (1985)

J.A. Leigh (1985)

Short y col. (1989)
Stratagene

Norrander y col., (1983)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo



pMTI902

pMT903

pMT904

pMT905

pMTI101

pMT102

pMT103

pMT525

pMT536

pMT509

pMT2102

fragmento BamHI de 6,2 Kb de
pMT9 subclonadas en pRK404

fragmento BamHI de 3,0 Kb de
pMT?9 subclonadas en pRK404

fragmento BamHI de 1,25 Kb de
pMT9 subclonadas en pRK404

fragmento BamHI de 1,05 Kb de
pMT?9 subclonadas en pRK404

religacion del fragmento BamHI
derivado de pMT1, que contiene
apVK102.

fragmento BamHI de 7,3 Kb de
pMT]1 subclonado en pRK404

fragmento BamHI de 1,5 Kb de
pMT1 subclonado en pRK404

fragmento EcoRI portador de
TnS-mobde la cepa RSP25MJ

clonado en pBluescript pSK+

fragmento EcoRI portador de
TnS-mobde la cepa RSP36MJ

clonado en pBluescript pSK+

fragmento EcoRI portador de
TnS-mobde la cepa RSPOM]J

clonado en pBluescript pSK+

coésmido derivado de pvVK102
portador de los genes ilvDA de
R. tropici CIAT899

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo



celulosa) de 0,45 um de didgmetro de poro; la rifampicina se disolvié en
metanol, y la tetraciclina en una mezcla a partes iguales de etanol/agua
destilada. Todas estas soluciones se conservaron a -200C hasta su posterior
utilizacién, afiadiéndose a los medios a las concentraciones finales abajo
indicadas:

Ampicilina .. 100 pg/ml
Espectinomicing  .......cccceeenecricencnnnens 80 png/ml
Estreptomicina  .....ccceevveceeccennececcnnnnes 500 pg/ml (Rhizobium)
100 pg/ml (E. coli)
Gentamicina  ....cccevveeeeveeeeceeenrnneecnnes 35 pg/ml
Kanamicinad  ...coceeveeeviencneecnneenneennne 50 pg/ml
Acido nalidixiCo  ..cccveevrrecneienincnennnes 10 pg/ml
NEOMICINA .eevvereeerreecneesnesvesseessensne 50 pg/ml
Rifampicing  ..ccccovcveerecrcenevennceaenns 50 pg/ml
Tetraciclind ...oovveievviereeccrreeeecnnennne 15 pug/ml (E. coli)
5 ug/ml (Rhizobium)

El producto 1,5-Bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactosidasa (X-
gal)(Boehringer-Mannheim) se conservé al 2% en dimetil-formamida a
-200C y se afiadi6 a los medios a una concentracién final de 40 pg/ml. El
inductor Isopropil-B-D-tiogalactopiranosa (IPTG) (Boehringer-Mannhein)
se disolvié al 2,5% en agua bidestilada estéril y se conservé a -200C
afiadiéndose a los medios de cultivo a una concentracién final de 25 pg/ml.

Fluorescent Brightener 28 (calcofluor) se adquirié de Sigma Chemical
Company, y se afiadi6 al medio a una concentracion final de 0,02%.

Loa aminodcidos L-leucina, L-valina, L-isoleucina y dcido pantoténico,
fueron proporcionados por Sigma Chemical Company. Se disolvieron en
agua destilada y se esterilizaron por filtracién con membrana de nitrato de
celulosa de 0,45 um de didmetro de poro. Las soluciones se conservaron a
40C y se afiadieron al medio a las concentraciones finales de: 50 mg/l los
amino4cidos, y 8,4 mg/l las vitaminas.
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4. ENZIMAS, ISOTOPOS Y KIT.

Las endonucleasas de restriccién, la enzima T4 ligasa y la fosfatasa
alcalina de intestino de ternera, se adquirieron en Boehringer-Mannheim;
los reactivos de secuenciacién y el kit "Sequenase version 2.0" se
adquirieron a United States Biochemicals Corp., y se utilizaron segun las
instrucciones de los suministradores.

El is6topo radioactivo 0.—32P-dCTP se adquiri6 a Amersham Int. en
forma de solucién acuosa. Los fragmentos de ADN que iban a ser usados
como sondas radioactivas se marcaron mediante el sistema "multiprime"
utilizando para ello el kit "Multiprime DNA labeling system" (Amersham
Int.), siguiendo las instrucciones y recomendaciones de la casa
suministradora.

Para la obtencién de fragmentos purificados de ADN se utilizaron los
kits "GenacleanR I y GenecleanR II (Bio 101) siguiendo las instrucciones
de los suministradores.

Para el marcaje de sondas de ADN mediante el método no radiactivo,
se utilizé el kit "DNA labeling and detection kit nonradioctive"
(Boehringer-Mannheim) siguiendo las instrucciones de los
suministradores.

5. SOLUCIONES NUTRITIVAS PARA PLANTAS.

Para los ensayos en plantas de alfalfa se utilizé la siguiente solucion
nutritiva:

Soluciones stock:
A.- 250X de KCI/KH2PO4

KCL ettt tsseeece st sseesssssesssessseasesnesasssaens 125 g

KHoPO4 e 50¢g

HoO dest. ot srecsesseesnssasestssneenne C.S.p. 11
B.- 500X de MgSO4

MgSO4 ....................................................................... 100 g

HoO dest. eeeeeeeeeeceesrcreeesenee s snneessneessssaness c.S.p. 11
C.- 200X de Oligoelementos

H3BO3 (S0 1% P/V)  ceeeeeeeeeeneenncntrennnsnesaecsnens 20 ml

ZnS04 .7 H20 (S0L 1% PIV) coeeirvcreirctrentnennenneennees 20 ml
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CuSO4 .5 H2O (SOL 1% PIV) ceeeeeeeereresneesnecsncssnnnnens 10 ml

MnCly . 4H20 (S0l 1% P/V) cereeeereerreeeencnecnncnncnnsenes 2 ml

HoO dest.  coereeccrererteeccnee e snnescsesssesaneesans C.S.p. 11
D.- 5000X de FeEDTA

FEEDTA ettt sacsesessasssstsssssesssssssnases 46,4 g

H2O dest. e csnneeceeceassss s snneee C.S.p. 11

La solucién se esteriliza por filtracién con membrana (de nitrato de
celulosa) de 0,45 pm de didmetro de poro.

Para obtener 1 litro de solucién nutritiva se toman las siguientes
cantidades de las soluciones stock:

250X de KCI/KH2PO4 .oeerrereenentcenecssncecnrenensnenne 4 ml
500X de MESO4 et 2ml
200X de Oligoelementos —  ....cccccveveceveeceeecnecessuesssueessennnne S ml
CaSO4 et ene 02¢g

Se esteriliza en autoclave a 1210C y 1 atmésfera de presién y cuando
esté frio se le afiaden 0,2 ml de la solucién 5000X de FeEDTA.

Solucién nutritiva usada para el ensayo en plantas de frijol.
Soluciones stock: :

A.- Medio Australiano:
H3BO3  crerertrcnrrrrreeeneeseessessssessesssssssssessssassnns 286¢g
MnSO4 . H2O ettt ssnrreseessssssss s aneeee 406¢g
ZnSO4 . HoO et reessneeseessssseesessaneses 044 ¢
CuSO4 . SH2O et rrreereeecreessneessssssecsansssssenses 0,15¢
(NH4)6M0702 . 4H2O ..oeecrrteerrreececnnneesssssanees 0,02¢g
H2O dest. erecrrecrrreecsneeeeneesssnessessnessans c.8.p. 11

B.- Soluciéon de FeEEDTA
FEEDTA e ceercteesreeessessssesessssssasesasssssssessassns 345¢
HoO dest. eecerteccrrcreeesreeesesensssnaesssensssans csp. 11
La solucién se esteriliza por filtracién.

C.- Solucién de CaClp
CaCly . 6H2O eeeeeereerrrrcercneee s scseeeesssssssassssanesee 10g
H2O deSt. et crrrecccsreessnnssosseessssnessssanenes 11

Para la preparacién de 1 litro de solucién nutritiva se toman las
siguientes cantidades de las soluciones stock:

Medio AUtralianO  .oeeeeeeeceeeecrereceree s sseeassseasneesees 0,3 ml
CACL2 et eeeseaeessssstssssssssstasssaansees 5,0 ml
KHoPO4  cterreenrtecnnessnsesessssatsssanesssassane 0,10g
MgS04 . TH2O  crenrcenecitcecssessnesesaeaan e sanes 0,10 g



KCL sttt cseestesesasressessesessesaesaasessens 0,10 g

HoO dest.  ceeeeccrcrtteceecneecnesssssssesssesssnnas csp. 11

Se esteriliza en autoclave a 1210C y 1 atmésfera de presién y cuando
esta frio se le afiaden 0,25 ml de FeEDTA.

6. ANALISIS DE PERFIL DE PLASMIDO.

Se analiz6 por electroforesis horizontal en gel de agarosa, utilizando la
técnica de lisis directa en pocillo, descrita por Rodriguez-Quifiones y col.
(1989), basada en la originalmente descrita por Eckhart (1978) y
modificada por Rosenberg y col. (1982).

7. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

El ADN purificado, total o digerido, se analiz6 en geles horizontales de
agarosa, sumergidos en tamp6n TBB (Tris-base 89 mM; Na2EDTA 2,5
mM; H3BO3 89 mM; pH 8,2) y preparados, por lo general, al 1% en el
mismo tampén, tal como indican Maniatis y col. (1982). E1 ADN se
visualizé por tincién con bromuro de etidio (0,5 pg/ml en agua destilada),
durante una hora, los geles se destifieron durante 20 minutos en agua
destilada y se observaron en transiluminador, con luz ultravioleta a 300
nm, fotografidndose con pelicula KodaK Tri-X Pan 400 ASA vy filtro
Kodak Wratten N 23 A.

Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN se calcularon segiin
la curva lg peso molecular-movilidad, obtenida en funcién de las distancias
de migracién de los fragmentos HindIll o Pstl del estindar Lambda
cI857Sam7 (Boehringer-Mannheim).

Para el cdlculo de pesos moleculares de fragmentos de ADN de tamafio
elevado, se usaron geles de agarosa de baja concentracién (0,6%),
mantenidos a 20-40 voltios entre 12-20 horas.

Para la realizacion de mapas fisicos de restricci6n se utilizaron distintas

concentraciones de agarosa (0,5%, 1% y 1,5%). La agarosa empleada fue
Sea Kem Me de FMC.
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8. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA:
GELES DE SECUENCIACION.

Las muestras procedentes de las reacciones de secuenciacion, se
sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Se
utilizaron geles de 33 x 41,2 cm (anchura por altura) con gradiente de
espesor comprendido entre 0,25 mm (parte superior) a 0,6 mm (parte
inferior). La composicién final de los geles fue de 7,6% acrilamida, 0,4%
N, N'metilén bisacrilamida, 8 M urea, 0,036% persulfato aménico, 1ul/ml
TEMED en TBB (Maniatis y col., 1982). El stock de acrilamida-N,
N metilén bisacrilamida (38%-2%) se prepar6 en agua destilada, se filtr6
en vacio en papel Whatman n°l de 0,45 um de poro y se conservd a 4°C en
botellas oscuras.

De cada muestra de reaccién de secuencia, previamente calentada 3
minutos a 1000C, se introdujeron 2,5 pl en el gel, y los polinucleétidos se
resolvieron por electroforesis a una intensidad constante de 38 mA, usando
tampén TBB. Una vez terminada la electroforesis, los geles se fijaron
durante 1 h a 80°C en vacio sobre una hoja de papel Whatman 3MM.
Finalmente, los polinucleétidos se identificaron en el gel por exposicién de
una pelicula autorradiogrifica Kodak, X-Omat AR, durante 16-24 h.

9. RECUPERACION DE ADN A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA.

Los fragmentos de ADN se recuperaron de los geles de agarosa
siguiendo dos técnicas:

1) electroelucién (Maniatis y col.,1982), seguida de purificacién con
fenol/cloroformo y precipitacién con etanol del 96%.

2) por utilizacién de los kits "GenecleanR I" y "GenecleanR II",

10. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

10.1. ADN TOTAL.

El ADN genémico total de las especies de Rhizobium se obtuvo por
lisis con SDS/pronasa (Sigma), seguida de sucesivas purificacionas con
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fenol, fenol/cloroformo y cloroformo, precipitacién con etanol del 96% y
lavado con etanol del 70%, tal y como describe Maniatis y col.(1982).

10.2. ADN PLASMIDICO.
10.2.1. Aislamiento de plasmidos de E. coli.

Los plismidos o césmidos, tanto a gran escala como en
minipreparaciones (a partir de 1 litro o de 1 ml de cultivo respectivamente),
se aislaron por el método de lisis alcalina descrito por Maniatis y col.
(1982).

En los aislamientos a gran escala, el ADN se purificé adicionalmente
por centrifugacién en gradiente de CsCl-bromuro de etidio, utilizindose
por cada litro de muestra un gradiente de 34 ml, que se centrifugé en un
rotor vertical Sorvall TV 850 durante 20 horas, a 39.000 rpm y 180C.

Cuando se precisé una mayor purificacién, el ADN obtenido en la
primera ultracentrifugaciéon se recuperé del gradiente y se cargd
directamente en otro gradiente de 4,5 ml, que se centrifugé a 39,000 rpm
durante 48 horas en un rotor basculante Sorvall AH650.

Tras la tltima centrifugacion, el bromuro de etidio se extrajo con
alcohol isoamilico y el CsCl se eliminé por diélisis prolongada frente a
Tris-HC1 10 mM pH 8,0 y NaEDTA 1 mM. Cuando fue requerido el

ADN se concentr6 por precipitacién con etanol.

10.2.2. Aislamiento de plasmidos de Rhizobium, de bajo peso
molecular.

Los plasmidos y csmidos contenidos en Rhizobium se aislaron por una
modificacién del método Ish-Horowics y Burke. Las celulas de 5 ml de
cultivo en fase estacionaria temprana se recogieron y lavaron con 150 ul de
TEN (Tris-HC1 10 mM, pH 8,0; Na2EDTA 1 mM; NaCl 100 mM)
conteniendo 0,1% de sarcosil (Sigma). Después de la centrifugacién, las
células se resuspendieron en 160 ul de solucién I (Tris-Cl 10 mM pH 8°0;
NasEDTA 1 mM; glucosa 50 mM pH 8,0) y se dejaron 15 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadieron a continuacién 200 pl de solucion I
(NaOH 0,2 N; SDS 1%) recién preparada y una vez pasados 10 minutos en
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hielo, se adicionaron 250 pl de solucién III (acetato potdsico 5 M pH 4,8),
dejando la reacci6n otros diez minutos en hielo. Una vez centrifugado, el
sobrenadante se fenolizé y el ADN se precipit6 con etanol de 96% y se
lavé con etanol de 70%.

10.3. ADN MONOCATENARIO.

Se sigui6 la técnica descrita en el manual de Bluescript de Stratagene
Cloning System y en Sambrook y col. (1989). Se utilizé E. coli CMK
como cepa hospedadora de los pldsmidos derivados de pBluescript, y del
bacteriéfago colaborador M13mp18.

11. MARCAJE RADIOACTIVO DE LAS SONDAS DE ADN.

Por lo general, y para una reaccion estdndar de 50 pl de volumen final,
se marcaron 0,5-1 pug de ADN utilizando 50 uCi de a-32P-dCTP mediante
el kit "Multiprime DNA labeling system”. En todos los casos, se
consiguieron actividades entre 1x108 y 1x109 cpm/pg de ADN.

Una vez finalizado el tiempo de la reaccién de marcaje, dicha reaccién
se pard por adicién de 30 pl de tampén de terminacién (16 pl de EDTA
100 mM; 2,5 pul de SDS al 20%; 0,5 pl de ADN de esperma de salmén 20
mg/ml y 11 pl de agua bidestilada). La eliminacién de los nucleétidos no
incorporados se llevé a cabo mediante precipitacion de la sonda radiactiva
con etanol de 96% (-200C), se centrifugd y la sonda se disolvié en agua
bidestilada y se desnaturalizé por adicién de 1/10 de volumen de NaOH 3
N.

12. HIBRIDACIONES DE ADN.

Las hibridaciones de ADN se realizaron de acuerdo con la técnica
descrita por Kondorosi y col. (1982) con minimas modificaciones.

12.1. PREPARACION DE LAS MEMBRANAS.

Los geles de agarosa se desnaturalizaron con NaOH y se neutralizaron
con Tris-CIH pH 8,0 como se describe en el manual de Maniatis y col.
(1982). E1 ADN de los geles se transfiri6 a membranas de nylon (Hybond-
N+, Amersham Int., 0,45 pm de didmetro de poro) por capilaridad,
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siguiendo la técnica de Southern (1975) y utilizando SSC 20X como
solucién de transferencia (SSC 1X: NaCl 0,15 M; citrato sédico, 0,015 M;
pH 7,0).

Una vez efectuada la transferencia de membranas, se lavaron en SSC
2X y se secaron durante 2 horas a 80°C ( para lograr la fijacion del ADN a
la membrana).

12.2. PREHIBRIDACION

Las membranas se prehibridacién durante 12 horas a 420C en tubos de
vidrio que contenian aproximadamente 15 ml de tampén de hibridacién
SSC 3X, 30% de formamida desionizada, SDS al 1%; NaHPO4 25 mM;
NaH7PO4 25mM; 0,02% de BSA, PVP y Ficoll 400 (Pharmacia) y 500
pg/ml de ADN de esperma de salmén (Sigma) previamente
desnaturalizado con NaOH, desproteinizado con proteinasa K (Boehringer
Mannheim) y fenolizado.

12.3. HIBRIDACION.

La hibridacién se llevé a cabo durante 24 horas en las mismas
condiciones que la prehibridacién, pero afiadiendo a la solucién anterior la
sonda radioactiva (108-109 cpm/ug de ADN), previamente desnaturalizada
por la adicién de 1/10 de volumen de NaOH 3 N.

12.4. LAVADO DE LAS MEMBRANAS.

Tras la hibridacién, las membranas se lavaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos, posteriormente a 550C durante 30 minutos y por
iltimo 30 minutos a temperatura ambiente, en todos los casos con una
solucién que contenia SDS al 0,1% y SSC 2X.

12.5. EXPOSICION DE LAS MEMBRANAS.
Una vez secas, las membranas se expusieron sobre peliicula Kodak X-
Omat R, con pantalla amplificadora a -700C durante varios dias, al cabo de

los cuales se procedi6 al revelado de las peliculas utilizando soluciones de
revelador y fijador igualmente suministradas por Kodak.
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13. TECNICAS DE TRANSFERENCIA DE ADN.
13.1. CONJUGACION.
13.1.1. Conjugacion en filtro.

La conjugaci6n triparental se realiz6 segiin la técnica descrita por Ditta
y col. (1980). Se mezclaron en la proporcién 1:1:0,5 ( células donadoras,
células receptoras y células cooperadoras) cultivos en fase estacionaria
temprana y se filtraron por membrana (de nitrato de celulosa) de 0,45 pum
de didmetro de poro y se depositaron sobre placas de Petri con medio TY.
Tras 18 horas de incubacién a 309C, 1a masa bacteriana se recogié en 5 ml
de solucién salina estéril al 0,85%, una vez realizadas las diluciones
oportunas se sembré en los medios selectivos adecuados.

13.1.2. Conjugacién en placa.

Se realizé directamente en placa TY mezclando un asa de cultivos
frescos en medio rico sélido de células donadoras, receptoras y
cooperadoras. La mezcla se incub6 en las mismas condiciones descritas en
al método anterior y los transconjugantes se seleccionaron extendiendo la
masa de conjugacién directamente sobre placas de medio selectivo hasta la
obtencién de células aisladas.

13.2. TRANSFORMACION.

Las células de E. coli se hicieron competentes mediante tratamiento
con CaCl3 en frio. Se tomaron 50 ml de un cultivo de E. coli HB101, CMK

o DH5a y se incubaron a 370C con agitacién hasta que la D.0.600 nm
estuvo comprendida entre 0,4 y 0,6. Las células se centrifugaron a 5.000
rpm durante 5 minutos. Los cultivos se resuspendieron en 25 ml de CaCly,
100 mM, previamente enfriados en hielo. Después de mantenerlas 10
minutos en hielo, las células se sedimentaron y resuspendieron de nuevo en
5 ml de la misma solucién de cloruro clcico.

Para la transformacién se afiadieron entre 0,4 y 0,6 pg de ADN por
cada 100 pl de células competentes , y se mantuvo en hielo durante 30
minutos, exponiéndola luego a un choque térmico de 420C durante dos
minutos y medio. Posteriormente se afiadi6 1 ml de LB estéril sin
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antibiético y se incub6 de 30 a 60 minutos a 370C para permitir la
expresion de los marcadores. Finalmente, las células se concentraron por
centrifugacién, se resuspendieron en 200 pl de LB estéril, y se sembraron
en los medios adecuados para seleccionar los transformantes.

14. SECUENCIACION.
14.1. ESTRATEGIA DE LA SECUENCIACION.

La secuenciacién se realiz6 mediante subclonaciéon en pBluescript
SK+, y en el bacteriéfago M13mp18, para la obtencién de ADN de cadena
sencilla. El anilisis de secuencia de nucleétidos y aminoécidos se realiz6
mediante los programas: GCG Sequence Analysis Software Package
(Genetics Computer Group, Biotechnology Center, University of
Wisconsin, Madison, USA) y DNA Strider (C. Marck, Dept. Biologie,
Centre d'Etudes Nucleaires de Saclay, 9119 Gif-sur-Yvette, Francia).

14.2. METODO DE SECUENCIACION.

La secuenciacién de ADN se realizé segiin el método enzimatico de los
dideoxinucleétidos (Sanger y col., 1977) adaptado para el uso de DNA
polimerasa del bacteri6fago T7 ("Sequenase Version 2.0") (Tabor y
Richardson, 1987). Como nucleétido marcado se utilizé 35S-dATPaS
(actividad especifica mayor de 1.000 Ci/mmol). Las reacciones de
secuenciacién se realizaron empleando el kit "Sequenase version 2.0"
(United States Biochemical Corp.) y siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Como cebadores se utilizaron oligonucleétidos sintéticos para
secuenciacién obtenidos de Boehringer Mannheim (Forward M13 primer y
Reverse M13 primer) y oligonucleétidos de apoyo sintetizados por la
Unidad de Sintesis de Macromoléculas del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Auténoma de México.

Para la secuenciacién de ADN de doble cadena se parti6 de ADN
plasmidico obtenido por gradiente de cloruro de cesio (punto 10.2.1 de
Materiales y Métodos). 3 g de este ADN fueron desnaturalizados a
temperatura ambiente durante 10 min. en 20 ul de NaOH 0,2 N y EDTA 2
mM. El ADN desnaturalizado se precipité con 2 pl de acetato sédico 3 M
pH 4,5 y 70 pl de etanol frio durante 15 min. a -400C, se recuperé por
centrifugacién (10 min a 4°C en microfuga) y se suspendié en 6 ul de H20
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destilada. El anillamiento con 5 ng de cebador y la polimerizacion se
realizaron segin el protocolo estindar de secuenciacién.

15. ENSAYOS DE NODULACION.

Para los ensayos de nodulacién de alfalfa se utilizaron semillas de
Medicago sativa cv. Aragén, que fueron esterilizadas superficialmente
mediante el tratamiento con etanol de 96% durante 30 segundos y a
continuacién con HgCly al 1% en etanol al 10% durante 5 minutos,
posteriormente se enjuagaron varias veces con agua destilada estéril
(Vincent, 1974; Kondorosi y col., 1977).

Para los estudios de nodulacién de frijol se emplearon plantas de
Phaseolus vulgaris cv. Negro jamapa. Las semillas fueron proporcionadas
por el departamento de Biologia Molecular de Plantas (Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México). Las
semillas de frijol se esterilizaron superficialmente mediante el tratamiento
con etanol del 96% durante 3 minutos y lejia comercial diluida al 20%
durante 15 minutos, tras lo cual se enjuagaron abundantemente con agua
destilada estéril.

Las semillas se dejaron germinar en placas de agar-agua (9g de agar/l
de H7O destilada) durante el tiempo necesario, segun el tipo de semilla.

Una vez germinadas, las semillas se colocaron en recipientes estériles
que contenian vermiculita empapada en solucién nutritiva de plantas,
adecuada para cada tipo de semilla. En el caso de semillas de alfalfa se
colocaron 5 semillas por frasco, y en el caso de frijol se colocaron 2
semillas por frasco. Las semillas germinadas se inocularon con 1 ml de una
suspensién bacteriana que contenia aproximadamente 108 células/ml.
Cuando las plantas se elevaron un centrimetro sobre la superficie, se cubri6
la vermiculita con una capa de arena parafinada estéril. Los recipientes con
las plantas inoculadas se mantuvieron en una cdmara de plantas a 250C,
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

El ensayo se di6 por finalizado a las dos semanas,en el caso del frijol y
para plantas de alfalfa a las 5 semanas después de la inoculacién.
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16. ENSAYOS DE EFECTIVIDAD.

La capacidad fijadora de nitrégeno se entiende como actividad
nitrogenasa, que se midié de forma indirecta como la reduccién de
acetileno a etileno por parte de los nédulos de la raiz, utilizando para ello

un cromatrégrafo de gases, segin la técnica descrita por Koch y Evans
(1966).

Las medidas se llevaron a cabo utilizando raices completas. Después de
separar las raices de la parte aérea, se colocaron en frascos de vidrio que se
cerraron herméticamente con tapones de caucho. Se retiré del frasco un
volumen de 1 ml de aire que se reemplazé por igual cantidad de acetileno.
Los frascos se mantuvieron durante al menos, 45 minutos a temperatura
ambiente.

La determinacién de la produccién de etileno se llevé a cabo por
cromatografia de gases en un cromatégrafo Hewlett-Packard 5890
equipado con un detector de ionizacién de llama, una columna Poropak R
malla 80-100 de 150 cm de longitud y 0,32 cm de didmetro interior, a la
temperatura de 90°C. Como gas portador se utiliz6 nitrégeno a un flujo de
20 ml/min. Rutinariamente las medidas se hicieron inyectando 1 ml de
cada muestra problema. Los picos de acetileno y etileno obtenidos, fueron
previamente identificados por comparaci6n de los tiempos de retencién con
los de los correspondientes patrones.

17. REAISLAMIENTO DE BACTERIAS A PARTIR DE NODULOS.

Los nédulos obtenidos en plantas de alfalfa, se esterilizaron
superficialmente con una solucién al 0,1% de cloruro mercirico durante 30
segundos y a continuacién extensamente lavados con agua destilada estéril.
En el caso de los nédulos de plantas de frijol, éstos se esterilizaron
superficialmente con etanol de 96% durante 5 minutos y posteriormente se
lavaron abundantemente con agua destilada estéril. En ambos casos los
nédulos se colocaron en placas Petri estériles y se adicionaron unas gotas
de solucién salina. Posteriormente, los nédulos se trituraron con una varilla
de vidrio previamente esterilizada. El liquido resultante, se tomé con asa de
platino y se sembré en medio rico TY (Beringer,1974), las colonias
resultantes se probaron en los medios selectivos apropiados.
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18. ESTUDIOS DE MICROSCOPIA.
18.1. MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA.

Se seleccionaron nédulos formados por cada una de las cepas objeto de
estudio, a las dos semanas para los nédulos formados en plantas de frijol y
a las 4-5 semanas para los formados en plantas de alfalfa. Los nédulos se
observaron en una lupa modelo PM 10ADS (Olympus Automatic
Photomicrographic system). Las fotografias se realizaron con un aumento
de 1X, 1.5X y a 100 ASA.

18.2. MICROSCOPIA SEMIFINA.

Una vez seleccionados los nédulos objetos de estudio, se fijaron a 40C
durante dos horas en una solucién de glutaraldehido al 3% de cacodilato
sédico 100 mM, pH 7,2-7,4. La solucién de glutaraldehido se elimind
mediante dos lavados de 15 minutos y uno de dos horas a 40C con el
tampén cacodilato sédico 100 mM, pH 7,2 durante dos horas. Pasado este
tiempo se lavaron tres veces con el mismo tampdn para eliminar la
solucién fijadora.

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

Para la inclusién se utiliz resina Spurr que se prepard mezclando 10 g
de diéxido de vinil ciclohexano, 26 g de noirenil succinico anhidro, 7 g de
epoxi-resina y 0,4 g de dimetilamino etanol. La inclusién de los nédulos,
previamente deshidratados, se realiz6 manteniéndolos inicialmente en una
mezcla 1:1 acetona-resina y a continuacién durante doce horas en resina.
Los nédulos se colocaron en recipientes adecuados y se les afiadi6 resina
pura recién preparada, posteriormente se colocaron en una estufa a 700C
durante 8 horas, tiempo preciso para la polimerizacién de la resina.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION



1. LOCALIZACION DE COSMIDOS EN EL BANCO DE GENES
DE R. TROPICI CIAT899 QUE COMPLEMENTAN MUTACIONES
exo Y ndv R. MELILOTI..

1.1. Complementacién con el banco de genes de R. tropici CIAT899 de
mutantes ndvA y ndvB de R. meliloti.

1.1.1. Aislamiento de c6smidos que complementan a mutantes ndvA y
ndvB de R. meliloti mediante seleccion en planta.

Para poder aislar las regiones portadoras de los genes ndvA y ndvB en
R. tropici CIAT899, se partié de los mutantes de R. meliloti, L11 y Ty7
(ver Tabla 2, en Materiales y Métodos), afectados en estos genes,
respectivamente. La complementacién de estas mutaciones se realizé
mediante conjugacién triparental con el banco de genes de la cepa
CIAT899, (construido en pVK102, vector de amplio rango de hospedador
y bajo mimero de copias, y en el punto de restriccién de HindIII)usando el
plasmido cooperador pRK2013, (Figura 15). Los transconjugantes
obtenidos fueron crecidos en medio TY adicionado de tetraciclina
(resistencia del banco de genes) y 4cido nalidixico. En la complementacion
del mutante ndvB, se aislaron dos transconjugantes que al crecer en medios
con los antibiéticos apropiados, aparecian en forma de colonias muy
mucosas.

Una vez obtenidos un niimero adecuado de transconjugantes portadores
de coésmidos del banco de CIAT899, se procedié a inocularlos "en masa”
en plantas de alfalfa. Como controles positivo y negativo del ensayo,
plantas de alfalfa fueron simultaneamente inoculadas con la cepa silvestre
Rm102F34 y con las cepas mutadas, LI1 y Ty7.

Al cabo de 31 dias se procedi6 al aislamiento de bacterias a partir de
nédulos que presentaban un fenotipo NodtFixt, en relacién con los
nddulos inducidos por los mutantes que permanecian no fijadores y de una
coloracién blanca (pseudonédulos).
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Figura 15.

Esquema de la técnica seguida para la obtencién de transconjugantes
portadores de c6smidos del banco de genes de CIAT899, que complementan
las mutaciones ndvA y ndvB de R. meliloti 102F34.



Los nédulos inducidos por los transconjugantes de Ty7 que crecieron muy
mucosos (c6smidos pMT701 y pMT702), no recuperaron la capacidad
fijadora, presentaban n6dulos similares a los inducidos por la cepa mutante
Ty7.

Tras la esterilizacién de los nédulos seleccionados, el aislamiento de
bacterias se hizo por crecimiento en medio TY con los antibidticos
apropiados, tetraciclina y dcido nalidixico.

1.1.2. Analisis de restriccion de los cosmidos aislados.

Los c6smidos obtenidos a partir de las bacterias aisladas, se usaron
para transformar E. coli HB101. Los transformantes se seleccionaron en
medio LB adicionado de tetraciclina.

A partir de los transformantes de E. coli, se extrajeron de nuevo los
ADN plasmidicos para su estudio mediante enzimas de restriccién. En la
Figura 16 se muestra el perfil de restriccién de los césmidos aislados, tras
ser digeridos con la endonucleasa HindllIl.

1.1.3. Caracterizacion del fenotipo simbiético de los cé6smidos aialados.

Para el mutante ndvA se seleccionaron tres tipos de césmidos con
perfiles de restriccién diferentes (carril 1, carril 2 y carril 3
respectivamente), aunque presentan bandas comunes. Estos césmidos
pMT101, pMT102 y pMT103 indujeron nédulos fijadores.

Respecto al mutante ndvB, se seleccionaron cuatro tipos de césmidos
diferentes, los correspondientes a los carriles 1 (pMT701) y 3 (pMT702)
que crecieron muy mucosos en medio de cultivo, y los correspondientes a
los carriles 2 y 4 (pMT703 y pMT704, respectivamente). Los cosmidos
pMT703 y pMT704 no comparten ningun fragmento de restriccién, luego
serdn dos césmidos que complementan a diferentes copias de los genes
ndvB de R. tropici. Respecto a los césmidos pMT701 y pMT702 son
distintos entre si e igualmente diferentes a los césmidos pMT703 y
pMT704, ademis no confieren una restauracién del fenotipo simbidtico, lo
que indica que no estdn complementando regiones homélogas a los genes
ndv.
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Figura 16.

Geles representativos de los césmidos aislados, digeridos con la
endonucleasa de restricciéon Hindlll.

A. Césmidos pMTLO1 (carril 1), pMTLO2 (carril 2) y pMTLO3 (carril 3).

B. Césmidos pMT701 (carril 1), pMT703 (carril 2), pMT702 (carril 3) y
pMT704 (carril 4).



Para comprobar, que el fenotipo simbiético observado en el punto
1.A.1, era causado por la complementacién de las mutaciones ndvA y ndvB
con los césmidos obtenidos, se inocularon plantas de alfalfa, con los
transconjugantes obtenidos de la conjugacién triparental de los mutantes
ndvA y ndvB con los c6smidos anteriores.

Los resultados del ensayo de nodulacién se muestran en la Tabla 3,
observiandose unos fenotipos de nodulacién similares a los obtenidos en el
primer ensayo. En la Figura 17 se muestran algunos de los fenotipos
simbidticos observados en este segundo ensayo.

Tabla 3. Fenotipo observado en plantas de alfalfa inoculados con las cepas de R. meliloti
Rm102F34, LI1, Ty7 y los transconjugantes portadores de los césmidos pMT.

Cepa inoculada Fenotipo en plantas de alfalfa
Sininocular = e
Rm102F34 Nod*Fix
LIl Noda

Ty7 Nod?

LI1 (pMTLOI) Nod*Fix+
LI1 (pMTLO2) Nod*Fix*
LIl (pMTLO3) Nod+Fix*
Ty7 (pMT701) Nod?

Ty7 (pMT702) Nod?

Ty7 (pMT"703) Nod*+Fix+
Ty7 (pMT704) Nod*+Fix*

a: Nédulos pequefios, blancos y vacfos de bacteroides.

De los nédulos obtenidos para cada una de las conjugaciones
ensayadas, se realizaron aislamientos, comprobacién de resistencias a
antibidticos, extracciéon de los ADN plasmidicos y transformacion en E.
coli HB101. El estudio por endonucleasas de restriccién de los ADNs
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Figura 17.
Fenotipos simbiéticos inducidos en plantas de alfalfa por las cepas:
Rm102F34 (A), LI1 (B), Ty7 (C), LI1 (pMTLO02) (D) y Ty7 (pMT703) (E).






transformados nos permitié confirmar la presencia de los césmidos
aisladosen 1. A. 1.

Coronado y col.(1989) comprobaron en CIAT899 la existencia de una
copia del gen ndvA y dos copias para ndvB., asi como su localizacién
cromosémica. Estos resultados podrian explicar que en la
complementacién de NdvA-, todos los césmidos aislados apareciesen
solapados; por el contrario son dos grupos de c6smidos, no solapados los
que complementan a NdvB-s probablemente porque cada uno de ellos
contenga una de las copias de ndvB.

1.1.4. Localizacion de los genes ndv mediante hibridacién en R. tropici
CIATS899.

Mediante el método de hibridacién no radioactivo, indicado en
Material y Métodos (punto 4), intentamos la localizacién de los genes ndv,
de que eran portadores los c6smidos aislados en 1. A. 1, en el genoma de
R. tropici CIAT899.

Para ello se extrajeron los ADNs totales de las cepas de R. tropici
CIAT899 y RSP900 (cepa curada del plasmido simbiético), y se digirieron
con la enzima de restriccién HindIll; los c6smidos pMTLO1, pMTLO2,
pMTLO03 y pMT703, fueron igualmente digeridos con ésta enzima.

El ADN, se transferi6 a filtro de nylon y se usé en una primera y
segunda hibridaci6n frente a las sondas de 2,7 kb de pMT703 y pMTLOL.
Estos fragmentos de 2,7 kb fueron extraidas por electrolucién, y marcados
siguiendo el protocolo descrito por Boehringer-Mannheim.

En la Figura 18 se muestran los fragmentos obtenidos con Hindlllde
los césmidos utilizados y del ADN total de las cepas CIAT899 y RSP900.
También se muestran los diagramas obtenidos de las hibridaciones con el
marcaje no radiactivo, donde se demuestra que el fragmento de 2,7 Kb
coincidente en los césmidos pMT703 y pMTLO1, pMTLO2 y pMTLO3 no
es un fragmento homélogo, pero en ambos tipos de césmido, definen su
homologia con ADN diferente al pldsmido simbiético, siendo por lo tanto
genes cromosémicos o del segundo megapldsmido no simbi6tico.
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Figura 18.

A. ADNs totales de las cepas CIAT899 (carriles 1 y 8), RSP900 (carriles 2 y
7), digeridos en HindlIl. Césmidos pMT703 (carril 3), pMTLO1 (carril 4),
pMTLO2 ( carril 5) y pMTLO3 (carril 6), digeridos en HindlIIl.

B. Diagrama de la hibridacién con la sonda de 2,7 Kb de pMT703, segiin
método no radiactivo, del gel descrito en A.

C. Diagrama de la hibridacién con la sonda de 2,7 Kb de pMTLO1 del gel
descrito en A.



1.2. Complementacién con el banco de genes de R. tropici CIAT899 de
mutantes exo de R. meliloti.

1.2.1. Aislamiento de c6smidos que complementan a mutantes exo
mediante seleccion en medio con calcofluor.

Han sido ampliamente descritos mutantes de R. meliloti afectados en la
produccién de EPS, y se sabe que mutaciones que afectan a los genes exoA,
exoB, exoC, exoF, exoL, exoM, exoN, exoP, exoQ y exoT se caracterizan
por la ausencia de EPS y por no brillar en medio con calcofluor (Leigh y
Lee, 1988).

Para poder aislar regiones portadoras de genes exo en R. tropici
CIAT899, decidimos complementar el fenotipo "dark" de las cepas
Rm7031 (ExoA-), Rm7094 (ExoB-), Rm7015 (ExoC-) y Rm7033(ExoF-),
para lo cual se realiz6 una conjugacién triparental de estos mutantes con el
banco de genes de CIAT899, y como cooperador el pldsmido pRK2013.

Los transconjugantes fueron primero crecidos en medio TY adicionado
de tetraciclina y dcido nalidixico, y posteriormente en medio LB mas
calcofluor. De esta forma fue posible aislar en todos los casos
transconjugantes que fueron complementados por brillar en calcofluor.

1.2.2. Ensayo en plantas de alfalfa de los cosmidos aislados en el punto
1.2.1.

De entre los transconjugantes aislados por brillo, se seleccionaron diez
y posteriormente se ensayaron en plantas de alfalfa. Se queria estudiar si
podian complementar, a su vez, el fenotipo simbidtico.

Los diez transconjugantes seleccionados para cada mutacién, fueron
recogidos en solucién salina e inoculados conjuntamente a plantas de
alfalfa. El ensayo se dejo durante 31 dias.

Excepto para complementar mutantes exoF, en las otras tres se
observaron nédulos fijadores. Como control negativo se usaron las cepas
mutadas RM7031, Rm7094, Rm7015 y Rm7033, observandose en todos

los casos la presencia de pseudonddulos.
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De los nédulos obtenidos se realizé aislamiento de bacterias,
comprobindose posteriormente su resistencia a los antibidticos Tc y N1. De
las bacterias asi aisladas, se extrajo su ADN plasmidico y fueron
transformados a E. coli HB101, la seleccién de los transformantes se
realiz6 en medio LB adicionado de tetraciclina.

1.2.3. Analisis de restriccion de los cosmidos aislados por brillo y que
recuperan el fenotipo simbioético.

En la Figura 19 se muestran algunos de los c6smidos seleccionados
para los mutantes exoA, exoB y exoC. En el carrill se muestra el perfil de
restriccién HindIll del césmido aislado pMTAO1 que porta una region de
ADN que complementa con el gen exoA de R. meliloti. En los carriles 6, 7
y 8 se muestran los perfiles de restriccién HindIIl de tres c6smidos
(pMTBO1, pMTBO02 y pMTBO03) que se solapan y complementan para el
mutante exoB de R. meliloti, y en los carriles 2, 3, 4 y 5, se muestran los
perfiles de restriccién HindlIlIl para los c6smidos (pMTCO1, pMTCO2 y
pMTCO03, pMTCO04) que podrian indicar que en R. tropici exista mas de
una copia para el gen exoC.

2. MUTAGENESIS AL AZAR DE R. TROPICI CIAT899, CON Tn
5::mob.

2.1. Procedimiento de mutagénesis y aislamiento de mutantes de R.
tropici CIAT899.

Para el aislamiento de mutantes de R. tropici CIAT899, se realizé una
mutagénesis al azar, utilizando el trasposén Tn5::mob, contenido en el
vector pSUP5011 y siguiendo la técnica de conjugacién en membrana
(M.J. Romero. T. Licenciatura. Universidad de Sevilla).

La frecuencia de trasposicién obtenida fue de 1,4x10-4 , y la de

mutacién, para un fenotipo de reduccién de la cantidad de EPS producido,
fue de 0,37%.
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Las caracteristicas fisiolégicas (M.J. Romero. T. Licenciatura.
Universidad de Sevilla) y simbiéticas observadas en los mutantes de R.
tropici CIAT899 seleccionados, se muestran en la Tabla 4 y en la Figura
20.

Tabla 4. Mutantes de R. tropici CIAT899 seleccionados: caracterfsticas fisiolégicas y

simbidticas.
Cepa Fijacién Produccién Fenotipo Actividad de
calcofluord EPS (%)3 simbiético reducci6n acetileno

RSPIMJ + 15 Nod-Fix" 0
RSP4MJ + 14 Nod*/-Fix 1,66%
RSPOMJ + 11 Nod*/-Fix~ 3,46%
RSP10MJ + 15 Nod*+/-Fix- 0,74%
RSP21MJ + 10 Nod*+/-Fix- 1.93%
RSP25M] - 57 Nod*/-Fix- 1,76%
RSP29MJ + 51 Nod-Fix- 0
RSP30MJ + 15 Nod*/-Fix- 3,17%
RSP44MJ + 15 Nod*/-Fix- 1,07%
RSP35MJ - 0 Nod+Fix*

RSP36MJ - 0 Nod*+Fix*

a: Resultados obtenidos por M.J. Romero (T. Licenciatura).
+: N6dulos en plantas de frijol
—: Ausencia de nédulos en la planta.

Como se muestra en la Tabla 4, todos los mutantes tienen un defecto en
la sintesis de EPS y sus caracteristicas simbidticas son variables.
Debido a que presentan un defecto en la sintesis de EPS, procedimos en

primer lugar a analizar si césmidos portadores de genes exo
complementaban las mutaciones
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Figura 19. ‘
Geles representativos de los césmidos pMTAO1 (carril 1), pMTCO1 (carril

2), pMTCO2 (carril 3), pMTCO3 (carril 4), pMTCO04 (carril 5), pMTBO1
(carril 6), pMTBO2 (carril 7) y pMTBO3 (carril 8), digeridos en HindIll



Figura 20.
Fenotipo simbiético inducido en plantas de frijol, por las cepas: CIAT899

(A), RSPOMIJ (B), RSP21MJ (C), RSP25MJ (D), RSP29MIJ (E ), RSP30MJ
(F), RSP35MJ (G) y RSP44MJ (H).









2.2. Estudios de complementacién de los mutantes obtenidos.

2.2.1. Complementaciéon con césmidos portadores de regiones exo y
ndy de R. tropici CIAT899 aislados en el apartado 2.1.

Para confirmar si las mutaciones obtenidas corresponden con genes de
la biosintesis de polisacdridos, se realizaron complementaciones con los
cosmidos aislados anteriormente.

Siguiendo el protocolo que se relaciona en la Figura 21, se utilizaron
como cepas donadoras los c6smidos pMT703 y pMTLO1 (portadores de
regiones ndv) y pMTAO1, pMTBO1 y pMTCO1 (portadores de regiones
exo) en E. coli HB101.

Los transconjugantes fueron seleccionados en medio TY adicionado de
tetraciclina y dcido nalidixico, y se inocularon "en masa” a plantas de frijol.

A los 21 dias de la inoculacién, no se observé diferencia en la
nodulacién entre las plantas inoculadas con los transconjugantes y las
plantas inoculadas con los mutantes.

Cabe destacar que en ningin caso se obtiene complementacién de las
cepas RSP con los c6smidos utilizados, no estando representados en estos
césmidos los genes afectados por las mutaciones.

2.2.2. Estudio de la complementacién de los mutantes obtenidos con
césmidos de genes exo de R. meliloti.

Dado que los césmidos aislados no restablecian los fenotipos
* simbiéticos inducidos por las mutaciones, quisimos analizar si regiones
heter6logas de genes exo de R. meliloti, restablecian las caracteristicas
simbiéticas. Para ello, utilizamos los c6smidos procedentes de R. meliloti:
pD2 ( portador del gen exoB), pD15 ( portador del gen exoC), pD34 (
portador de los genes exoAMLNPK) y pSAB104.78 (portador de los genes
exoXYFQ de la cepa 2011).
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Figura 21.

Esquema seguido para el ensayo en plantas de frijol, de las conjugaciones de
cepas RSP con los césmidos pMT703, pMLO1, pMTAO1, pMTBO1 y
pMTCOL1.



Se realizaron las complementaciones con los mutantes obtenidos y se
analizaron sus fenotipos simbiéticos en plantas, observiandose que en
ningiin caso se complementaban las mutaciones estudiadas.

2.2.3. Complementacién con genes de la nodulacién de R. tropici
CIATS899.

En el estudio de las mutaciones que afectaban a las cepas anteriormente
descritas, se intenté recuperar el fenotipo fijador de nitrégeno por
complementacion con los genes nod de CIAT899. Se utilizé para ello el
césmido pCV38, aislado a partir del banco de genes de CIAT899 por
Vargas y col. (1990), éste césmido es portador de los genes: nodABCIJSU,
nodD, nodPQ, nodH y nodE. (J.L. Folch, comunicacién personal).

Para esta complementaci6n se procedié a introducir el cé6smido pCV38
en las cepas mutadas, con ayuda del pldsmido cooperador pRK2013; los
transconjugantes fueron seleccionados en medio TY adicionado de
tetraciclina dcido nalidixico y fueron inoculados "en masa” a plantas de
frijol.

En la Tabla 5 se resumen los resultados obtenidos en este ensayo, a los
21 dias de la inoculacién no se observé complementacién para ninguna de
las conjugaciones probadas. Los nédulos inducidos eran inefectivos, no
fijadores, al igual que los inducidos por los mutantes ensayados.

Tabla 5. Resultados de la inoculaci6n en plantas de frijol, de las cepas: CIAT899, RSP y los
transconjugantes portadores de pCV38.

Cepas Fenotipo simbi6tico en P.vulgaris
Sininocular = e

CIAT899 Nod*+Fix+

RSP2 Nodb

RSP2 (pCV38) Nodb

a: Las cepas RSP ensayadas fueron: RSP1, 4, 9, 10, 21, 25,29,30 y 44MJ.
b: Fenotipo simbi6tico de nédulos inefectivos (ver Tabla 4).
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En la Figura 22 se muestra el fenotipo simbiético observado en el
ensayo de nodulacién en plantas de frijol, tras las inoculaciones de las
cepas RSP y las portadoras de pCV38.

Estos resultados indican que ninguna de las inserciones de TnJ afecta a
genes de las primeras etapas de la infecciéon o genes nod.

2.3. Aislamiento por complementacién, de césmidos del banco de genes
de CIAT899 que restauran la capacidad simbiética de los mutantes
RSPIMJ, RSP9MJ, RSP10MJ, RSP21MJ, RSP25MJ, RSP30MJ y
RSP44M .

Dado que ni los c6smidos que anteriormente se habian aislado, ni
césmidos heter6logos portadores de genes exo, permitian recuperar €l
fenotipo simbiético de las cepas RSP, decidimos aislar del genoma de
CIAT899, las regiones que complementasen estas mutaciones.

Para ello se conjugé el banco de genes de R. tropici CIAT899 con cada
uno de los mutantes (segiin el procedimiento seguido en el apartado I. A. 1
de resultados) y se inocularon con la masa de conjugacién hasta diez
plantas de frijol, con cada uno de los mutantes complementados. Tras 21
dias después de la inoculacién se obtuvieron plantas donde podian
observarse ndédulos inefectivos junto con nédulos fijadores, como se
aprecia en la Figura 23.

Posteriormente, se procedié al aislamiento de bacterias de los nédulos
rojos, seleccionando en medio TY con los antibidticos apropiados.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en cada una de las
conjugaciones ensayadas.
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Figura 22.
Fenotipo simbidtico presentado por plantas de frijol, tras ser inoculado con
las cepas RSP10MIJ (A) y RSP10MJ (pCV38) (B).



Figura 23.

Resultados del ensayo de nodulacién en frijol, con las cepas: CIAT899 (A),

21MJ x banco de CIATE99 (C). |

RSP

b

RSP21MIJ (B)



Tabla 6:

Cepas inoculadas % de nodulos fijadores observados
respecto a la cepa silvestre

Sin inocular e
CIAT899 100%
RSP2 Nodb

x RSPIMJ 20-25%
x RSP4MJ 50%

x RSPOMJ 50%

x RSP10MJ 20-25%
x RSP21MJ 50%

x RSP25MJ 75%

x RSP29MJ 75%

x RSP30M]J 50%

x RSP44MJ 50%

a: Cepas RSP ensayadas fueron: RSP1, 4, 9, 10, 21, 25, 29, 30 y 44M]
b: Nodulacién presentada en Tabla 4.
x: Conjugaciones con el banco de genes de CIAT899 de las respectivas cepas RSP.

Los nédulos que aparecian de coloracién roja fueron esterilizados y se
aislaron en medio TY Km Tc NI, bacterias portadoras de los césmidos del
banco. E1 ADN plasmidico de estas bacterias fue extraido, transformado a
E. coli HB101 y la seleccién de los transformantes se realizé en medio LB
Tc.

Unicamente, en el caso de las complementaciones de RSP4MJ y
RSP29M]J, no pudieron transformarse a E. coli los ADNs plasmidicos.
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2.4. Aislamiento por complementaciéon, de cosmidos del banco de
CIAT899 que restauran el fenotipo calcofluort en RSP35MJ y
RSP36MJ.

Por las caracteristicas simbidticas (Nod+Fix*) de los mutantes
RSP35MJ y RSP36M]J, la complementacién con el banco de genes de
CIAT899 se hizo por restauracién del fenotipo calcofluort-

Se aislaron tres colonias en la complementacion de RSP35MJ y dos
para RSP36MJ, que brillaban en medio YEM calcofluor (M.J. Romero. T.
Doctoral. Universidad de Sevilla)).

De s6lo una de las colonias para cada complementacion, se extrajo el
ADN plasmidico y se transformé a E. coli. A los césmidos aislados se les
llamé6 pMT35 y pMT36.

2.5 Analisis por restriccion de los c6smidos aislados en 2.3 y2.4.
2.5.1. Digestiones y clasificacion. de los cosmidos aislados en 2.3 y2.4.

A partir de los transformantes obtenidos en 2.3 y 2.4, se eligié uno para
cada una de las complementaciones. Una vez extraidos sus ADNs
plasmidicos, se pasé a digerir con endonucleasas de restriccién y estudiar
los césmidos aislados.

Los c6smidos aislados y las mutaciones que complementan se recogen
en la Tabla 7

En el andlisis de restriccién, los césmidos pMT10, pMT21, pMT30 y
pMT44 resultaron idénticos, ésto sugiere que las cuatro inserciones de Tn5
se encuentren en un mismo fragmento.

En la Figura 24, se muestran cortes con diferentes endonucleasas de
restriccion de algunos de los césmidos aislados. En el panel A se muestran
los c6smidos pMT1 (carriles 1, 2 y 3), pMT9 ( carriles 4, 5 y 6), pMT21
(carriles 7, 8 y 9) y pMT25 (carriles 10, 11 y 12) digeridos con EcoRI (,
EcoRI + HindIlI y HindIII.
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Figura 24.

A. Gel representativo de los cortes de los c6smidos pMT1 (carriles 1, 2 'y 3),
pMT9 (carriles 4, 5 y 6), pMT21 (carriles 7, 8 y 9) y pMT25 (carriles 10, 11
y 12), con las endonucleasas EcoRI, EcoRI + Hindlll y Hindlll.

B. Gel representativo de los césmidos pMT35 (carril 1) y pMT36 (carril 2),
con las endonucleasas EcoRI + HindlIll.



Tabla 7. Mutantes y c6smidos aislados del banco de genes de CIAT899 que los complementan.

Cepa Cé6smido
RSPIMJ pMT12

RSPOMJ pMT92

RSP10MJ pMT102
RSP21MJ pMT212
RSP25MJ pMT252
RSP30MJ pMT302
RSP44MJ pMT443
RSP35MJ pMT35P
RSP36MJ pMT36P

a: Complementacién en planta.
b: Complementacién en medio LB calcofluor (M.J. Romero).

2.5.2. Hibridaciones de cosmidos entre si .

Dado que como se observa en la Figura 24 los césmidos pMT1 y
pMT21, presentaban bandas comunes, pasamos a comprobarlo mediante
hibridacién, ademds de esta forma podriamos conocer si existian otras
regiones compartidas con pMT9 y pMT?25.

Para ello los césmidos pMT1, pMT9, pMT21 y pMT25 y los ADNs
totales de la cepa silvestre: CIAT899, RSP900, y de los mutantes: RSPIMJ
y RSP25M]J, fueron digeridos con HindlIll, y transferidos a filtros de nylon,
seglin Material y Métodos, punto 12.

Como primera sonda de hibridacién se usé el césmido pMT9 digerido
con HindIll. El resultado de la hibridacién se muestra en la Figura 25 B,
donde pMT9 no muestra homologia con los otros c6smidos. Del patrén de
hibridacién que presentan los carriles correspondientes a CIAT899 y
RSP900, parece que este c6smido no proceda del plasmido simbiético, al
estar representado en ambas cepas.
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Figura 25.

A. ADNs totales de las cepas CIAT899 (carril 1), RSP900 (carril 2),
RSPIMIJ (carril 3), RSP25M]J (carril 4), RSP35MIJ (carril 5) y RSP36MJ
(carril 6) y c6smidos pMT1 (carril 7), pMT9 (carril 8), pMT21 (carril 9) y
pMT25 (carril 10), digeridos con HindIII.

Autorradiografias tras la hibridacién de los césmidos pMT9 (B) y pMT25
(C), usados como sondas, frente al filtro descrito en A.



En la Figura 25 C se muestra la hibridacién frente al c6smido pMT235,
usado como sonda e igualmente digerido con HindIIl. No se detectd
homologia con ninguno de los otros césmidos, asimismo el pMT25 no se
encuentra representado en el pldsmido simbiético.

2.5.3. Mapa de restricciéon de los cosmidos pMT1, pMT9, pMT21 y
pMT25.

Para poder construir el mapa de restricciéon de los césmidos
seleccionados, los ADNs plasmidicos respectivos, fueron extraidos y
purificados mediante gradiente de CsCl (Material y Métodos, punto 10. 2),
posteriormente fueron digeridos con las enzimas de restricciéon: BamHI,
BgllIl, EcoR1 y Hindlll, y las combinaciones dobles de éstas. Los geles de
agarosa para establecer los puntos de restriccién, se usaron a las
concentraciones de 0,8% y 1,6%.

Los mapas deducidos para cada uno de los c6smidos aparecen en las
Figuras 26 y 27.

2.6. Complementaciéon cruzada de los césmidos aislados por
recuperacion del fenotipo simbiético.

Como comprobacién de los resultados obtenidos en el apartado 2.5.,
donde los césmidos que complementan las mutaciones de RSP10M]J,
RSP21MJ, RSP30MJ y RSP44MJ aparecian idénticos, asi como el
solapamiento entre los c6smidos pMT1 y pMT21, decidimos ensayar en
plantas las conjugaciones cruzadas entre los csmidos y las cepas RSP de
las que fueron aislados.

En la Figura 28 se muestra el método seguido desde la obtencion de los
transconjugantes hasta el aislamiento de bacterias a partir de los nédulos
complementados.

Las cepas usadas como control aparecen en la Tabla 8, donde también

se muestran los fenotipos inducidos en plantas de frijol por los
transconjugantes ensayados.
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Figura 26.
Mapa de restriccion de los cosmidos pMT1 y PMT21 con Hindll.
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Figura 27.

Mapa de restriccion de los cosmidos pMT9 y pMT25 con Hindlil.



O
& % [ jx Coopernden

L. colt HB1OT (pMT) Te E. coli HB101 pRK2013 Nm

Cepas RSP Km

Conjugacion triparental

Cepa RSP Km Te

Inoculacion

Nddulos fijadores

['rijel
1 - Aislamicnto de bacterias de nddulos
fijadores
2. Comprobacicn de fa resisiencia que
Hevan los transconjugantes

Figura 28.
Técnica seguida para el ensayo en plantas de frijol, de las

complementaciones cruzadas de las cepas RSP y los césmidos pMT del
apartado II. 6.



Tabla 8. Resultados observados en planta de frijol, de las conjugaciones cruzadas entre las
cepas RSP y los c6smidos pMT.

Cepas Fenotipo en frijol.
CIAT899 Nod+Fix+
RSP2 Nodb
RSP10MJ (pMT21) Nod*+Fix+
RSP21MJ (pMT21) Nod*+Fix+
RSP30MJ (pMT21) Nod+Fix*
RSP40M]J (pMT21) Nod*+Fix+
RSPC (pMT1) Nod*+Fix+
RSP25MJ (pMT1) Nodb
RSPC (pMT9) Nodd
RSP25MJ (pMT9) Nodb

a: Las cepas RSP inoculadas fueron: RSP1, 4, 9, 10, 21, 25, 29, 30 y 44MJ.

b: Fenotipo simbidtico cepas RSP (ver Tabla 4).

c: Las cepas RSP ensayadas en la conjugaci6n fueron: RSP1, 4, 9, 10, 21, 29, 30 y 44.

d: Nédulos morfol6gicamente iguales a los inducidos por CIAT899, pero de coloracién rosada.

De los resultados obtenidos en la Tabla 8 se deduce que el c6smido
pMT21 es capaz de complementar en las caracteristicas simbidticas a los
mutantes del mismo grupos, tales como RSP10MJ, RSP21MJ, RSP30MIJ y
RSP44M]J. Asi también el c6smido pMT1 complementa al grupo de
mutantes estudiados, salvo para el mutante RSP25MJ. El c6smido pMT9
no complementa a la totalidad las caracteristicas simbiéticas de ninguno de
los mutantes utilizados.

De los resultados expuestos hasta ahora, se deducen claramente al
menos cuatro grupés de mutantes: RSP1, 4, 9, 10, 21, 29, 30 y 44MJ con
césmidos que complementan la mutacién intercambiables, y los mutantes
RSP25MJ, RSP35MJ y RSP36MIJ que son independientes entre si.

En la Figura 29 se muestran algunos de los resultados en planta de las
complementaciones cruzadas con el c6smido pMT21, observidndose en
todos los casos la aparicién de nédulos rojos fijadores de nitrégeno.
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Figura 29,

Nodulacién inducida en frijol, por las cepas RSP21MJ (pMT21) (A),
RSP30MJ (pMT21) (B) y RSP40MJ (pMT21) (C).



2.7. Estudio de los fragmentos subclonados de los césmidos pMT1 y
PMTH9.

2.7.1. Subclonacion de los cé6smidos pMT1 y pMT9.

Para poder aislar fragmentos menores de pMT1 y pMT9 que
complementasen las mutaciones en los respectivos mutantes, decidimos
subclonar las bandas que resultaban de la digestién de estos cdsmidos con
BamHLI, en el vector pRK404. Por otra parte, ya que pVK102 no presenta
puntos de corte BamHI, se decidi6 religar los fragmentos BamHI que
contenian al vector. Las bandas electroluidas de pMT1 y pMT9 BamHI,
fueronde 7,3y 1,5Kby de 6,2, 3,0, 1,25 y 1,05 Kb, respectivamente.

Las ligaciones fueron transformadas en E. coli HB101, seleccionando
los transformantes de las religaciones en medio LB Tc, y las nuevas
construcciones en LB Tc IPTG X-Gal.

De los transformantes se aislé el ADN plasmidico y se comprobaron
por digestién con BamHI, las nuevas construcciones. En la Figura 30 se
muestran las clonaciones obtenidas, para pMT9 no pudo aislarse la
religacion del vector.

2.7.2. Ensayo en planta de las construcciones realizadas.

Las construcciones obtenidas en el apartado anterior fueron ensayadas
en planta. Se realiz6 la conjugacién de éstos nuevos pldsmidos con las
cepas RSP1MJ y RSP9M]J, los transconjugantes fueron aislados en TY Km
Tc y fueron inoculados en plantas de frijol. Los resultados obtenidos a los
21 dias aparecen en la Tabla 9.

De la inoculacién con la conjugacién RSPOMJ x pMT904, se
observaban nédulos morfolégicamente iguales a los inducidos por
CIAT899, pero con una tonalidad rosada, a diferencia de los inducidos por
RSPIMIJ que aparecen blancos. Estos nédulos rosados fueron esterilizados
y se comprobd el crecimiento de bacterias en medio TY Km Tc.
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1.5

- Figura 30.

A. Digestiones con la endonucleasa BamHI de las construcciones: pMT101
(carriles 1 y 2), pMT102 (carriles 3 y 4) y pMT103 (carril 5).

B. Digestiones con BamHI de las construcciones pMT902 (carriles 1 y 2),
pMT903 (carril 3), pMT904 (carriles 5 y 6) y pMT905 (carriles 7 y 8).



Tabla 9. Cepas inoculadas y fenotipos simbi6ticos observados en plantas de frijol.

Cepa Fenotipo en frijol
CIAT899 Nod*+Fix+
RSPIMJ Nod?
RSPOMJ Nod?
RSP1MJ (pMT101) Noda
RSP1MIJ (pMT102) Nod3
RSP1MJ (pMT103) Nod?
RSPOMJ (pMT902) Nod?
RSPOMIJ (pMT903) Noda
RSPOMJ (pMT904) Nodb
RSPOMJ (pMT905) Nod?d

a: Nodulacién presentada en Tabla 4.
b: Nédulos iguales a los de 1a cepa silvestre, pero de una coloracién rosada.

La inducci6én de n6dulos rosados por ésta conjugacién fue probado en
un segundo ensayo, obteniéndose los mismos resultados.

Tras los resultados obtenidos en este primer ensayo, se intenté una
segunda complementacién de RSP1, 21 y 25MJ con el plismido pMT904.
Se observaron nédulos rosados en aquellas plantas inoculadas con RSP1MIJ
(pMT904) y RSP21MJ (pMT904), no asi las inoculadas con RSP25MJ
(pMT904) que seguian presentando nédulos blancos (Tabla 10). Las
bacterias aisladas de los nédulos de tonalidad rosada fueron crecidas en
medio TY Km Tc.
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Tabla 10. Resultados del ensayo de nodulacién en frijol.

Cepa Frijol
CIAT899 Nod*Fix*
RSPIMJ Nod?
RSPOM] Nod?
RSP21MJ Noda
RSP25MJ Nod?d
RSPIMJ (pMT904) Nodb
RSPYMJ (pMT904) Nodb
RSP21MJ (pMT904) Nodb
RSP25MJ (pMT904) Nod?

a: Nodulacion caracterfstica de las cepas RSP (Tabla 4).
b: Nédulos rosados, morfolégicamente similares a los de 1a cepa silvestre.

2.7.3. Estudio por hibridacién de la presencia del fragmento BamHI
clonado en el cé6smido pMT904 en las mutantes RSP1, 9 y 21MJ.

Dado que el pldsmido pMT904 al ser introducidos en las cepas RSP1, 9
y 21M]J les conferia un fenotipo simbiético de nédulos rosados, decidimos
comprobar si el fragmento de 1,3 kb BamHI de que era portador el

pldsmido pMT904, correspondia al que en RSPIMJ contenia la inserccién
de TnS.

Para ello los ADNs totales de las cepas RSP1, 9, 21 y 25MJ, y
CIAT899, digeridos con EcoRI y transferidos a filtro de nylon, se
hibridaron frente a las 1,3 kb BamHI marcados radioactivamente.

La autorradiografia de la hibridacién que aparece en la Figura 31,

demuestra que no es el fragmento de 1,3 kb el que en RSP9MJ contiene al
TnS; aunque corrija parcialmente la mutacion.
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Figura 31.

Autorradiografia de la hibridacién frente al fragmento de 1,3 Kb BamHI de
pMT904 de: filtro con los ADNs totales de las cepas RSP1IMJ (carril 1),
RSPOMIJ (carril 2), RSP21MJ (carril 3), RSP25MIJ (carril 4) y CIAT899
(carril 5), digeridos con la endonucleasa EcoRI. El carril 6 corresponde a la
digestion del pldsmido pMT904 en BamHIL.



La misma sonda de 1,3 kb BamHI de pMT904, se hibrid6 frente al
filtro que contenia los c6smidos pMT1, pMT9, pMT21 y pMT25 digeridos
con endonucleasas de restriccién (Figura 32 A). Con esta hibridacién
quisimos comprobar si este fragmento de 1,3 Kb de pMT9 estaba
representado en alguno de los otros csmidos.

El resultado de la hibridacién se muestra en la Figura 32 B, donde no se
observé ninguna sefial de homologia de este fragmento, en pMT1, pMT21
o pMT?25.

2.7.4. Secuenciacion del fragmento BamHI de pMT904.

Por los resultados de complementacién de las cepas RSPIM]J,
RSPIMIJ y RSP21MJ con el plasmido pMT904 donde se observaba la
rastauracion del fenotipo simbiético de nédulos blancos, no fijadores, a
nédulos rosados con cierta actividad nitrogenasa, decidimos iniciar la
secuenciacién del fragmento de 1,3 kb BamHI e intentar encontrar una
homologia con secuencias ya publicadas.

Para ello las 1,3 kb BamHI electroluidas por GenecleanR II fueron
clonadas en el vector pSK*, previamente digerido con BamHI. Los
transformantes de esta ligacién fueron seleccionados en LB Amp IPTG X-
gal. El andlisis de los transformantes con la endonucleasa BamHI,
confirmd el aislamiento de la clonacién: pSMT904

El mapa de restriccién del plasmido pSMT904 se hizo tras la digestion
del ADN plasmidico con las endonucleasas: BamHI, BgIIl, Sall y sus
combinaciones dobles. El mapa de restriccién que de pSMT904 aparece en
la Figura 33.

2.7.4.1. Estrategia de secuenciacion.
Tras el mapa de pSMT904 que se muestra en la Figura 33 se decidieron

los fragmentos a subclonar en los vectores pBluescript de Stratagene y en
el vector M13mp18.
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Figura 32.

A. Gel correspondiente a las digestiones de los césmidos pMT1 en EcoRI
(carril 1), pMT9 en BamHI (carril 2), pMT9 en Hindlll (carril 3), pMT21 en
EcoRI (carril 4), pMT25 en Bglll (carril 5) y del pldsmido pMT904 en
BamHI (carril 6). .

B. Autorradiografia de la hibridacién del gel descrito en A, frente a la sonda
de 1,3 Kb BamHI del plasmido pMT904.
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Figura 33.

Estrategia de secuenciacién del fragmento de 1,3 KB
BamHI de pMT904. Las flechas horizontales indican las
succlonaciones realizadas, asi como el sentido de la
secuenciaciéon. Los puntos Sall y HinlIlI indicados en negrita
corresponden al vector pSK. O: oligonucledtidos de apoyo.



El vector pBluescript (pSK*) fue seleccionado por contener un sitio de
clonaje miiltiple (scm) con 26 dianas tnicas de restriccioén interrumpiendo
al gen lac Z; y por ser portador del gen de resistencia a ampicilina (Figura
34 A)

El vector M13mp18, es derivado de bacteriéfago M13 y se caracteriza
por ser portador de un "polylinker" con sitios de reconocimiento para 13
enzimas de restriccién. Se eligié para facilitar la obtencién de ADN
monocatenerio para la scuenciacién (Figura 34 B).

En la Figura 33 se muestra un esquema de las subclonaciones en pSK+
y M13mp18 a partir de pPSMT904, también se indica el sentido en el que se
ha realizado la lectura de la secuencia en cada uno de ellos.

Estas nuevas construcciones fueron transformadas a células de E.coli
cepa CMK y los transformantes fueron seleccionados por su crecimiento
como colonias blancas, en medio LB Ap IPTG X-gal, para las
construcciones en pSK; y por la apariciéon de placas de lisis de una
coloracién blanca en medio LB IPTG X-gal para las construcciones en
M13mp18.

pSMTO041 y pSMTO042, fueron obtenidas por religacién sobre ellos
mismos de los fragmentos de 3.800 pb HindIIl y 3.457 pb Sall de
pSMT904. Fueron electroluidos por GenecleanR 1I, religados sobre si y
transformados a E.coli CMK. p8MO01, p8M02, asi como p8M03 y p8M04
corresponden a las distintas orientaciones de los fragmentos Sall, indicados
en la Figura 33, en el vector M13mp18. ‘

2.7.4.2. Determinacion de la secuencia.

La secuenciaciéon del ADN de doble o de cadena sencilla, de los
plasmidos obtenidos en el apartado anterior, se llevé a cabo siguiendo el
método enzimatico de terminadores de cadena descrito por Sanger (Sanger
y col., 1977) y utilizando la DNA-polimerasa del bacteriéfago T7
modificada ("Sequenase version 2.0"). Para aquellos casos de aparicion de
estructuras secundarias, por un alto contenido de C+G, las reacciones se
hicieron con ITP (nucleétido anélogo al GTP que desestabiliza las
estructuras secundarias del DNA).
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Figura 34.

Mapas circulares de los vectores pSK(A) y M13mp18 (B), donde se
sefialan el origen de replicacién del bacteriéfago f1, los genes lacl y
lacZ y el gen de resistencia a ampicilina (Ap). Se muestran los sitios
de clonajes miiltiples de ambos vectores con algunas de las dianas
de restriccién iinicas que contienen. '
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En la Figura 35 se muestra la secuencia de nucleétidos obtenida a partir
del fragmento de 1,3 kb BamHI pSMT904 secuenciado.

El andlisis de la secuencia obtenida mediante el programa GCG y
Straider, nos permitié obtener el mapa grafico de los sitios de restriccion
unicos, asi como el de las posibles fases de lectura abierta, estos mapas se
muestran en las Figuras 36 y 37.

La comparacién de la secuencia nucleotidica obtenida, con las

contenidas en el banco EMBL/Genbank, mediante el programa FASTA del
paquete GCG, encontré una homologia que se recoge en la Figura 38.

3. ANALISIS GENETICO DE LOS MUTANTES.

3.1. Clasificacion de las mutaciones por hibridacion frente a Tn5::mob

Para poder estudiar el lugar de insercién de Tn5 en los distintos
mutantes RSP, y teniendo en cuenta las dianas de restriccién de TnS5::mob
(Figura 39), decidimos digerir los ADNSs totales de las cepas mutadas con
las enzimas Sall y EcoRI.
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Figura 35.
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Figura 36.
Mapa de los sitios de restriccién vnices encontrados en la secuencia
presentada en la Figura 35.
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Figura 37.

Mapa de las posibles fases de lectura abierta, encontradas sobre la secuencia
mostrada en la Figura 35.



LOCUS PSEARGRA 4408 bp ds-DNA BCT 15-MAR-1990
DEFINITION P.aeruginosa alginate regulatory proteins AlgR2 and AlgR3, complete

cds.
ACCESSION M30145
KEYWORDS arginate regulatory protein; regulatory protein.
SOURCE P.aeruginosa (strain 8830) DNA.
SCORES Initl: 62 Initn: 99 Opt: 119

52.7% identity in 328 bp overlap

350 360 370 380 390 400
Pmt 904 CGAGCTGTTGCGCCGGGTGGAGAATCTTGAGAGCGGCGCTTARAAGCGACCTGACCGATA
PEo bt f Forre bbbl
Psearg GCCTGCCGCGGGCAGCAACGGCGCCGCCCCGACCAGCGCCTCCTAAGGCGCTGTCTG-CA
3060 3070 3080 3090 3100 3110

410 420 430 440 450 460
Pmt 904 TAGACTGCGTTCAGATCCCCACCGAAGAGCGCGCCCACGGTGTTGCG~-~AAATATCTGA
T L e e e e e R N 1
Psearg AAGCCGCCGAGCCAAGCACCAGCAAAGCCCG-GCGCTCTG-CTTCCGTGCAGATGTCCCG

3120 3130 3140 3150 3160 3170
470 480 490 500 510
Pmt 904 CCGGCATCAGCGAGGACACCUGTCCGAACGGCNATAGCCGTGATGGC—--—-~ GCCGGAA
1 ! I (T T T T O B O bl P P
Psearg GCTGCAGGCTTGCAGCCAGGCATCCGCACTGCGATTCGCTTCCTGGCCCTCCAGCCAGGC
3180 3190 3200 3210 3220 3230
520 530 540 550 560 570

Pmt 904 TCGCCCCAGGTGCGCGATGCCTTGATGCGGCTTCTGGAAAG---GGACATCAAGGTCGTC

| e e 1 e
Psearg TGTGGCCAGGTCGGCCAGGCGTTGCAGGTGTTCCCGTTCCGCTCGTAGTTCCTGGGCCTT

324¢0 3250 3260 3270 3280 3290
580 590 600 610 620 630
Pmt 904 CAATTTCTAAAAGCTTCCCGCC--TCGGATTTCGTGGGCGTTGACAACTTCGCGGCAGGT
I | b Pl Frirnd PEEE PEEEEED b
Psearg CATTTCCTCGCGGAGTTCGGCCAGGCAGGCGTCGTGG-~-GTTG-CCGCTTCGCGCCAGGC
3300 3310 3320 3330 3340 3350
640 650 560 670 680 690
Pmt 904 GCAACGGCAGGACGATGATCGGT--GATCGCACGTTGTCGTCAGACACGGGAGGTGATGA
R RN ! A O N O
Psearg GCAAC-GCAATCTGCGCAGGGGTTCGATGACCGTTTCGCGCCAGGGACGCGCGGCGTTCT
3360 3370 3380 3390 3400
700 716 720 730 740 750

Pmt 904 TGTCGCAGAGACCATGCATCACTEGACGTATTCAGCGGCGTCGGTTTCGATACCATATCA

Psearg CCAGGATCTGGGCGCGTTCTTTCGAGCAGCTCACACCGCGCCTGCCAAGCCAGGCGGCGA
3410 3420 3430 3440 3450 3460

Figura 38.
Homologfa nucleotidica encontrada de la secuencia de la Figura 35, en el

banco EMBL, segiin programa FASTA.
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Figura 39.
Mapa de algunas de las dianas de restriccién y distancia en kilobases, sobre TnJ.

El fragmento mob se encuentra clonado en el sitio BamHI (Simon, 1984).

En primeras hibridaciones, frente a la sonda de TnJ5, de los filtros que
contenian los ADNSs digeridos, se observ6 que las cepas RSP1, 4, 9, 10, 21,
29, 30 y 44M]J presentaban un mismo patrén de hibridacién; e igual fue el
caso de RSP35 y 36M1.

Estos resultados nos permitieron agrupar las cepas RSP en tres grupos,
cada uno de los cuales aloja Tn5 en un mismo fragmento EcoRI o Sall. Un
primer grupo seria el formado por RSP1, 4, 9, 10, 21, 29, 30 y 44MIJ;
RSP35 y 36MJ un segundo grupo y como mutacion inica, RSP25MJ.

En la Figura 40 aparece el patrén de hibridacién de los ADNs totales
digeridos con Sall y EcoRlI, para cada una de las insercciones de Tn5

clasificadas.

3.2. Localizacion de las mutaciones en el genoma de R. fropici.

Para determinar si las insercciones de TnS en las cepas RSP eran
plasmidicas o cromosémicas, se hibridé el gel correspondiente al perfil de
plasmidos de las cepas CIAT899, RSP9, 25 y 36MJ (Figura 41 A), frente a
la sonda radioactiva de Tn5. Como control de la hibridacién se utilizé la
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Figura 40.

Autorradiografia de la hibridacién con la sonda del fragmento Hindlll
interno en TnS5-mob, frente a los ADNs totales de las cepas RSP1MJ
(carriles 1 y 2), RSP25MI (carriles 3 y 4), RSP35MJ (carriles S5y 6), y
RSP36MIJ (carriles 7 y 8), digeridos con Sall y EcoR1, respectivamente.
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Figura 41.

A. Perfil de pldsmidos que presentan las cepas CIAT899 (carril 1), RSP900
(carril 2), RSPOMIJ (carril 3), RSP25MJ (carril 4), RSP36MIJ (carril 5) y
CFNOQ37 (carril 5).

B. Autorradiografia obtenida tras la hibridacién del filtro descrito en A, con
la sonda TnS-mob.



cepa CFNO037, que presenta una insercién plasmidica de Tn5 (Soberén y
col., 1990)

La autorradiografia de la hibridacién se muestra en la Figura 41 B,
pudiéndose observar que en todas las cepas RSP, la mutacién aparece
cromosOmica.

3.3. Analisis de la mutacion RSP25MJ.

Para poder aislar la mutaciéon que afectaba a la cepa RSP25MJ,
decidimos intentar su clonacién en el vector pSK, a partir del ADN total
de esta cepa, digerido con la endonucleasa EcoRI.

Todo el volumen de ligacién fue transformado a HB101 y dos
transformantes fueron seleccionados en medio LB kanamicina (resistencia
conferida por TnS::mob) ampicilina. Las concentraciones finales en el
medio de cultivo de los antibiéticos fueron de 100 mg/ml para la
ampicilina y 25 mg/ml para la kanamicina.

El anilisis de los transformantes confirmd el aislamiento del fragmento
mutado (Figura 42).

3.4. Analisis de 1a mutacion RSP36MJ.
3.4.1. Clonacién de la mutacion RSP36M]J.

La clonacién del fragmento de ADN que lleva inserto el TnS5::mob, en
la cepa RSP36MJ, se realizé en pSK a partir de ADN total digerido en
EcoRlI, como ha sido descrito para RSP25MJ.

Sélo un transformante crecié en LB Km Amp (25, 100 mg/ml). El
estudio por restriccion del ADN plasmidico de este transformante,

confirmé la presencia del fragmento que contiene el Tn5, pero revel6
también la clonacién de otro fragmento EcoRI de 3,2 kb (Figura 43 A).
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Figura 42.
Anilisis por restriccién del fragmento EcoRI que contiene a Tn5-mob de la
cepa RSP25MJ, clonado en el vector pSK+-



3.4.2. andlisis por restriccion de los fragmentos EcoRI clonados.

Para el mapeo de la nueva construccién pMT536, se utilizaron las

enzimas de restriccién BamHI, EcoRI y Smal, asi como sus combinaciones
dobles.

En la Figura 43 B se muestra el mapa de restriccién del pldsmido
pMT536 con las endonucleasas BamHI, EcoR1, Hindlll y Smal.

3.4.3. Nimero de copias del gen mutado.

Utilizando como sonda el fragmento de 13,65 kb de pMT536, se
hibridé frente a los ADNs totales de las cepas RSP36MJ y CIAT899,
digeridos con EcoRI
La aparicién de dos bandas de hibridacién que se observan en la Figura 44,
tanto en la cepa silvestre como en RSP36M]J, indican la existencia de dos
copias del gen mutado.

3.4.4. Hibridacion frente a csmidos de su grupo.

Dada que las insercciones de Tn5 en RSP35MJ y RSP36MIJ aparecian
en un mismo fragmento EcoRlI, y que los c6smidos pMT35 y pMT36 que
las complementaban, en su andlisis por restriccién, presentaban bandas
comunes, quisimos comprobar mediante hibridacion, si ambos césmidos
portaban la regién interrumpida.

La sonda empleada para ésta hibridacién frente a los césmidos pMT35
y pMT36, digeridos con EcoRI+HindlIll, fue el fragmento de 13,65 kb de
pMT536. En la Figura 45, se muestra que pMT35 y pMT36 presentan una
banda comun de 3,4 kb que aloja el gen mutado.
3.5. Andlisis de 1a mutacién RSP9MJ.
3.5.1. Clonacién de la mutacién de RSP9MJ.

Para aislar la inserccién de Tn5 en la cepa RSP9MI se procedié de la
misma forma que ya ha sido descrita en los apartados 3.3 y 3.4.
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Figura 43.

A. Anilisis por restriccién de la clonacién del fragmento de RSP36MJ que
contiene a TnJ, en el vector pSK* (plasmido pMT536).

B. Mapa de restriccién de pMT536 con las endonucleasas: BamHI, EcoRl,
Hindlll y Smal.
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Figura 44,
Autorradiografia de la hibridacién con el fragmento de 13,65 Kb EcoRI de

pMT536, frente a los ADNs totales de CIAT899 (carril 1) y RSP36M]J
(carril 2), digeridos con HindIIl.
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Figura 45.

A. Corte de los césmidos pMT35 (carril 1) y pMT36 (carril 2) con las
endonucleasas EcoRI + HindIll.

B. Autorradiografia del gel mostrado en A, tras la hibridacién con la sonda
de 13,65 Kb EcoRI de pMT536.



Se aislaron en LB Km Ap tres transformantes, que al ser analizados
eran portadores del fragmento de 8,9 kb que contiene a Tn5.::mob en
RSPI9MLI. El plasmido aislado se denominé pMT509.

3.5.2. Mapeo del fragmento clonado.

El plasmido pMT509 fue digerido con las endonucleasas de restriccion
Hindlll, EcoR1 y HindllI+EcoRI. En la Figura 46 se muestran las dianas
con las endonucleasas Hindlll, EcoR1 y EcoRV encontradas.

3.5.3. Namero de copias del gen mutado.

El fragmento de aproximadamente 9 kb EcoRI de la cepa RSPIMJ,
clonado en pSK+, se utiliz6 como sonda de hibridacion, para localizar en el
genoma de CIAT899, el mimero de copias que presenta el gen mutado.

La hibridacién frente a los ADNs totales de CIAT899 y RSPOMJ
digeridos con EcoRlI, di6 una tnica sefial en ambos carriles: de 900 pb en
CIAT899 y como de 9 kb en RSPIMIJ (Figura 47). Lo que indica la
existencia de una unica copia del gen mutado, que en la cepa silvestre se
aloja en el fragmento EcoRI de 900pb.

3.5.4. Analisis por hibridacién del fragmento aislado frente a c6smidos
de su grupo.

Ya que los c6smidos pMT1, pMT9 y pMT21 podian complementar de
forma cruzada las cepas RSP1, 9 y 21MJ, asi como a aquellas otras cepas
clasificadas en estas mutaciones; y que por otra parte, el césmido pMT9 no
contenia el fragmento mutado en RSPIMJ, decidimos ver si pMT1 o
pMT21 alojaban al gen mutado.

En la Figura 48 A se muestra el gel con las digestiones de los cosmidos
pMT]1, pMT9, pMT21 y pMT25 con las endonucleasas EcoRI, HindIll y
EcoRI+HindlIl y que se utiliz6 para la hibridacién frente a la sonda de 400
pb EcoRV-Hincll de pMT509.

En la Figura 48 B se observa que los césmidos pMT1 y pMT21
contienen el fragmento de 900 pb EcoRI, mutado en RSPOMI.
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Figura 46.
Mapa de restriccion de pMT509 con las endonucleasas EcoRI, EcoRV
y HindIl1l.
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Figura 47.
Autorradiografia de la hibridacién frenta a la sonda de 8,9 Kb de pMTS509,
de los ADNSs totales de CIAT899 (carril 1) y RSPOMI (carril 2).
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Figura 48.

A. Gel correspondiente a las digestiones de los césmidos pMT1 (carriles 1,
2y 3), pMT9 (carriles 4, 5 y 6), pMT21 (carriles 7, 8 y 9 ) y pMT25
(carriles 10, 11 y 12), con EcoRI, HindIlll + EcoR1, y HindlIl.

B. Autorradiografia de la hibridacién frente al fragmento de 400 pb EcoRV-
Hindll de pMT509, del gel descrito en A.
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3.5.5. Secuenciacion de la mutacién que afecta a RSPIMJ.

Para poder identificar el gen mutado en la cepa RSPIMI, se decidié
secuenciar el fragmento EcoRI del plasmido pMT509.

En la Figura 49 se recogen las subclonaciones realizadas a partir de
pMTS509, asi como el sentido de la secuenciacién en cada una de las
subclonas.

Los nuevas construcciones en pSK+, fueron transformados a E.coli
cepa DHS5q, y la seleccién de los transformantes fue en medio LB Ap
IPTG X-gal, por su resistencia a ampicilina y coloracién blanca de las
colonias.

El ADN plasmidico extraido por gradiente de CsCl, fue secuenciado
seglin el método enzimdtico descrito por Sanger, y siguiendo las
instrucciones del Kit " Sequenase version 2.0".

La comparacién de la secuencia obtenida de las 900 pb EcoRl, segiin el
programa FASTA en GCG, detect6 una alta homologia con el gen ilv D de
E.coli K-12 (Cox y col., 1987). ilv D forma parte del operdn ilv GMEDA
ya descrito en esta cepa deE. coli , y que interviene en la ruta biosintética
de isoleucina, leucina, valina y 4cido pantoténico (Figura 50).

3.5.6. Localizacion de genes de la ruta biosintética de isoleucina,

valina, leucina y Acido pantoténico, en el genoma de R. tropici
CIATS99.

Dada la alta homologia encontrada entre nuestra secuencia del
fragmento mutado en la cepa RSP9MJ, con el gen ilvD descrito en E. coli,
decidimos comprobar si en R. tropici se conservaba la organizacién del
operén.

Por datos de hibridacién sabiamos que los c6smidos pMT1 y pMT21
contenian el fragmento de 900 pb EcoRI afectado por la mutacién, y
decidimos aislar de uno de los dos césmidos un fragmento mayor de ADN
que lo alojase. A partir del mapa de pMT21 y por hibridacién (Figura 51),
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Figura 49.

Estrategia para la secuenciacion de los extremos EcoRI adyacentes
a TnS-mob. Las lines horizontales indican las subclonaciones
realizadas en pSK, asi como el sentido de la secuenciacién. O:
oligonocledtido de apoyo
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Ruta biosintética de los aminodcidos ramificados y el 4cido pantoténico
(Primerano y Burns, 1983).
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Figura 51.

A. Mapa de restriccion del inserto HindlII del c6smido pMT21

B. Gel representativo de las digestiones de pMT21 con las endonucleasas
Hindll + Hindlll (carril 1), HindIll + Ps:I (carril 2), Hindlll + Smal (carril
3) y Hindlll + Xhol ( carril 4).

C. Autorradiografia del gel descrito en B, frente a la sonda de 900 pb EcoRI
de pMT?21.



comprobamos que el gen mutado estaba presente en un fragmento de
aproximadamente 7 Kb Xhol, el cual se pasé a subclonar en el vector pSK-

Los transformantes en E. coli DH5a portadores de la nueva
construccion pSMT217 fueron seleccionados por su crecimiento como
colonias blancas en medio LB Ap IPTG X-gal.

En la Figura 52 se muestra el mapa de restriccién del plismido
pSMT217 y la estrategia seguida para la secuenciacion.

En la Figura 53 se muestra la secuencia nucleotidica obtenida. El
alineamiento de la misma frente al operén ilvGMEDA deE. coli se hizo
utilizando el programa FASTA del paquete GCG, y se muestra en la Figura
54.

De la secuencia y su alineamiento con el operén ilvGEMEDA de E.
coli, pudimos comprobar la presencia de los genes ilvEDA, situados
contiguamente en el fragmento subclonado. Segiin la orientacién de los
genes y su localizacién en pMT21, se deduce que éste cédsmido aloje sélo a
estos tres genes; también creemos, por el tamafio del gen ilvE en E. coli, no
se encuentre completo en pMT21, y sean los genes ilvD y ilvA los que
estén complementando el fenotipo simbiético de RSPOMI.

De todos estos datos obtenidos respecto a la organizacién de los genes
ilven R. tropici se puede pensar, que la organizacién de los genes de la ruta
biosintética de isoleucina-valina, se encuentre conservada entre las
distintas especies bacterianas, como es el caso que aqui presentamos, €
igualmente su mecanismo de regulacién
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Figura 52.

Mapa de restricion de pSMT217 y estrategia de secuenciacion.
Las lineas horizontales indican el sentido de la secuenciacion,
y la subclonacién de 4,5 Kb EcoRI-HindlIll en pSK
(pSMT2145); O, oligonucledtidos de apoyo.



Figura 53.
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4. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Y SIMBIOTICAS DE
RSPIMJ

4.1. Caracteristicas fisioldgicas.
4.1.1. Crecimiento en medio minimo y auxotrofia.

Tras el alto porcentaje de homologia encontrado entre la secuencia de
ADN mutado en RSPOMI y el gen ilvD en E. coli, que interviene en la ruta
biosintética de isoleucina, leucina, valina y 4cido pantoténico, fue posible
conocer algo mds acerca de los requerimientos nutricionales de esta
mutacion.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se ha
comprobado el distinto comportamiento de la cepa RSPOMJ en funcion del
medio de cultivo en que se crezca y en todos los casos su requerimiento
nutricional se ve superado con la adicién de cantidades minimas de
casaminoacidos (0,05%).

Decidimos entonces comprobar que las deficiencias que presentaba la
cepa eran causadas por la interrupcién en la ruta de sintesis de los
aminodcidos: isoleucina, valina y leucina; asi como de dcido pantoténico.
Para ello, RSPIMIJ se crecié en medio minimo M9, y M9 adicionado de los
aminoécidos anteriormente mencionados, y de la vitamina, en distintas
combinaciones (Tabla 11). Solo la adicién de los cuatro compuestos,
permitid un crecimiento anilogo al de la cepa silvestre.

Tabla 11. Crecimiento presentado por las cepas CIAT899 y RSPOMJ en medio minimo y

adicionado.
M9 M9a MS%b M9c¢
18h-24h 18h-24h 18h-24h 18h-24h
CIAT899 + + + + + + + +
RSPOMJ - - - - - - + +
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a: Adicién de valina y leucina
b: Adicién de valina, leucina y dcido pantoténico.
c¢: Adicibn de isoleucina, valina, leucina y 4cido pantoténico.
+: Crecimiento. presentado por la cepa silvestre.

—: No se observ6 ningiin crecimiento.

Tras estos resultados, quisimos comprobar que la complementacién con
pMT?21, que corregia el defecto simbiético de RSP9MIJ, también lo hacia
de la auxotrofia. Se intento paralelamente una segunda complementacién
con la regién de pMT21 que contenia a los genes ilvD y ilvA (datos
comprobados por secuenciacién, ver punto III. E. 6) afectados en la
mutacién de RSPO9MIJ. La construccién del c6smido pMT2102, portador
del fragmento de 5,7 kb Xhol-HindIll (ilvD, ilvA) de pMT21 en pVK102,
se muestra en la Figura 55.

Las complementaciones de RSPO9MJ con pMT21 y pMT2102 se
hicieron siguiendo la técnica de conjugacion triparental, con la ayuda del
plasmido cooperador pRK2013. Los transconjugantes fueron seleccionados
en medio TY Km Tc Rf.

Los transconjugantes obtenidos, fueron crecidos en medios con agar:
M9, y M9 adicionado de isoleucina, leucina, valina y dcido pantoténico.
Todos los transconjugantes ensayados presentaban igual crecimiento en
ambos medios.

Se realiz6 un seguimiento del crecimiento de las cepas CIAT899,
RSPIMJ , RSPOMJ (pMT21) y RSPIMJ (pMT2102). Los medios de
cultivo empleados fueron M9 con y sin los suplementos nutricionales
ensayados anteriormente, y a las mismas concentraciones finales. La unica

diferencia en el medio usado fue la sustituciéon de la fuente de nitrégeno:
NH4Cl por (NH4)2SO4.

En la Figura 56 se muestran los resultados del crecimiento de las cepas,
después de un seguimiento de 48 horas en los medios de cultivo
anteriorment mencionados. Es curioso observar, que la cepa RSPOMIJ
presenta una inhibicién de su crecimiento en este medio.
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Figurass.
Césmido pMT2102, construido en pVK102 y portador
de los genes ilvD, ilvA de R. tropici CIAT899.
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Estudio del crecimiento presentado por las cepas: CIAT899, RSPIMI,
RSPOMJ (pMT21) y RSPOMI (pMT2102).



4.1. 2. Produccion y tipo de exopolisacarido.

La cepa RSPIMIJ produce distintas cantidades de EPS segin el medio
usado: YEM o ALLEN, pero en ambos casos es menor que la producida
por CIAT899 . En cuanto a la composicion del EPS, sélo se observan
ligeras diferencias entre ambas cepas (M.J. Romero. T. Licenciatura.
Universidad de Sevilla).

4.2. Caracteristicas simbioticas.

El fenotipo simbiético inducido en plantas de frijol por RSPIMIJ es de
nédulos con una morfologia similar a los inducidos por la cepa silvestre,
pero con una coloracién blanca (Figura 20), sin embargo no son nédulos
vacios como se comprobd por microscopia.

Las medidas de fijacién de nitrégeno por ensayos de reduccién de

acetileno, demostraron que se trata de nédulos que carecen de actividad
nitrogenasa.
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