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I.- INTRODUCCIOCN



1.~ LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Es un hecho cocnocido que uno de los factores limitantes
para el crecimiento de las plantas superiores es la disponi-
bilidad de nitrdgeno en el suelo. A pesar de que este ele-
mento constituye las 4/5 partes de la atmosfera terrestre, la
capacidad de utilizar directamente este componente esencial
de muchas molécuias bioldgicas estd restringida a unos pocos
grupos de microcorganismos procariotas, que fijan el nitrdgerc
recuciéndolo a 1ién amonio. Este proceso, denominado fijaci1dén

bicldgica de nitrégenc o diazotrofia, supcne en términos

o
Q2
3

ondmicos un encorme beneficic potencial; asi, se ha estima-
dc que 08 microorganismos diazotrdficos fijan e incorpecran a
ia biosfera aproximadamente 2 x 108 toneladas de nitrdgenc

~

anc (Burns y col., 13875), Jlo que compensa a nivel giotal

=

5o
las perdidas producidas por la desnitrificacidn.
Numerosas plantas se benefician de este prcocesc establie-

ciendc algun tipo de asociacidn con las bacterias fijadoras

de rnitrdgenc, pudiendo vartar ésta desdes una rizoccencs:

[0z}

asociacidén mas bDien casuall, hasta las mas sofisticadas v
efectivas simbiosis intracelulares entre bpacterias rizobii-
ceas y leguminosas, pasando por situaciones intermedias, ta-
es como 1as asociaciones entre determinadas plantas lefosas
y el actinomiceto Frankia , o las establecidas entre una gran

variedad de piantas y las cianobacterias Anabaena vy Nostoc.

Hace aproximadamente un sigic, Hellriegel Wilfarth
g

(1888) pubiicaron un trabajc =n el gue se describia por pri-



mera vez la observacién de fijacidn biolégica de nitrdégeno en
plantas 1egum1nosas; este hallazgo, que dié exp1icaciéﬁ al
Uso tradicional de las leguminosas como abono verde, pudo ha-
ber conducido a un incremento en la utilizacidn de tales
plantas; sin embargo, el descubrimientc por Haber de locs
principios de 1la fijacién industrial de nitrdgenc y la pro-
duccién de fertilizantes nitrogenados didé un estimulc tan
fuerte al uso de productos comerciales que la aplicacién de
las leguminosas decltind.

No es sino hasta la década de los 70 cuando diferentes
actores van a contribuir a la revalorizacidon de la fijacion
bioclégica de nitrdgeno, entre ellos cabe citar el continuo
incrementc en la demanda de n-itrégenc en la agricuitura, el

aumento de los precics de Jos fertilizantes comerciaies du-

rante la crisis del petrdlieo y algunas tascinantes, aungue a
veces axageradas, expsctativas basadas en 1a&s pecsiplitcades
de la gernética molecuiar. Desde entonces ta simbicsis rizo-
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bio-leguminosa viens siendo objeto de un estudic deta

ne sdlo por su evidente importancia econdmica, sinc tambien
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2.~ TAXONOMIA

Inicialmente, las bacterias que fijan el nitrdgenc at-
mosférico.en simbiosis con las leguminosas fueron asignadas a
zobieae), apareciendo de esta forma en en la primera Lista de
Bacterias Aceptadas (ALBN: Approved Lists of Bacterial Na-
mes) (Skerman y col., 1989), publicada por primera véz en el
International Journal of Systematic Bacteriology 1 1 de Ene-
roc de 1380, fecha gue supuso un nuevo punto de partida para
Ta nomenclatura de bacterias. En esta lista se incluyercn &
especies descritas dentro del género Rhizobium: R. Jjaponicun,

eguminosarum, R. lupini, R. melileti , R. phasecli

trifoclii. Esta clasificacion, ya histérica, considera el es-

pectro de nodulacidn como principal criteric taxondmico; ast
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por sjemp aislados de soja se

denominaron Rhi

o todcos lcos ailsltadcos de Lu~

pinus sp. fueron englcobados en la especie Rhizobium lupini.

Posteriormente, 1 génerc Rhizobium fue supdivididoe en

dos, Rhizcecbium v Bradyrhizobium, e incluidos Junto con Agro-

bacterium v Phyllobacterium en la famiiia Rhizobilaceae (Jor-
dan, 13847, Los miembrecs cde esta familia son bacilos aero-

bios, Gram negativos, moviles, no esporu’ados, y gue interac—

cionan con determinadas plantas dandc lugar a hipertrofias

corticales. Asi, las especies de Rhizcbium y Bradyrhiizcebium

inducen ia formacidn de estructuras especializadas, denomina-

das nddulos, en las raices de plantas leguminosas; dentro de



1os ndédulos, las bacterias se encuentran como bacteroides vy
reducen el nitrégenc mo]ecu}ar a amonio, gque es asimilable
por la planta, Mientras que 1os representantes de Rhizobium
poseen un tiempo de generacidon inferior a 6 horas y aciduian

el medic como consecuencia de su crecimiento, las especies de

Bradyrhizobium ( con anterioridad 1lamadcs Rhizobium de cre-

cimiento lentc) tienen tiempos de generacidén muchoc mayores vy

alcalinizan e1 medio en el gue crecen. En la clasificacion de
Jordan (1984), el género Rhizogium comprends tLres espscies,

R. meliloti, R. lot: {(de nueva creacidén, reccogida en ei su-

ek

olemento de las ALBN que abarca desde ! 1-1-1980 hasta e

1-1-1389) (Moore y Moore, 1983}, v R. leguminosarum, a su vez

con tres biovariedades: R. legumingsarum bv. viciaes, R. iggu-

mincsarum bv. trifolii y R. legumincsarum bv. phasecli, gue

corresponden a las anteriormente denominadas R. legumin
rum, R. trifcliii y R. phasecii, respectivamente. En cuanto

=
o

|

genero Bradyrh:zobium, éste s define como un rupo muy
hetercgéneo, con sélo unha especie bien caracterizada, B. Jja-

crecimiento

ponicum, cue corraspende a Rhizobium japcnicum de

o

lento (recogida ya como B. Japonicum en el suplemento ce la
ALBN hasta 1 1-1-1889) (Moore y Moore, 139395, Aungus cate
esperar gue como consecuencia de futurcs estudics aparszcan
nuevas &species © biovariedades, a falta de ésTos, 1a especie

R. 1lupini, 1lamada asi en base a su hospedador habituatl, es

asignada a Bradyrhizobium sp. (Lupinus). Asimismo, CLros Bra-

dyrhizcocbium se nombran ccomoe Bradyri sp., seguidc por

&l nombre genér-co de Ta planta a J1a que normalmente infectan



(Jordan y col., 1984).
Los métodos y criterios taxondmicos utilizados en 1la
elabocracidn de esta clasificacion incluyen estudios de taxo-

nomfia numérica, contenido de guanina mds citosina, homologia

de ADNs, patrones de proteinas, serologia, tipificacidn de

¥

agcs y composicion de polisacaridos extracelulares; asimismo
considera el espectro de infeccidn, fundamentalmente en ia
diferenciacién de las tres biovariedades de R. leguminosarum,

cero sdlo como complemento de los otros criterios anterior-
mente mencicnados.

Este soluciond la confusidn creada cuando una sstirpe se
revelaba capaz de nodular varios hospedadores, tal es el caso

2 los representantes de Bradyrhizopium, cuyo espectro de noe-

dulacion suele ser generalmente ampliic (Jordan, 1984); es

mas, s1 bilen es ciertc gue la mayoria de las especies d

(£

Rinizopium poseen un rangce de hospedador limitade, es relati-

vamente frecusnte encontrar casos de infeccidén cruzada , en
Tos gue determinadas estirpes de Rhizobium nodutan leguminc-

sas gue no son tipicamente las suyas’', o inciusc cepas de
Rrizobium de amplic espectro de hospedador, Cuyoc Casc mas ex-
tremo descrito s Rhi1zob um €p. NGRZ34, que es capar d& es-

ablecer simbiosis efectivas con méas de 15 especies de legu-

antas no 18guminosas, comoe

o
4

cea Parasponia andersoni (Lewin y col., 1887; Martinez

col., 1390). Por 4ltimo, a todo esto hay que afadir la exis-
tencia de plantas “promiscuas’, la mayocria tropicaies, <como

vigna o Macroptilium, gue son noduladas por una gran variedad

O




de especies de Rhizobium y Bradyrhizobium (Lewin y col.,

En el suplementc de ia Lista de Bacterias Aceptadas (Mo-
ore y Moore, 1989) aparecen dos nuevos géneros, escindidos

del género Rhizobium: Sinorhizobium, con las especies S.

fredii v $. xinjiangensis, y Azorhizobium, con una sola espe-

cie, A. caulinodans. Al igual que B. japcnicum, Sinorhizobium

proviene de la separacion de R. japonicum en base a su tiempo
de generacidn; mientras gue los de crecimiento lento fuercn
asignados a B. Jjaponicum, 1ios de crecimiento rapido fueron

denominados en principio cocme Rhizobium fredii (Scheila y El-

kan, 1984) y posteriormente como Sinorhizobium (Chen y col.,

1988).

-

E1 génerc Azorhizobium {Dreyfus y col., 128

i, €N oUrc

(49

momento 1lamado Rhizobium sp. (Sesbania), incluye simbrontes

——d

Ty e~ s -~ . L -
08 COom2 o enn raices

ague forman nddules efectivos tantc en ta

del género trepical

una leguminosa leficsa. Por otra

parte, Azorhizobium es Unicc entre las bacterias cue figan

rnitréogeno en simbiosis, y& gue es capaz de fijar nitrogeno

también en vicda libre, ‘ex planta’, y crecer 3 partir dal
nitrégenc moleculiar como uUnica fuente de nitrdégenc (Dreyfus

et al., 1383). Aunque posee un tLiempo de generac:ion simiiar
al de 1os rizobios de crecimiento rapidc (Rhizobium), recien-
tes estudios taxondmicos sugieren qgue, desde un punio de
~vista evolutivo, Azcrhizobium se encuentra relacionado con
Bradyrhizobium y Xanthobacter. Estos mismos estudics rela-

cionan a Rhizobium mas intimamente con Agrobacterium gue con




Bradyrhizobium {(Hennecke y col., 1985; Dreyfus y col., 1988).

Finalmente, y con posterioridad al 1 de Enero de 1989,
se ha descrito una nueva especie dentro del género Rhizo-
bium, R. galegae (Lindstrdm, 1989). En la Tabla I se incluye

la relacion de especies bien caracterizadas que comprenden

los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium y Azo-

rhizobium.



TABLA I. Relacion de especies bien caracterizadas que
comprenden los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium y Azorhizobium.

Género Hospedador
Especie Habitual

R. meliloti Medicago (alfaifa),
Melilotus, Trigonella x

R. leguminosarum

R. leguminosarum bv. phaseolil Phaseolus (Jjudia,frigol)
R. leguminocsarum bv. viciae Pisum (guisante), Vicia
(arveja), Lathyrus, Lens
(lenteja) x
R. legumincsarum bv. trifolii Trifolium (trébol)
R. loti Lotus
R. galegae Galega

Bracyrhizobium

B. Japonicum Glycine {socja

O
L

. frediq Glycine (soja)
S. xinjilangensis Glycine (soja)

Azorhizobium

A. caulinodans Sesbania

* lLas estirpes de 1a misma especie pueden nodular unoc ¢
varios de los hospedadores descritos.

<o)



3.- ETAPAS DE LA NODULACION

Con la Unica excepcion ccnocida de la uimédcea Parasponia
(Trinick y Galbraith, 198C), sélc los miembros de la familia
Leguminosae son capaces de establecer simbiosis con las bac-
terias rizobidceas. Los rizobics son habitantes del suelo, vy
aunque los nédulos se forman casi exclusivamente en las rai-

ces de las plantas hospedadoras, se han descrito ndédulos

efectivos en los tallos de los génercs Sesbania, Aeschynomene

y Neptunia (Dreyfus y col.., 1884). A medida gue se van obte-
niendo mas datocs, va aumentando la evidencia de la comple]i-
dad del proceso de noéu?acién; el tipo de 1infeccidn es go-
bernada en gran parte pcr &1 gencma del hospedador, y depen-
diendo de la leguminosa, aligunas de las etapas muestran va-

‘riaciones o incluso desaparecen, por elle es muy dificil ha-

blar de un esquema de infeccidn general, si bien podemos di-

o

ferenciar dos grandes etapas: una etapa de “patogénesis’, &n
la gue las bacterias cclonizarn e infectan la raiz hospedadoe-

ra, y una etapa "mutualista’, cgue desemboca en la formacion

gde un noédulo operative (Fig. 1).

10



ESQUEMA DE VINCENT

ALTERNATIVAS

Colonizacion
Unién

Curvatura del
pelo radicajl

Infeccidén
{entrada a la raiz)

Iniciacidén dei
nédulo (divisién
de células meris-
tematicas)

Liberacidon de
las bacterias

Diferenciacion
en bacteroides
Fijacion de
nitrégenc

Mantenimientc
del ndédulo

Figura 1.- Posible secuencia de la formaciodn

Entrada a traves
de fisuras o e-
pidermis intacta

Retencidén de las

bacterias en
cordones de in-
feccion

de nédulos fija-

dores de nitrégenco. Tomada de Sprent, 1989,

£1 preludio a 1a infsczion de la raiz es ‘a multiptlica-
cidn de los rizobios v 1a coionizacidn de l1a rizosfera. Pare-
ce ser que tanto la qguimictaxis (Busnhby, 1982, G&G&to vy
Schmitt, 18987), prcoablemente favorecida por sustancias
procedentes de la planta (Zaetanoc-Ancllés y col., 1383), ccmno
la electrotaxis (Miller vy col 1986a) son dos mecanismos



implicados en 1a colonizacién. Es en este momento cuando
tienen lugar fendémenos de competitividad, tanto entre rizo-
bios como entre éstos y otros microorganismos del suelo, y es
también durante este periodo de multiplicacién cuando los
genes bacterianos responsables de las etapas iniciales de la
nodulacién (denominados genes nod) son activados o inhibidos
por compuestos flavonoides exudados por el hospedador (ver

apartado 7.2 de Introduccidn).

¢t

Continuando con el radicional esguema de Vincent
(1980), el siguiente paso seria el contacto entre la raiz de
la planta hospedadora vy la célula bacteriana. 8in embargc, es
conveniente destacar en este punto que ia divisidn de las
céiulas meristematicas del 1intericr del cértex radical, qgue
dard lugar a la formacidon del ndédulo, puede ser estimulada
por los rizobiocs (probablemente debido a la produccion ds
factores difusipies) antes de que la infeccidn propiamente
dicha tenga lugar. Por ejemplc, tanto en soja como en aifal-
fa, la division celular precede a la infeccion cel peio ra-
dica’ 'Ca}vert vy col., 19$84; Dudley y col., 1987).

El éxitc de la infeccidn va a depender de si la combi-
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nacién planta-rizobic es compatible, ya gue, en gen
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limitado. habiéndose postutado varias hipdtesis para sxpiicar
eata especificidad de hospedador. La mas antigua se basa en
la produccidén de lectinas (gluccproteinas) por parte de la

célula vegetal, gue reconoccen y se unen especificamente a

residuos hidrocarbonados de Ja célula bacteriana (Da:z

oY

P4
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Truchet, 19883). Sin embargoc, aunque la mayoria de los autores
estan de acuerdo en que las lectinas estan implicadas de al-
guna manera en el proceso de reconocimiento, estas proteinas
no son las unicas responsables de la especificidad. Asi, la
presencia de polisacaridos en la superficie de los rizcbios
parece también ser esencial para el proceso de infeccidn
(Finan y col., 1985:; Vandenbcsch y col., 1985), existiendo al
menos cuatro grupos de ellos: polisacédridos extracelulares
(EPS), polisacéaridos capsulares (CPS), lipopolisacaridces
(LPS) v -1,2-glucanos. Aungue existe una gran controversia
scbre el papel que cada polisacarido juega en las diferentes
etapas de la nodulacidén, se apunta la posibilidad de que al-

guno de ellos reaccione con lectinas u otras moléculas produ-

ducidas por Ja raiz de 1 planta hospedadora (Bal y coil.,

31
o

1978: Sprent, 1988). Finalmente, se han asociado asimismo a
la unién bacteria-raiz algunas estructuras eucariotas, como
las fibrillas de celulosa (3mit y col., 1887), o procarictas,
como los pili {(Vesper y Bausr, 1886) o las adhesinas {(protei-
nas que se unen al calcic, posiblemente responsables dg i&
ormacién de agregados bhacterianos) {(Smit y col., 1887).

Una vez gue los rizobios han tomado contacte con la raiz
cde la planta, pueden darse varias alternativas para la infesc-
cidn, a su vez dependientes del hospedader: entrada via 2€i¢s
radicales, entrada a traveées de fisuras de la epidermis vege-

tal, entrada a través de la epidermis intacta, y pcr dltimc,

el caso particular de la no leguminosa Parasponia.

E1l método de entrada mas ampliamente utilizade es a tra-

-
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vés de Jos pelos radicales, siendo ésta la forma en la que

¢

normalmente scn infectadas la mayoria de TJlas leguminosas
agrondmicamente importantes, como la alfalfa, el trébol, la
soja, el guisante y la judia (Fig. 2). La presencia de las
bacterias va a 1inducir deformacicnes (curvaturas, ramifica-
ciones) de los pelios radicales en la que los rizobics guedan
atrapados; defcrmaciones, gue al igual que la posterior in-
feccidn, pueden depender de la presencia de polisacaridos de
superficie (Halverson y Stacy, 13988).

Posteriormente, vy en.ei nunto de contactc con la bacte-
ria, la pared celular del pelo radical se invagina para Tor-

mar una estructura tubular, el corddn de infeccidn, que, pre-

W
W
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cedido por el nuclec de Ta céliula del pelo radical,

hasta la base de esta célula, atraviesa la pared de la celula
advacente y continua avanzando a través de varias capas de
células corticales externas, conduciendce asi a locs rizcbics

sién meristemdtica esta teniendo ‘lugar. Dicho corddén de in-
feccidn esta formado por material de la pared celular vegsta
gue envuelve a 1o0s rizobics, 1os cuales se encuentran embedi-
dos en una matriz que pueds ser parciaimente de corigen bacte-
riano, pero gue también tiene glucoprcteinas del hospedader

(Bradiey y col., 1988); Ja estructura completa ssti rodsada

]

por una membrana formada por la extensidn de 1a membrana in-
vaginada.
En cuanto a la entrada a través de fisuras (mecanismc de

I PRI

crack” ), ésta se ha descrite en detalle en 1os geénercs Tro-
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cales Arachis vy Stvylosanthes (Chandler, 1878; Chandler,

1882), donde Jos rizobios penetran por el punto donde emergen
las raices laterales (donde apareceran posteriormente i1os no-
dulos) v se multiplican en los espacios 1intercelulares; en
estos géneros no se ha descrito la formacidén de cordones de

infeccidn. Es curiocsc el hecho de que Azorhizobium 1infecta

las raices de Sesbania por el método clédsico de curvatura del

pelo radical y formacion de cordones de infeccién (Qlsson vy

Rolfe, 1985), mientras gque la entrada en los tallos ocurre

)

por un mecanismc parecide al encontrado en Arachis vy Stylo-

losanthes, empezandc por la penetracidn a traves de 1os espa-
cios intercelulares de las células basales, y posterior for-
racion de un corddn de infeccidn (Tsien vy col., 1983; Duhcux,
1984). £sto nos demuestra gue es la planta, ¥y no la bacteria,

ta que controla el tipo ce infeccidn. De igual forma, algunas

estirpes de Bradyrhizobium penetran en algunos de sus hospe-

dadores via pelos radicaies v en otros via fisuras.

en algunas leguminosas lefosas, como Mimesa scabrella (Far-a

vy col., 1988), en las cuales no se ha observadoe la entraca de
rizobics ni a través de pelos radicales "tipicos’ (no produ-

cen regularmente pelecs), ni a través de heridas (1os ndduics

no estaban ascciados a raices

—d

aterales), pero si se formaban
nédulos en las raijces jovenes, aparentemente intactas.

Por ultimo, Rhizobium y Bradyrhizobium penetran en las

raices de la planta no leguminosa Parasponia mediante estimu-

lacion de determinadas zcnas de divisién celular, 1o gue ori-



gina una ruptura local de la epidermis; una vez en l0s espa-—
cios intercelulares del cértex, se forman los cordones de in-
feccidn, pero no se ha observado la formaci6n de éstos a par-
tir de pelos radicales (Lancelle y Torrey, 1984).

ActuaTmehte esta claro que la iniciacién de la division
celular en el cértex no es consecuencia de la infeccién. Como
se seRalé al principio, las divisiones corticales pueden (y
posibliemente 1o hagan) preceder a la entrada en la raiz; sin
embargo, si estas células que se dividen van a ser organiza-
das en un ndédulo, parte de ellas tendra que ser infectada por
las bacterias. Una vez gue alcanza el meristemo, el corddn de

infeccidén se ramifica, extendiéndose entre las células en di-

b

vision, v penetrando en muchas de eilas; 1os rizobics son en-
tonces Jiberados en el citeplasma de las céiulas hospedaccras

por un mecanismo de endccitesis, qguedando rodeados por unha

j$H]

envuelta de origen vegetal, la membrana peribacteroidal; en-

tonces

[¢4]

e dividen, en maycr © menor extensidn dependiendc de

a especie, y aumentan su tamaffio hasta convertirse en bacte-

roides pleomérficos, que son activos en la fijacidn de nitre-
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geno. Otras células guedan sin invadir y se

células especializadas, como las gue forman el tejido vascu-

lar periférico o las estructuras externas del ndédulo, adem
de las c¢élulas intersticiales, ricas en vacuo'las, cuya fun-
cidn parece ser la de manterer y nutrir a las ce
contienen bacteroides (Vance v col., 1588).

En ctros casos, las células vegetales pueden ser invad:i-

das por una "zooglea” {no un corddn de infeccidn organizadc),

16



siendoc los noédulos que se forman tipicos de 1os géneros Ara-

chis, Stylosanthes, Aeschynomenes y Dalbergia; en estos casos

no se ha descrito la formacidén de cordones de infeccidn ni
células intersticiales (Sprent y Faria, 1988).

Un tercer caso, mucho mas extremo, ocurre en algunos né-
dulos de leguminosas primitivas (Faria y col., 1887), y en la

ulmacea Parasponia, donde Rhizobium y Bradyrhizobium fijan

nitrégeno atmosférico retenidos en los cordones de infeccion
(Lancelle y Torrey, 1984). Antes de este descubrimiento se
creia que la liberacion de la bacterias a partir de 1cs cor-
dones de infeccidn era un requisito 1imprescindible para el
normal funcionamiento del ndédulo, pero ahora es obvio de gue
se trata de otra caracteristica determinada por la plantsa
heospedadora (Sprent, 198%). Asi, nos encontramcs con 1a para-
doja de gue mientras en algunas simbiosis las bacterias no se
encuentran nunca confinadas en un cordén de infeccidn, an
otras nunca van a ser liberadas a partir de 1os mismos, to-
do ello gobernado por el genoma de la planta ncspedadora.

£]1 estade final de diferenciacidn a bacteroide es
acompafiado por bastantes transformaciones; 1os metabolismos
de ambos simbiontes se hacen complementarics y cada unc es-

‘1

timula al otro a producir “"de novo' © a incrementar la sinte-

s1

(]

de sustancias especificas: bacteroidinas {por l1os bactes-
roides) como la nitrogenasa, enzima que cataiiza la redulcion
del nitrégenco molecular a amonio), y ncculinas (por la plan-—
ta). Estas (ltimas ha sido estudiadas extensivamente, aungue

se han caracterizado muy pocas, pudiendo varilar desde enzimas

17



{como tas uricasas) a componentes de la membrana peribacte-
roidal o pigmentos (como la leghemcglobina) (Govers y col.,
1887, Jorgensen y col., 1988; Konieczny y col., 1988). La
Teghemoglobina se combina con el oxigeno dando lugar a oxi-
leghemogiobina, de esta forma se consigue regular el nivel de
oxigeno, proporcionando energia a 1los bacteroides mientras
gue la nitrogenasa (sensibie al oxigenc) permanece activa;
hay gue destacar gue la sintesis de la leghemcglobina se rea-
11za en cooperacidn, siendc el grupo hemo producido por da
bacteria y la parte proteica por la planta hospedadora.
Aungue 1nicialmente se pensd que las nodulinas eran pro-
teinas especificas de Tos ndédulces, hoy existen pruebas de cue
muchas de ellas scn solc proteinas cuya sintesis es intensi-

ficada en Tos nddulos; asi, se sabe que 1o0s genes gue codifi-

la sintesis de la apoprcteina de la ‘eghemoglobina (con-

©
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siderada como la ncdulina maés caracteristica de los néduios
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ncuentran ampliamente distribuidecs
al reino vegetal, incluvende plantas no leguminosas e inclusc

no angéosaermas, Yy Que &a VvVeces son expresados, aungue a muy

bajo nivel {(Bogusz vy col 1288)
Comoc resultads de 1a colaboracidn metabdlica, la nitro-
genasa sintetizada por los bactercides reduce =1 nitrdgenc a

amonio, gue es exportadc a' citoscl de 'a planta hospedadcora
y asimilado por la via glutamino sintetasa; la planta reduce
21 dioxidc de carbono a azidcares durante la fotosintesis, vy
lcs conduce al ndédulo, donde la bacteria los utiliza como

f i

-
(¢

ntes de carboro y energia {(fotosintatos).
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Como ya mencionamos, &a diferencia de Frankia o de 1las

cianobacterias diazotréficas, y con la uUnica excepcidédn cono-

cida de Azorhizobium, los rizocbios en vida libre no pueden

utilizar el nitrégeno atmosférico como Unica fuente de nitroé-
geno; curiosamente, aungue durante la simbiosis la fijacidén
es fuertemente estimuiada, la g?utamino sintetasa bacteriana
se encuentra inhibida, pcr 1o gue el amonioc no puede ser uti-
l1izado por los bacteroides y asi los productos de la fijacisdn
son utilizados completamente para el beneficio de 1la planta
hospedadora.

Los nédulos formados en las leguminosas se pueden cla-

&

sificar en tres grupos principales de acuerdc a su forma,

i

—t

trogenadocs qu

6

u actividad meristemdtica y a los productos n

(

transportan: 1) nédulecs indeterminados: cilindricos, con me-

ristemoe apical, que asimilan el nitrdgenc fijado en amidas,

comc los de la aifalfa, &1 guisante y el trebol, 2) nddulcs
determinades: esféricos, con meristemo internc, gue asimiian

nitrégene Tijade en ureidos, como los del frijgol y ia so-

Jja, y 3) ndédulocs crotalocides, que rcdean la raiz primaria,
come jes de Lupinus alba (vance y col 1338)
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4.- ESTRATEGIAS Y METODOS GENETICOS UTILIZADOS PARA EL ANA-
LISIS DE LOS GENES BACTERIANOS QUE INTERVIENEN EN LA
SIMBIOSIS

Las manipulaciches genéticas en la rizobiaceas no son
tan faciles como en las entercbacterias. Ademds, el ané&lisis
de los genes es complicado debido a gque las bacterias en vida
libre nc se diferencian en bacteroides ni exhiben ningun fe-
notipc simbidético; asi, para observar un defecto en alguna
etapa de la simbiosis se hace necesario ensayar clones indi-
viduales en plantas independientes.. Desde gue se 1nicid el

estudic de la simbiosis rizecbio-legumincsa, se& han empleadc

numerosas técnicas gue har contribuido a la identificacidn,
clonacidn y caracterizacidn de los genes simbidticos. A fin

de simplificar, =n 1o sucesive utilizaremos 21 término
zotium® cuandc nos estemcs refiriendc a iogs cuatro gereros

{Rhizobium, Bradyrhizobium, Sincrhizokbium vy

cCome a un grupo.

4.1~ SInpioniIces
4,.1.1.- Experimentos de Lrars“erencia de material genseticco
Entre células de "Rhizcpium’, la transferencia de mate-

rial genético se puede llevar a cabc biern poer transduccion
(Buchanan-Wollaster, 1979: <Casadesus y Olivares, 187%; Shan

y col., 1881: Finan y col., 1584,
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que es8

21 metodo mas ampliamente utilizado.
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La mayofia de las especies de "Rhizobium” poseen grandes
pldsmidos, detectables por técnicas de electroforesis en gel
de agarosa (Eckhardt, 1978). Muchos de estos plasmidos con-
tienen genes necesarios para la simbiosis, por 1o que se de-
denominaron plésmidos simbidticos ¢ plasmidos Sym (pSym)
(Hooykaas y col., 1981). La transferencia por conjugacion de
pldsmides Sym es una estrategia muy Util para identificar ge-
nes que intervienen en la simbiosis, a la vez que se obtienen
estirpes con nuevas propiedades simbidticas; la cepa recepto-
ra para estos experimentcs puede ser una estirpe silvestre,
una estirpe (de la misma o diferente especie) afectada en su
capacidad simbidtica, © inciuso otros génercs, como Agrobac-

tumefaciens la especie mas utilizada.

E1 primer experimentc de este tipo fue realizado por

Johnston v col. (1978), que confirieron a dos estirpes de |

o
[

biovariedades trifolii v phaseoli de R. _leguminosarum (gue

nodulan trébcl v judia, respectivamente) la capacidad de nc-

dular guisante, el hospedador de R. leguminosarum bv. viciae,

cuando les introdujercn por conjugacicn el pldsmido simbidti-
co de esta bicvariedad. Hcy se sabe gue no todas 1as especies

de "Rhizobium" pueden expresar el rangc de hospedador de ctra

~

especie tras haber recibidc su pldsmido simbidtico (ver apdoc.

Los plasmidos Sym pueden ser autoctransmisibles, como su-

cede en algunas estirpes ce las biovariedades trifolii, pha-
seoli vy leguminosarum (Higashi, 1987; Johnston

<
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O



Rolfe v col., 1981; Lamb y col., 1985); sin embargo, ésta no
es una caracteristica general de todos los representante de

R. legumincsarum, Y en otros cascs, como en los plasmidos Sym

de R. mejiloti o 8. fredii, no se ha observado 7a autotrans-
misibilidad {(Kondorosi y col., 18%82; Appelbaum y col., 1985).
La movilizacién de un pléasmidc no transmisible, o del

cromoscma, se puede lograr mediante su ccintegracién con ctro

15

plasmido gue si 1o sea, habiéndose usado fundamentaliments pa-

ra este fin pldsmides del grupc de incompatibilidad IncPkP-1
(ver 4.2.1 de Introduccidn), come R6& (Kondorcsi vy Johnston,
1981) o su derivadc RB8.45 (Scott y Ronscn, 1382;. Alternati-

vamente, y en ve:z de usar e! propio plasmido autotransmisi-

- . o e L o ‘
bie, se puede introducir su secuencia de movilizacion (mnch,

también un tercer plasmimidoe, e "helper”, cue preporciong
T e ~ o Aeaf s s - P o - - p
los genes de transfarencia {(tra) en "trans’ (ver apdc 4.2.1
. 2, AY 7 < N —~ - P - 3
de Introduccidn) {(Kondorosi col., 1982:; 3imon Yy ¢ ,

midos del tipo RP4 conduje a la formacidon de una serie de
plasmidos derivados, de mencr tamalfc gue e1 autdctonoc s

"Rhizobkium”, denominados R-primas. Asi, trdas la moviiizacion
de los cointegradcs RP4-pSym a E. coli, se cbiienen una ser ¢

de R-primas que contienen 1a secuancia de RP4 junto con gran-



des segmentos. del correspondiente plasmido de "Rhizobium”;
puesto gue los R-primas reducen el tamafio de los plésmidos a
estudiar, éstos han sido muy Utiles para la localizacién de
regiones simbidticas (Banfalvi y col., 1983; Julliot vy col.,
1984; Engwall y Atherly, 1986; Nayadu y Rolfe, 1887)}.

ta transferencia de material genético desde E. coli has-

ta "Rhizobium” se pusede llevar a cabo por transformacion

(seivaraj e Iver, 1981; Hatterman y Stacy, 1980) o mas

frecuentemante por conjugacidn; para lo uUltimo se han

Y

estables, movilizables y capaces de replicarse tanto en E.

coli como en "Rhizobium” (ver apdo. 4.2 de Introduccidén).

4.1.2.- Eliminacisn de materia! genético

Un procedimisento =ficaz para la identificacidr cde
funciones simbidticas es la eliminacidn de dichas funciones.
Er el casc mas extremoc, si la curacidén de un dsterminadc
pldasmido va accmpafada de  1a desaparicidn de un fenctipc
simbidtico, podemocs conclulr gue 1cs genes de interés se 1o-
calizan en dichce plésmide En "RRizobium” , la curacidn de
plasmidcs se consigue gerne-almente mediants dna proicngaca

exposicion de 1as células & elevadas temperaturas; tras la

descripcidn inicial del métcocdo en R. legumincsarum bv. Lo3fo-

111 (Zurkeowski y col., 1€78), la técnica ha demestrads su

utilidad en otras especies {Banfalvi y col., 1981; Mcrrison
b ST A e - - ; - DR - p
col., 13883; Toro y Olivares, 1986; Rodriguez-Quifiones ¥y Co ..,
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1888). En 1u9ar de la curacidén total, también es posible
provocar deleciones internas en plasmidos (éanfa1vi y col.,
1381; Soberdn-Chavez y col., 1986; Toro y OQlivares, 1886) o
en el cromosoma (Skogen-Hagen-son y Atherly, 1983; Hahn vy
col., 1984); como vyva mencionamos, otra forma de generar

deleciones es mediante la construccién de R-primas.
4.1.2.~- Mutagénesis al azar

La mutagénesis es una herramienta muy tmpertante ccn Ti-

nes genéticos. La mutagénesis al azar, bien con agentes qui-

taz2. Meade v col., 1882; Forrai y col., 1833; Crhua y <ol.,
13284; Noel y col., 1884, So y col., 18&7; Van den Eeds y
o , 1987} Jna ventala muy Tmportants de la mutagenssas
SO0 LransSposones £8 gue una vez gue se ha creado una mutacion
simbidtica, e gen mutads puede ser clonado diractamentis an
E. coii, seleccionando = fragmento de ADN que confiere 1z

mutado, se pueds aisiar entonces a partir de un banct de
genes usandce 1 gen mutade comc sonda de hibridacion (ver

apdo. 4.2.3. de Introduccidn .
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4.2.- Clonacidn de genes simbidticos

La clornacidn de un gen de interés reguiere la construc-
cion de un banco de genes, o genoteca, de la estirpe silves-
tre de donde se qguiere aislar dicho gen; en el caso de las
bacterias rizobijdceas, la estrategia esta basada en Ta utili-
zacidén de vectores de clonacidon de ampiio espectro de hospe-
dador, estc es, que se repligquen tanto en E. coli como en

"Rhizobium” y gue puedan ser transferidos desde E. coli hasta
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n. Ademéds de su empleo conc vehicu-

Tcs de cleonacidén, muchos de ellos se han utilizado en el ma-

peo de cromoscomas de distintas especies (Forrai y col., 1383;
Megias y col., 198231, en la movilizacién de plésmidos indige-

nas no transmisibles o en Ja formacién de R-primas (ver apdo.
4.2.1 de Introduccidén); por ello, puede decirse que han
contribuido en gran medida al avance de la genética de
S50 e han venido utilizando fundamental-

mente dos grupcs de veciores, gue a continuacidn resumimos:
\.1

4.2.1.- Flasmidos del grupc cde incompatibilidad IncP-1

Lcs representantes de este grupo son plésmidos ce eleva-

do pesc moiecular (30 kilce

o

ases ¢ mas) y bajo numero de co-
pias (menos de 10 copias por cromosoma). Los estudios se han
centrado fundamentalmente en el pidsmido RK2 (Meyer y coi.,

s
(RSN

1977) vy sus derivados, gue han proporcionado la base para

vehiculos de clonacidén mads ampliamente usados. Tanto RKZ como



los plasmidos derivados de €1 exhiben un rango de hospedador
muy amplioc, pudiendo mantenerse establiemente en enterobacte-

rias, Pseudomonas, Acinetobacter, "Rhizobium” y Agrobacte-

rium, ademas de en otras muchas bacterias Gram negativas (ver
Schmidhauser y col., 1988 para revision). RK2, que es simi-
lar a RP1, RP4, R18 y R68 (Schmidhauser y col., 1988), pcsee
un tamafio molecular de 56,4 kb, los genes necesarios para la

replicacidén -0riv (origen de replicacidén), trfA y trfB-, fun-

ciones de transferencia -0riTl _ (origen de transferencia,
también denominadc regién meb) v genes tra, y confiere resis-

tencia a kanamicina, tetraciclina y ampicilina {(Meyer y coil.,

1977; Fig. 3a).

1o gue supone una mejora para sJ utilizacidn como vectores des
clonacién. Entre eilcs, pRKZ2SC (20 kb, Fig. 3b, Ditta y col.,

! o= b LA e o~ = v o im o . : NS P
1385) &3 €1 mas extensamente conocido v utilizado come vehd

e T P . G -~ . e L - ~

licacidn vy el origen de transferencia {(QriT) de RKZ, pero nc
T~ o~ . .~ o~ ~ o 3 —~ -~ . ~ o~

poses lcs genes tra necesarics para la c<ocnjuzacion; po

e

eli0, aungue ests vector puede replicar estabiemante, nNo pus-

de ser transferido 2 menos que le& sean proporcionadcs 108

genes Lra por un plasmide “helper’, com PRKZ2013 o pREZGTS
{Figursky vy Helinsky, 1379}, en los gue dichos genes Lra han



sido clonados en replicones CclE1. Tipicamente, pRK290 se
transfiere desde E. ¢coli hasta ”Rhizobigmf en una conjugacion
"triparental”, en la que la cepa receptora de "Rhizobium” se
mezcla simultaneamente con una estirpe de E. coli_que
contiene pRK230 y otra gque alberga el plasmido "helper”
Aungue tanto el "helper"” comoc pRK290 pueden ser transferidcs
a "Rhizobium”, sdlamente se mantendra pRKZ80.

Por otro lado, pRK290 ha sido modificado a objetos de
proporcionar otros marcadores selectivos y sitios de restric-
1

cién adicionales; tal es e! caso de los plésmidos derivados

pRKZ293 (Ditta y col., 1885

(h

vy pvK101 {Knauf y Nester, 1982).
En otros derivados de pRK290 se ha reducido aun mas el tama-
fo, como en pRK4a04 {(Ditta y <col., 12985 Fig.:c),‘eﬂ 1 guse
adamas se ha introducido un polilinker {(con numeroscs sitios

de restriccidon) fusicnado al gen lacZ de

Im

celil, gue ccdifi~

ca la sintesis de la enzima -galactosidasa; esto permite la

seleccidén de recombinantes mediante un facil ensavo en placas
{ver )

En otros derivados de nRE230 se ha clonado el sitio C£oS

del bacteridfago lambda, transforméndcse en cosmidos, con la

gran ventaja de poder ser aguetados in vitre®, la forma
mas eficiente hasta ahora conoccida de transferencia de ADN,

pcr tanto convirtiéndosse en 1dénecs para la construccién de

bancos de genes.

—

£1 primero de tales cdsmidos fue pLAFR1 (Frisdman vy

col., 198%2; Fig 4a) en el gue se han construido bancos de ge-

nes de numerosas espgecies de "Rhizobium® , como R. meliioty



(Long v cel., 1882); pDLAFR! (21.6 kb) posee un Unico sitic
EcoRI v codifica resistencia a la tetraciclina. Knauf y Nes-
ter (1982) afladieron a pRK23%0 el marcador de resistencia a la

kanamicina, el sitio cos de lambda y secuencias de reconoci-

miento para las endonucleasas HindIII, Xhol, Sall, EcoRI vy

Bglil; el resultado fue el césmido pVK100, a partir del cual

se origind pVK102 pcor eliminacidén del sitio EcoRI {Knauf vy
Nester, 1982; Fig. 4b). pVKIi0o0 y pVK102 tienen sobre pLAFR1
la ventaja de poseer mas sitios Unicos de restriccidn, inac-—
tivando muchoes de ellos algunc de los dos marcadores gue po-

seen; por otro ‘tado, el tamaflo de los tres césmidos (aproxi-

madamente Z0 kb)) les confiere una capacidad de clonacion de

2E~-35 kb, con las gue se obtendria un peso total adecuado
para et empaguetamiento {(Hchn, 1979); nc obstante, en casc de
utiitzar aiguno de los tres césmidos se aconseja desfosfori-

de los mismos, al objeto de evitar auto-

nes, lasg cuales, por su peso, serian empaguetables.

Més recientemente se han construido otros césmidos simi-

oGET7E, de 12 Kb (Selvaraj y lyer, 1%985), cuya utilizacidén no
requlere &1 tTratamiento previ con fosfatasa alcalina va gue

idad de empaquetamientc es mas remcta, al reguerir-
se la formacidn de un tetramero para alcanzar un tamafc age-

cuado.



4.2.2.~- Plésmidos del grupo de incompatibilid IncG

Los representantes del grupo de incompatibilidad
IncQ son generalmente piasmidos pegueRos (mencs de 10 kb) de
ailto numero de copias (40 o mas copias por cromosoma en algu-
nos hospedadores) (Barth y Grinter, 1974; Nagahari y Sakagu-
chi, 1978). Aungue no autoctransmisibies, pueden ser moviliza-
dos por el sistema de transferencia (genes tra) de plasmidos
pertenecientes a los grupos de incompatibilidad IncN, IncwW e
IncP-1 (Barth y col., 1%81) y, al igual gue estos Ultimos,
poseen un espectrc de hospedador muy amplio entre bacterias
Gram negativas {(Schmidhauser y col., 1988;,
Dentro de este grupo, la mayoria de lcos estudics han re-
caido sobre una serie de plasmidos similares: RSF1010, R300B,

R1162 y NTP2 (Barth vy Grinter

plicacion), repA, repB v repC, el origen de transferencia

nic) vy genes de resistencia a la tetraciclina, y sulfonamida
(Bagdasariam y col., 1981; Schclz v col., 1885). Simon y col.

{1983b) "insertaron las funciones de replicacisan y moviliia-

pe

cidn {nic) de pKTZ10 (un derivado resistente a

q AN -~ ; ; - P — 5 y
de RSF1010) &n pACY184, pRR3IZE y pACY177, resuitando plLPic4,

—

W

pSUPZC4 y p&URPECY, respectivamente: intreduccidén de a

secuencia cos de lambda asn el sitioc Pstl de pSUPi104 origine

21 cdésmidc pSUPIOE {(Simon y col., 1983).



4.2.3.- Estrategias de clcnacién

Una vez construido el banco de genes de la estirpe
silvestre de "Rhizobium", podemos seguir bdsicamente dos
estrategias para clonar &1 gen o los genes deseadcs, Yy puesto
gue son objeto de estudio en esta Tesis, los ejemplos gue

se citen estaran referidos fundamentalmente a los genes de

nodulacidn (ver apdo 7 de Introduccidn).

[45]

Es e] Gnico métcocdo gue demuestra la funcicnalidad de lco
genes clonadcs. £1 banco ce geres se conjuga “en masa’ <con un

mutante simbidtico o un derivade deletade ©

a un mutante Nod- de R.
Muchos ctros geres simbidticos se han cionado por este

de B. japonicum sp. {(Parasponia) {(Marvel » col., 1387), R.

2
|

leguminosarum bv.

bium sp. MPIK20230 (Bacrem v col., 1928) ¢ Azorhizobium cauli-



nodans (Van den Eede y col., 1987), entre otras.

- Hibridacidén "in situ”

Consiste en usar la genoteca comc blanco para

previamente clonado, pudiendo diferenciarse dos

generales:

un  gen

casoes

~-Identificacidn y clonacidn de genes simbidticos usando

3

Q

omo sonda

previamente a partir de otra especie. Este

e hibridacién un gen (o genes)

clonado

miento aprovecha el alto grado de conservacion exis-

tente entre genes simbiéticos de diferentes
de "Rhizchbium . Asi por ejemplo, utilizando
de nodulach de R, melilcti como sonda ra

fredii, respsctivamente.
-Identificacidén y clonacidn de genes simbidti

la versidn mutada del gen gue se desea clonar comc

sonda de hibridacidn frente a un banco de genes de la

estirpe silvestre {vser apdo. 4.1.3 de Intrcd

111 (Schofield y col., 1984) y vicis

1982}, usandc para 110 vecteores del grupo de

&)

cs, de esta forma se han clc
acidén de R. legumincsarum bvs,

ae (Downie

incompa-



4.3.~ Caracterizacidén de genes simbidticos

Los métodos utilizados para la completa caracterizacién
de una determinada regién de ADN incluyen el mapeo fisico con
endonucieasas de restriccién, la mutagénesis dirigida, la de-
terminacion de la secuencia nucliectidica y la realizacidn de
fusiones génicas.

Una de las técnicas genéticas mas podercsas usadas en la
investigacion de "Rhizobium’” es la mutagénesis dirigida, de-
sarrcilada en 13880 por uvkun vy Ausube para estab
furicicnamiento de Jas secuencias nif (ver apdo $.4.1 de In-

troduccioén) en R. meliloti. En el método 1nicialmente descri-

to, las células de E. coli que albergan la regidn de ADN
cionada son sometidas a mutagénesis con un transposdn; ios

fragmentos clonados gue 1levan insertado el transposdr se
identifican por aislamiento y mapeo fisico, trés 1o cual son

reclonades en un vector ce amplio rango ce nospedador, tal

fragmente mutado s2 ha recombinado en &1 genoma y reemplazade

marcadcr del <“ransposdn (por ejemploc necmicina sara Tni)
mientras gue se introduc en las células un  pltéasmido
incompatible con el wvector donde la copia mutada estaba

clecnada. E1 resultado es una cepa con una insercion mapsada
con precisidn en una secuencia de interés; s1 esta secusncia

es un gen funcional se puece investigar ahcra en-sayando su

[95]
[RS]



fenotipo en g?antas.

La mutagénesis dirigida, actualmente modificada y mejo-
rada (Marvel y col., 1987), ha sido una técnica indispensable
para el estudio de la genética de la simbiosis ( Kondorosi y
col., 1984; Djordjevic y col., 1985b; Jacobs y col., 1885,
Marvel vy col., 19&87; Géttfert y col., 1989).

El procedimiento normalmente utilizZado para estudiar la
expresién y regulacién de un gen determinado es la fusién ge-
nica; en este caso, los promotores de los genes de interés
son fusionados a geres informadores, a los que se les ha eli-
minado su propic promoctor y cuyo producto sea facil de ensa-

var. E1 gen ‘acZ de E. coli. que codifica la sintesis de 1a

enzima -galactosidasa, ha sido ampliamente utilizade, funda-
mentalmente por Ja simpiicidad del ensayc ¥ su féci? cuanti-
ficacién (Muiligan y Long, 1985; Rossen y col., 1985); otrocs
egewp?cé de genes informadores son los que codifican ia ra-

sistencia a un antibidtice, como el gen cat (cloranfenicol
acetil-transferasa) (Rogowsky y col., 1386), © la produzcidn

de biciuminiscencia, comc los genes 1ux (Legocki v zol.,

1988) v Juc {Palomares vy col., )
En este apartado hemcs intentado resumir varias estirate-
gias que han sidoc de gran utilidad para la manipulacicn del

genoma de "Rhizcebium” ; sin embargo, se publican continuamen-
te nuevos métodos, entre ellos, la descripcidn de una técnicsa
gue permite la construccién de estirpes de "Rhizcbium’ que

son receptivas al bactericfage lambda [(Ludwig, 1987). Las es-



pecies de "RhHizobium” son normalmente resistentes a la infec-
cién por lambda y este hecho ha impedido 1a utilizacidn de
las numerosas técnicas basadas en dicho bacteridéfago para el
estudio de la genética de las rizobidceas; el usc de cepas
receptoras de lambda permitird en adelante la aplicacidn de
estas técnicas, proporcionando a los genetistas otro metodo
para la transferencia de genes.

Para terminar con este apartadc, ss necesario 1lamar

la atencidn a algunas restricciones especificas impuestas por

1

—hy

st

s caracter

O
0
4]

Rhizobium”, es decir,

as del gencoma de
presencia de miUltiples copias de genes y la necesidad de ma-
nipular grandes segmentos del genoma.

Con respecto al primer problema, Ta reiteracion de ADN

~ s S N —~ 4 1 o -~ i e 3
es reconccida como una caracteristica general

o - - e - 5 b -~ —

Riizokium” (Flores y col., 1887); este nivel de relteracio-
- -~ -~ ’ -~ - P— . - PN S e =y g m g

nes &% nuayal en crganismos procariotas, nabiencoge gncon-

(Sapienza vy Doolittle, 71982) v Strsptomyces (Schrempf, 1320)
Esto supons un seric probiema para o1 andlisis genétice, es-
ceciaimerte cuandc se Intenta 12 mutagénesis o4& genes pr

tes en mUitipies copias, 1o gue obliga a mutar cada copia por
geparads croced miento  excesivamente laooriocsc vy oue  no
giempre se consigue Una alternativa pocria ser el ARN anti-

sentido © mic RNA {de mRNA-interfering complementary RNA)

J

gla sstéd basada 2n el hecho de gue ARNs compiementarics a un

ARN mensajero pueden inhibir la expresion de un gen por for-



macién de un daplex de ARN, 1o gue permite la silenciacidén de
una familia completa de genes.

Con respectoc al segundc inconveniente, existen intere-
santes perspectivas, como e} descubrimiento de endonucieasas
de restriccidn que reconocen secuencias de ocho pares de ba-
ses, o la posible utilizacidn de una serie de técnicas elec-
troforéticas llamadas en conjunto PFGE (Pulsed Field Gradient
Gel Electrophcoresis), gue consiguen una mejora en la eficien-
ciencia de separacion de mcléculas de ADN de tamafic elevado
Cantor v col., 1988). E1 uso de estas enzimas y las técnicas
de PFGE permitié la fragmentacidn del genoma de E. coii en 22

piezas y la construccién de un mapa fisico del cromosoma

completo de esta enterobacteria (Smith y col., 1837). Muy pc-




5.—- GENES SIMBIOTICQOS BACTERIANOS

Como se ha mencionado, la formacidn de nédulos fijadores
de nitrégeno es un proceso complejo, en el qgue intervienen
muchos genes de ambos organismos de manera coordinada, de
forma gue existe una continua comunicacidn, un flujo constan-
te de seflales -muchas aln sin ddentificar-entre “a planta
hospedadora y su simbionte; esto hace necesaric estudiar la
simbiosis nc desde un puntc de vista unilateral., sinoc mas
bién considerando la interaccidn planta-bacteria. A pesar de
todo ello, en este apartadc dnicamente nos referiremos

genes bacterianos que intervienen en la simbicsis, dejando a

JUn Tado ice de la planta, no mencs importantes Jque esca-
car a 108 objetivos de ests Tests

La aplicacidn de las técnicas de ALN rscombinante a’
estudic de 1a Tijacidn bicicgica de nitrogens ha proporciona-
do una lista cada vez mas orecients de genes dDacteriancs gus
intervienenrn en la simbicsis: a relacidén con ta pilanta es
iniciada pcr genes gue codifican sistemas por s cuales la
bacteria reconocce y se apro<ima a la raiz; moléculas sefiales,
como 1os Tlavonoides, med-an en una complela 1nteraccion e
Tos genes de ncdulacidn de 2 planta y los de 1los rizobios,

pelo radical; mientras las células meristematicas se dividen,
las bacterias se aproximan a ellas a través del corddn de in-
feccién, cuya formacidn depende de genes bacterianos implica

int
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terno, los rizobios penetran en las células vegetales en di-
sién y se Qifereﬂcian en bacteroides pleomérficos; es en-
tonces cuandc se expresan 10s genes bacteriancs gue codifican
a sintesis de la nitrogenasa y su regulacidén, ademas de

octros genes requeridos para la entrada en el bacteroide de

—d

e

las fuentes de carbonoc y energia ofrecidas por la planta, asf

como para su metabolismo.

Al intentar hacer una clasificacién de los genes bacte-
riancs gue intervienen en la simbiosis, nos encontramos con
21 probisma de gue en muchos CA308 NO 86 CoNnoce Con certelia
el papel que un determinadc gen tiene en el proceso; ademas,
N estd aun muy clarc si alguncs genes intervienen en una 30-

la etapa o si por el contraric estén involucrados en vars

j$)]
)

. R TN ~ g i~ ~ . i oo . o~ T 4 s om b om s
de 2lias. Tenilendo esto en cuenta, a continuacion intentare

mos resumir el cCAanocTmilento =t b ol 1 anétics de T
moOs resumir € | conoctimientd actda = ta genetica Gg i a

- N A =~ ~ 1 o~y = -~ -~ P - Teoo oo
de nodulacidn, gue son sl objetc de estudio de esta Tesis
=~ + -

LoceTerai.,



TABLA II. RESUMEN DE LOS GENES BACTERIANOS SIMBIOTICOS

GENES REQUERIDOS PARA LAS ETAPAS TEMPRANAS DE LA NGCDULACION

- Genes de movilidad (mot,fla) vy guimiotaxis {che)

~ Genes tempranos de nodulacidén (nod)

- Genes implicados en la fermacidn del corddn de infec-
cidén y desarrollo del ndédulo (exo, 1ps, nhdv)

GENES REQUERIDCS FPARA LA FIJACION DE NITROGENC EN EL NCDULO
- Genes de fijacidén de nitrégeno {(nif,fix)

- Otros genes {dct, hem, hup)

£.1.- Genes de movilidad y guimictaxis

Los genes para la sintesis de flagelos (fila), movilicad
{mot) ¥y guimictaxis {che) han sidc mapeadsns &5 21 Cromoscma
de R, meliloti {(Ziegier y czol., 18386).

Aungue 1as cepas moviles son mas competitivas gue 1cs
mutates afectados er Ta movilided, dichcs mutanmtes ncduian

N e s PR P N ¢ . Nl 19200
ssenciales para le simbiosis {(Ames y col., 1880;.
1~ 1T oA < - - - ~
Por otro tacc, el analis e de mutantes ha revelads gue

en R.melilcti pusden existir dos vias para ‘a cuimictaxis,
una general y ohra especifica para exudados de la planta, gus

1888), pero gue Cosee otros quimiocatraventss especificos, co-
~a
Sl



mo la Juteolina {Caetano-Ancllés y col., 1988), un compuesto
gue ademas es un inductor de los genes nodABC (ver apdc 7.2.3

de Introduccidn).

5.2.- Genes temprancos de nodulacidn

Desde un punto de vista del ferotipo y de la dencmina-
cidén de los genes, la nodulacidén se considera como la emer-

gencia de nédulos, funcicnales ¢ nc. Los genes nod se han

. -
= o n E - e A F A R,
Lcs ganes de orimer grupc parece codificar funciones

o -~ 4 _- o 3 - =, o~y ~

sue no son hospedador-especificas, ya gu son  capaces de
o~ b R R S 4 il " -~ 3 o N
reempiazar funcicnalmente a 1os genes egulvalentes en ClLras

2species de el rargo de
rospedador de gstos  genes
estéan implicades en la curvatura del pelo radical y en la
induccidén de la crgancgénesis del nddulo (Kondorosi oy CCl.,
1884, Diordjevic v col., 1885a&; Fisher y col 1388, Marvel ¥
col.,, 1885

Los otres ganes de nodulacidén confisrsan especificicad

ar urs determinada planta hospedadora y nho son

Funcionalmente intercambiables entre las diferentes espscies,
y& que cuandc son transferidos, en la mayoria de 10s 2asos se
P BTN o — o ~ P . - e B ] i - YR N o~
cpotienen cepas recepltoras gque ahcocra noduian al nospedaccr €8

pecificado por los genes gue han recibido {Kondorosi y zol.,

o8]
w



19284; Djordjevic y col., 198Ba; Debelle y col., 1986).

De esta forma, los genes nod se han agrupado tradicio-
nalmente en dos categorias: genes nod “comunes” y gJgenes nod
"especificos” (también denominadcs genes hsn) (Horvath vy
ccl., 1988); sin embargo, hasta que las funciones bicguimicas

de estos genes terminen de dilucidarse, parece prematuro

asignarlos a otra categoria genética que no sea la de nod

7 -

{ver apdo. 7 de Introduccian).

5.2.- Ganes implicados =18 la Formacidén de] corddn  de
“nfeccidén y en el desarrcllo del nédulo

tste apartado se refiere fundamentalmente a lce polisa-
cadridos de superficie de "Rhizobium”, cuyas categorias y ca-
racteristicas fueron revisadas por Carlson (198Z2); Lbrevemen-

ares {CPS), Tipopolisacaridos de la membrana ex-

e . b Yy = — - . 3 "

cerna (Lro) Yy ~GiUZaNcs S1Ci1Cos.
o + O e 2T

S - Genes exo

)

LOS genes exo particigsan en la la sintesig de 108 pCLI-

[

inicialmente por Leigh y col. (1385), en los gus las muta-
ciones impedian la produccion de EPS, se han 1do afladiendc

P .
otros genes exgo (Finan v <ol 1988 Long y COi.
Lt N o r R b



y col.,1988b). Hay gque destacar gue algunas mutaciones exc
son pleiotrépicas, afectando también a la sintesis de -glu-
canos y de LPS.

Se ha comprobado gue mutaciones en al menos 8 genes

(exoA, exoB, exoC, exoF, exolL, exoM, excP y excQ) provecan la

inhibicidn en 1a produccidn de polisécarido extraceitular
(Long y col., 1988b); acemas, se han definido otros dos genes
que afectan la sustitucion acidica, exoH para la succinila-

cidén (Leigh y col., 1887) y otro gen, aun sin denominar, cuya

mutacidén da lugar a una sintesis exagerada de un EPS defi-

ciente en Jos residuocs terminaies piruvatos (Miiler y col.,
1888}

Mientras gue 1as mutacionss en todces eshtcs genes dan
tdgar a nddulcs no fijadorss, ohbros genes adicionales, como
exoN, ex0G, exod, excD vy excX tienen afactos cuantitativeos en
la produccidén de EPS, perc no en todos los cascs sus mutacio-
rnes afectan & las propiedades simbidticas (Long v col.,
1382b); ademés, Tla
sintesis de EPS,

5.3.Z.- Genes ips

Los estudios de essitos genes no se gncuéntran tan avarza-

dos como los de lcs genes exo, vy se han centradc fundamental-
Pt ’ E

[}

mente en el lipopolisacdride de R. legumincsarum bv. ghasec-

p. &

Por mutagénesis con Tns, Noel y col. (1986 originaron



un mutante ihcapaz de establecer un cordén de infeccidédn nor-
mal en Jjudia, aungque si provocd deformaciones en los pelos
radicales y estimuldé la divisidén celular en el cértex; el a-
nalisis quimico del LPS de dicho mutante reveld la ausencia
de su antigeno somaticeo ¢ (Carlscon, 1987), lo gue indica que
se requiere un lipopoiisacaridc completo para sostener el
Ton

Mas recientemente sc¢ han C do dos re

8}

icnes de ADN gue

«

contienen genes para 1a sintesis del LPS (Ips) de R. legumi~-

nogarum bv. phaseoli (Cava y col., 1289
f=4 i) o) -} o~ o
5.2.2.- Genes ndv
5o - SNUNUIE S o e St A w7 o mem e o o
LO8 ganes mpi1C&accs ia s8inTestgs y o= transporte del
~1,2-glucans c¢iclico caracie~istico de Tas rizobiaceas, ndvA

v ndvB, se identificarcn irntcialmente en R, melilotil por nho-
melogia con las regiones ghvA vy chyvB de A, _tumefaciens, <on
las qgue son intercambiables (Dylan vy <ot
1988

1 gen ngdvB es ¢ sara Ta produccidn e ouna pro-
teina de 225 kDa a la gug = 3-glucanc se& une durante su sin-
tesis (Zorreguieta y Ugslde 1986.; Geremia vy <o0i., 1 .
mientras gue Tens probabliemente en €1 transporte
del -~glucano fTuer e s célula tras sd sintesis |
y col., 1388).

Recientemante se har detectadoe genes homdliogos a 108
de R., meliloti en otras csepecies de Rhizobium y Bradyriizo-




bium, siendo su localizacidn en todos los casos cromosémica,
y encontrandose en algunos de ellos reiteraciones (Coronado vy

col., 1589).

Aunque estimulan Ta divisidén meristemdtica y a menudoc
provocan la curvatura de Jlos pelos radicales, los mutantes
afectados en la produccidén de EPS (Finan y col., 1985; Leigh
y col., 1985; Miiler v col., 1888), LPS (Noel y col., 1888;
Carlson y col., 1986) o B-1,2-glucancs (Dylan y col., 1986
presentan un fenotipo bastante comdn, que se caracteriza por
i

- A A o~ - -~ . c ~ - [P . -
a formacion de nd6dulcs pegueRcs, en l1os gue no se han forma-

do cordones de infeccidn {(Finan y col., 1985; Leigh y col.,
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noduto, parecen serio al mencs en los primeros estadics de iz
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ianeraimente origina nédulcs vacios, el rango de hospedador

«

de la bacteria mutada a menudo permanece invariable (Finan ¥
col., 1985). En tales casos, los pclisacaridos no intervienen
en la especificidad de hospedador; sin embargo en ctros, ¥y
dependiendo de la legumincsa hospedadecra, si parece existir
una estrecha relacidén entre la produccidn de EPS y capacidad
para nodular una planta determinada {(Chen y col., 1885; Bor-
thakur y col., 1986), sugirierdo gue una parte de la especi-

ficidad estd mediada por polisacaridces de superficie y ocurre

dor es un fendmenc muy comp

3 3 4 + o - - e R
vel, s$1no gue parsce como s1 14 bacterta, a medicda gue invade
- RPN b -~ - - ~ 3 - - - - o -~ - -

a planta, fuera abriendo una 1lave tras otra, descifrando,

inclusc ya dentro del nddulzs, las claves gque su simbiconte le
presenta. Asi, ya en las promeras etapas se admite la in-
teraccidn especifica de nlanta {compuestos
cuimicatraventes v/c inductcres o represores de J1os genes
nod) v las bacterias, v entre los polisacdridos de superficie
bacteriancos y lag lectinas: oor otro lado, la formacion deb
cordén de infeccidn nos of ctro ejemplic de posibie in-
teraccion especifica.

Ademés de éstos, se ha shribuide otrog papeles & 1I8
pcliisacéaridos de superficie ce ", Puede ser gus os
exopclisacaridos an algunas aspecies y los Tipopclisacar-dos
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ner y col., '1988); también se ha postulado que los z=PS
{(Djorjevic y col., 18&87) ¥ 1los LPS (Jones y col., 1987)
oprevienen a la bacteria de una reaccidon de defensa de la
planta; no olvidemos & este respecto que 1os primeros
estadios de la interaccion tienen méds de patogénicos gue de
mutualistas; por Gltimo, el -glucano ciclico ha sido

involucrado en la adaptacién osmdtica durante la invasidn

5.4.- Genes regueridecs para la fijacidén de nitrdégenc en &°

noduloc maduro

Les genes regueridos en los estadics finales de la

simbiosis se identificar fundamentalmente porgque mutaciones
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5.4.1.- Genes de fijacidn de nitrdégenc (nif, fix)
Los genes que funciocnan especificamente en la fijacién
de nitrdgenc se designan <e dos formas: agusllos gue son ho-
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mélogos a los genes nif de Klebsiella pneumoniae son designa-

dos con los mismos nombres, 21 resto son denominados fix. De

los 17 genes nif identificados en Klebsiella, al menos 8 se

han descritc en varias especies de "Rhizobium” (ver Gussin vy

col., 1986; Hennecke y col., 1388, para revision);

Los primeros en ser estudiados fueron los gue codifican

la sintesis de ja enzima nitrogenasa, nifHDK, que se han en-

contrado en todas l1as especic

4]

s estudiadas (ver Martinez ¥y

ke

col., 1990 para revisidén), aungque su organizacidén varia de
unas a otras, encontrandose reiterados en algunas estirpes de

la biovariedad phasecli de R. legumincsarum {(Quinto y col.,

1982}, Rhizobium sp. NGR2Z4 [(Morrisen y col., 1983)

fredii (Prakash y Atherly, 1984 y A. caulinodans {(Norel vy

nicum son nifiN. rifE v nifB, que participan en

del componante I ce la nitrogenasa. Esta erzima opera con un
gran gasto energético {(necesita 28 molies de ATP para reducir
dn o mel de nitrdgeno) y es oxigenclabil (ver Long, 1989 para

-h

Fambién se han identificado numerosocs genes T1i1x, perc
tas funciones bioguimicas de la mayoria de ellos permanecen

per esclarecer; alguncs guardan semejanzas con ferradoxinas

bacterianas u otras proteinas cue se unen & metales, habidn-

dose propuesstc gue estos genes codifican componentes sspecia-

tizados para Ta transferencia de electrones durante Ta



simbiosis.(Earl y ccl., 1887; Ebeling y col., 1988; Hennecke
y col., 13988; Iismaa y Watson, 1987).

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno tipicamente regulan
la expresién de los genes nif en respuesta a la disponibili-
dad de nitrégenc y a la tension de oxigenc. De 1os genes re-
gﬁladores, nifA juega un papel muy 1importante en el proceso,
habiéndose encontrade gue su producto activa la transcripcion

de los prcemotores nifHDK, nifB, nifN y otrcs promotores fix

(Szeto y col., 1984; Weber y col., 1985; Aguilar y col.,
1987; Buikema y col., 18&7}; a su vez, la expresicén del gen

- I o~ . - O — - - - I3 - 5 ~ -
adaptadas =z un estilc de vida simbidtico; por ello, genes que
- ~ o~ PR - - 3 A o o, 7 P o~ e
ne son esenctzles en vide 1ibre pueden ser ¢ en simbicsis pa-

ra 21 metabciismc Ze Tcs bactercides en 21 nddulc, © ragueri-
A
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des para iocgrar una mayor efectividad de ta figjacion ds P -

trégenc; muchcs ce 'os genes Tix alin no caracterizados perte-
necen prebaciemente a este Lipo De particuiar Interés son
tres grupocs de zenes, a saber, Jjos regueridoes para e: trans-

porte de &ac- dos dicarboxilicos {(dect), locs gque codifican 'a
q e o ~ 1 o~ ~ T o~ e -~ ~
bicsintesis cdel grupc hemoc (hem) vy los genes de la enzima



hidrogenasa (hup), respectivamente.

Los &cidos dicarboxilicos del tipo fuméarico, malico o

succinico se consideran como las mas probables fuentes de
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carbonc y energia proporact
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das por Ta planta (fotosintatos)
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y utilizados por 1cs bactercides en los nddulos. Esto se
fundamenta en parte por el heche de gue la enzima encargada
de su sintesis, la fosfcenol piruvato carboxilasa, es sinte-
tizada en el ndédulo en cantidades muy supericres al resto de

interior de los
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Curante 1a fijac ¢n cs nitrdgenco, la baja concentracidn

de oxigenc reguerida para ‘a actividad nitrogenasa s mante-
nida por la leghemoglconina, la cual da a los nédulos un color
rosadc caracteristicc. E1 sofactor heme es producido por la

bacteria, habiéndose clornade, en el caso de R. meliloti, el

gen hemA, Qque se transcrioe tantoc en vida libre como en
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simbiosis y codifica la enzima delta aminolevulinico sinteta-
sa, primera ge la via de sintesis del grupo hemoc (Leong y
col., 1982; Leong y col., 1985).

Los mutantes hemA de R. meliloti fueron Fix-, indicando
que este gen es necesario para la produccidén de una leghemo-

globina funcional (Leong y col., 1985).

Genes hup

Durante la reaccidén de reduccidén de nitrégeno cataliza-
da por la nitrogenasa se pierden grandes cantidades de ener-
gia en forma de hidrégeno (Hz); algunas estirpes de R. legu-
minosarum bv. viciae y de B. japonicum poseen un complejo en-
zimdtico independiente, cuyo primer componente es la hidroge-
nasa, (sistema Hup) que recicla el hidrégeno oxidandolo de
nuevo a protones, ganando poder reductor y salvando parte de
1a energia que de otra forma se perderia en el aire (Dixon,
1968); esto supone una mejora en la eficiencia de la fijacidn
de nitrégeno, gue se traduce en un aumento del rendimiento de
las cosechas de leguminosas (Schuber y Evans, 1976).

Los genes hup de B. Jjaponicum estan localizados en el
cromosoma y fueron clonados por complementacidén de un mutante

Hup~ (Cantrell y col., 1983); por el contrario, los de R. le-

guminosarum bv. viciae son plasmidicos (Brewin y col., 13880)
y fueron aislados por el método de hibridacién de colonias,
usando como sondas los genes hup de B. Jjaponicum previamente

clonados (Leyva y col., 1987, 1990).
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La transferencia de plédasmidos con los genes hup de R.

leguminosarum bv. viciae a R. meliloti condujo a la detec-

cidén de actividad hidrogenasa en los nédulos inducidos por la
cepa receptora en alfalifa (Bedmar y col., 1984; Behki y col.,
1885), si bien esto no resultd en un incremento de la biomasa
o del contenido en nitrégeno de las plantas noduladas (Behki

y col., 1985).

6.~ LOCALIZACION DE LOS GENES SIMBIOTICOS, LOS PLASMIDOS SYM

En la especies de Rhizobium y Sinorhizobium, la mayoria

de los genes necesarios para la nodulacién y fijacidn de ni-
trégeno se localizan en un pléasmido, denominado por ello

plasmido simbidtico o pSym {(Johnston y col., 1978; Beynon y

col., 1980; Banfalvi y col., 1981; Hombrecher y col., 198%1;
Hooykaas y ccol., 1981); otros "loci” simbiéticos se mapearcn
en el cromosoma (Noel y col., 1984; Dylan y col., 1986) o en
otros pléasmidos (Finan y col., 1986; Toro y Olivares, 1986;

Martinez y col., 1987).

En Bradyrhizobium y Azorhizobium, los genes simbidticos

hasta ahora descritos no estéan aparentemente localizados en
plésmidos, por 1o que se supone que son cromosdmicos (Hau-
gland y Verma, 1981; Masterson y col., 1982; Van den Eede y
col., 1887).

La Tabla III resume la localizacidén de los genes simbid-

ticos descritos.

50



Los plasmidos Sym

Durante mucho tiempo, el estudio de la fijacidén bioldgi-
ca de nitrégeno estuvo 1imitada a los plasmidos de "Rhizo-
bium”. La presencia de grandes plasmidos es una caracteristi-
ca de las rizobidceas, variando su numero y tamafo no sdélo
segun la especie, sino también en las distintas estirpes den-
tro de l1a misma especie (Prakash vy Ather1y, 1986); por

ejemplo, en el caso de las biovariedades de R. leguminosarum

nos encontramos pléasmidos de un peso molecular gue oscila en-
tre 100 y 450 kb mientras que R. meliloti generalimente
posee dos pldsmidos de mucho mayor tamafo, denominados por
elio megapldsmidos, cuyos pesos moleculares estimados por mi-
croscopia electrdénica estdan en el rango de 1000 a 1500 kb
(Burkardt y col., 1987). Sin embargo, en algunas cepas de

Bradyrhizobium no se ha podido detectar ADN extracromosémico

(Haugland y Verma, 13881; Masterson y col., 1985}).
Generalmente, el numero de pldsmidos suele variar de uno
a seis, pudiendo representar hasta el 25% del genoma total de
"Rhizobium”, To gue hizo suponer muy tempranamente gue parte
de los genes simbidticos podrian‘estar localizados en ellos
{Higashi, 1967). Aunque fueron Johnstqn y col.(1978) los que
primero realizaron la transferencia de un plasmido con fun-
ciones simbidticas, la evidencia fisica de la presencia de

genes nif en un plasmido fue obtenida por primera vez cuando

un plasmido de la bv. viciae de R. Jleguminosarum hibrido
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frente a Tos genes nif de Klebsiella pneumoniae (Nuti y col.,

1979). Hooykaas y col. (1981) fueron los primeros que propu-
sieron el término pléasmido Sym -de “"sym(biosis)"~ para un

pldasmido de R. leguminosarum bv. trifolii que confirié a la

bv. viciae la capacidad de nodular trébol, demostradndose que
éste no sélo controlaba la especificidad de hospedador sino
también otras etapas que conducen a la formacidén de nddulos
fijadores de nitrdgeno.

Los pldsmidos Sym pertenecen a diferentes grupos de in-
compatibilidad, por 1o gue es genéticamente posibie introdu-
cir dos pSym en una misma cepa, habiéndose realizado numerc-
sS0S experimentos de transferencia de plédsmidos simbidticos
entre rizobidceas.

La transferencia de plasmidos Sym a mutantes simbidticos

de la misma especie hormalmente conduce a la restauracioén de

las funcicones simbidticas normales (Johnston y col., 1978;
Brewin y col., 19880; Hooykaas y col., 1881; Kondorosi y col.,
1982,

E1 resultadec de experimentos de transferencia en 10s que
un plasmido simbiético es conjugado a una estirpe de diferen-
te especificidad es sin embargo mas dificil de predecir. En
algunocs casos, la transferencia de un pSym amplia el rango de
hospedador de la cepa receptora (Johnston y col., 1978; Bre-
win y col., 1980; Hooykaas y col., 1981; Lamb y col., 1982;
Djordjevic y col., 1983; Appelbaum y col., 1985); en otros,
conduce a la formacidén de nédulos, pero éstos son inefectivos

(Fix-) (Kondorosi y col., 1982; Djordjevfc y col., 1983;

52



Appelbaum y col., 1985); mas auln, otros resultados sugieren
una cierta "imcompatibiilidad funcional"” entre plamidos

simbidéticos, por ejemplo, estirpes de R. leguminosarum bv.

phaseoli que albergan un pléasmido de la bv. viciae, en algu-
Nncs casos son capaces de nodular guisante solamente si el
plasmido que lleva el rango de hospedador de la bv. phaseoli
se pierde o modifica (Beynon y col., 1980), en otro ejempio,
Djordjevic y col. (1983) y Rolfe y col. (1983) encontraron
que cuando los pldasmidos pJB5JI o pBRIAN (que codifican espe-
cificidad para guisante y trébol, respectivamente) eran
transferidos a varias estirpes de R. meliloti curadas de}
pSym, éstas no fueron capaces de nodular guisante o trébol,
respectivamente.

La transferencia de plasmidos simbidticos a estirpes de

A. tumefaciens proporcionan otra importante clase de trans-

conjugantes, cuyas propiedades varian en funcidén de la cepa
de "Rhizobium” donadora. En algunos casos se forman pseudono-
dulos en la planta hospedadora de la estirpe parental (Kondo-
rosi y col., 1982; Truchet y col., 1984); en otros, se induce
la formacidén de nédulos que son Fix- (Hooykaas y col., 1981,
1982); por Gltimo, se ha descrito que los pléasmidos simbidti-

cos de determinadas estirpes de R. Jleguminosarum bv. phaseol]

(como CFN299 y CIAT899) confieren a A. tumefaciens la capaci-

dad de formar nédulos fijadores en las plantas hospedadoras
de estas estirpes (Martinez y col., 1987; Brom y col., 1988);
esta capacidad no es una caracteristica general de todos los

representantes de R. leguminosarum bv. phaseoli, puesto que
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los pldsmidos Sym de otras estirpes de la biovariedad pueden

conferir a A. tumefaciens la capacidad de inducir nodulacién,

pero no fijacién (Brom y col., 1988).
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7.~ GENES TEMPRANOS DE NODULACION (GENES nod)

Las funciones fisioldégicas de los genes nod se han aso-
ciado con las etapas reconocibles al microscopio durante la
formacidén de los ndédulos, y se han determinado observando las
diferencias entre las estirpes silvestres y Jlos mutantes en
los genes correspondientes. Los genes de nodulacidén se han
caracterizado por mutagénesis y secuencia nucleotidica, y a
pesar de que en la mayoria de los casos se conocen las pro-
teinas que codifican, realmente se sabe muy poco sobre 1la
manera en qu estas actuan a nivel fisioldégico; en este sen-
tido, la biogquimica tendra QUe aportar mucho al conocimiento
del proceso de nodulacidén.

Una caracteriatica practicamente general de 1los genes
nod es gue se localizan en regiones de ADN relativamente cor-
tas, bien en e1 plasmido Sym,‘bien en el cromosoma, y normal-
mente muy cercanos a los genes nif y otros genes fix; este
agrupamiento, que se éemuestra por el hecho de gque la trans-
ferencia de pequeros fragmentos de ADN a una estirpe curada
es suficiente para inducir nodulacién (Docwnie y col., 1983;
Schefield y col., 1984) es la causa de gue sea muy frecuente
hablar de regiones nod-nif, siendo de 32 kb la regién nod-nif
completa mas peqguefia encontrada, que es la Unica capaz de
conferir capacidad de nodulacidn y fijacidn de nitrégeno a un

derivado curado (Innes y col., 1988).
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7.1.—- Genes nod conocidos, estructura de los operones nod,
proteinas Nod

La Figura 5 muestra, no a escala, la organizacién de las
regiones nod-nif de las especies mas estudiadas. Como se
puede observar, la mayoria de las definiciones de genes pro-
vienen del estudio de R. meliloti, B. japonicum y de las bio-

variedades viciae v trifolii de R. leguminosarum. Como vere-

mos mas adelante, a excepcidén del gen nodD, los genes nod no
se expresan constitutivamente, y necesitan ser inducidos por
el producto de nodD junto con exudados de la planta.

A continuacién describiremos los principales genes nod
descritos hasta el momento, que se resumen en la tabla 1Iv;
sin embargo, los andlisis genéticos de mutagénesis y comple-
mentacién apuntan hacia la existencia de mas genes, gue pro-

bablemente serdan caracterizados en un futuro préximo.

7.1.1.- Genes nod "comuhes”

Se llaman asi porque pueden ser reemplazados por 1os

correspondiente genes de otras especies de "Rhizobium” sin

gue se afecte el rango de hospedador (Kondorosi y col.,

1984).

Genes nodABC

Los genes nodABC, encontrados practicamente en todas 1a

especies estudiadas ( Tabla V), estdan muy conservados, tanto
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funcionalmente como a nivel de secuencia nuceotidica (Rossen
y col., 1984; Torok y col., 1984; Egelhoff y col., 1985;
Fisher y col., 1985; Jacobs y col., 1985; Rodriguez-Quifiones
y col., 1987).

Estos genes estdan implicados en la deformacidn (fenotipo
Had) y curvatura (fenotipo Hac) de los pelos radicales, asfi
como en la induccién meristemdtica en el coértex; por ello,
las mutaciones en los genes nodABC resultan en una completa
aboclicién de la nodulacién (fenotipo Nod-) (Kondorosi y col.,
1984 ; Torok y col., 1984; Rossen y col., 1984; Djordjevic y
col., 1985; Downie y col., 1985; Egelhoff y col., 1985;
Jacobs y col., 1985; Debellé y col., 1988). Por otro lado,
los genes nodABC son los responsables de la produccién de
raices cortas y gruesas en algunas leguminosas (fenotipo Tsr)
(Zaat y col., 1987), vy, por ultimo, en R. melilioti son
requeridos para la quimiotaxis hacia la luteolina (Caetano-
Anollés y col., 1989 y ver Introduccion 5.1).

Las secuencias nucleotidicas de los genes nodA y nodB no

revelan similaridad con otros genes que pudiera indicar algo
sobre la naturaleza de sus proteinas (Rossen y col., 1984;
Torok y col., 1984; Egelhoff y col., 1985). Dichas proteinas,
NodA y NodB, de pesos moleculares 21,8 y 23,8 kDa, respecti-
vamente, han sido localijzadas en el citoplasma de las células
(Schmidt y col., 1986; Schmidt y col., 1988) y estan implica-
das en la sintesis de un factor soluble, termoestable, de
bajo peso molecular, de naturaleza quimica desconocida, que

se excreta al medio de cultivo y que estimula la mitosis de
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protoplastos de células vegetales en cultivo (Schmidt y col.,
1988) . |

NodC es una proteina de 46,8 kDa iocalizada en la super-
ficie y anclada en la membrana de R. meliloti, cuya estructu-
ra, que comprende una corta regién intracelular (extremo car-
boxilo terminal), un dominio de anclaje a través de 1la
membrana préximo al extremo carboxilo terminal y un fragmento
extracelular grande, es similar a la de receptores de la
superficie celular de eucariotas (John y col., 1885, 1988).

Esta proteina, que probablemente existe en la membrana
como un dimero (John y col., 1988), no parece estar relacio-
nada con la sintesis del factor producido por las proteinas
NodA y NodB (Schmidt y col.,1988); sin embargo, puesto que
las mutaciones en nodC impiden la curvatura de los pelos ra-
dicales, el factor producido por nodAB no es suficiente por
si mismo para inducir la curvatura y aparentemente se requie-
re también la actuacion del gen nodC.

A pesar de qgue los genes nodABC se expresan durante los
inicios del proceso de nodulacién, se ha detectado una forma
truncada de la proteina NodC en ndédulos maduros de varias
leguminosas, cuya cantidad aumenta durante el desarrollo del
nédulo, 1o que sugiere gue NodC juega un papel importante y
general durante este desarrcollo (John y col., 1988).

E1l hecho de que los genes nhodABC estén implicados tanto
en la curvatura del pelo radical como en la induccidn meris-
temdtica, en la aparicién del fenotipo Tsr y en una de las

vias de guimiotaxis de R. meliloti, hace supcher que el
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operdn nodABC gobierna simultaneamente todos estos fenotipos,
debiendo ex%stir antecedentes comunes para los cuatro even-
tes.

Por otro lado, recientes estudios han demostrado que
cTones de alfalfa pueden formar nddulos radicales (no fija-
dores) en ausencia de R. meliloti, lo que 1indica que 1la
planta hospedadora posee el programa genético completo para
1la ofganogénesis del nédulo, y que el papel del microsimbion-
te es activar ese programa (Truchet y col., 1989). En este
sentido,un nuevo descubrimiento ha dado ajgo de Juz a esta
complicada cuestidn, la determinacion de la estructura de una
molécula sintetizada por R. meliloti, NodRm-1, gue podria ser
la senal que ponga en marcha los mecanismos de la planta gue
desencadenan la nodulacidén. La estructura de NodRm-1 es nue-
va: es un -1,4~tetrasacédrido de D-glucosamina (PM 1,102
kDa}, con grupos N-acetilo en tres de los azlcares, gue ade-
més lleva en una de sus unidades, la del extremo reductor, un
grupo sulfato en el carbono 6, y por (Gltimo, el azucar del
extremo no reductor tiene en su carbonoc 2 un radical N-aceti-
lo sustituido con un 4acido graso bis-insaturado de 16 atomos
de carbono (Lerouge y col.,1890). NodRm-1 indujo la deforma-
cién de los pelos radicales (fenotipo Had) especificamente en
su hospedador, la alfalfa, pero no en otras plantas como el
guisante (Lerouge y col., 1990). La produccién de esta sefal
extracelular, especifica para la alfalfa, reguiere, ademas de
la induccién por exudados de la planta, la expresidon de al

menos los genes nodABC y, probablemente, la de otros genes de
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R. meliloti implicados en la produccién de seflales extracelu-
lares especificas, tales como nodH (ver Y. E1 conocimien-
tc de NodRm-1 abre un nuevo camino, ya que ahora se podra
investigar en otros "Rhizobium” la presencia de moléculas
estructuralmente relacionadas con ésta, Yy puesto que nodABC
son genes comunes, es probable que las moléculas seflales de
distintos "Rhizobium”™ tengan caraéteristicas comunes, siendo
modificadas © pfocesadas en cada espeecie por los genes nod
"especificos”.

Queda ademas por esclarecer si NodRm-1 es la responsable
del resto de 1los fenctipos asignados al operédn nodABC, pu-
diendc ser éstos efectos directos de NodRm-1 o, alternativa-
mente, la molécula podria traducirse en una sefial secundaria.
Puesto gue se ha demostrado que la nodulacidén estad relaciona-
da con la alteracidén del balance hormonal de la planta, entre
los posibles candidatos para ser sefflales secundarias estan
hormonas vegetales tales como auxinas, giberelinas o citoqui-
ninas; asi, se han inducido pseudonddulos en alfalfa mediante
el tratamiento con 1inhibidores del transporte de auxinas
(Hirsch y col., 1989), de modo semejante a los pseudonddulos
formados por el tratamiento con citoquininas (Rodriguez-Ba-
rrueco y de Castro, 1974; Long y Cooper, 1988).

Por Gltimo, el hecho de gue NodRm-1 sea un oligosacarido
modificado es muy 1interesante, ya que posee las caracteris-
ticas estructurales de los ligandos de las lectinas, 'y dado
el papel que se ha asignado a éstas en el reconocimiento es-

pecifico durante la simbiosis (Diaz y col., 1989).
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Genes neodlJ

En R. leguminosarum bvs. viciae (Evans y Downie, 1986) y

trifolii (regidén II) (Djordjevic y col., 1985; Innes y col.,
1985; Surin y col., 1990), R. meliloti (Long, 1988) y B. ja-
ponicum (Niewkoop y coi., 1987: Hennecke y col., 1988), en el
mismo operdn que nodAB se localizan otros dos genes, nodl vy
nodd.

Las secuencias nucleotidicas de los genes nodlJ (Evans vy
Downie, 1886; Surin y col., 1990) predicen para sus productos
homologia con una familia de pares de proteinas implicadas en
el transporte activo; Nodl es una ATPasa asociada a 1la
membrana citoplasmatica y Nodd, muy hidrofébica, una proteina
integral de membrana (Evans y Downie, 1986). Se desconcce la
moléecula gue puedan transportar dichas proteinas, si bien no
debe ser esencial para la formacidén del ndédulo (o alternati-
vamente existe otro sistema de transporte sustitutivo), vya
gue las mutaciones en estos genes no tienen efecto en B.

japonicum (Niewkoop y col., 1987; Hennecke y col., 1988), vy

en R. leguminosarum bv. viciae resultan en un ligero retrasc
en la nodulacidén de algunos hospedadores (Evans y Downie,
1886); sin embargo, la nodulacidén del trébol por mutantes en
nodlJ parece estar afectada mds severamente (Djordjevic vy

col., 1985; Huang y col., 1988),
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7.1.2.- Genes nod "especificos”

Estos genes se han asociado con la nodulacidén especifica
de determinadas plantas hospedadoras, ya que, a pesar de que
a veces existe homologia en la secuencia nucleotidica, sus
mutaciones no se complementan con genes de otras especies de
"Rhizobium" (Kondorosi y col., 1984). Ademds de estar impli-
cados en la determinacidén del rango de hospedaodr, a veces

influyen en la eficiencia de nodulacién.

Genes nodF

Los genes nodF y nhodE, necesarios para la formacidn del

corddn de 1infeccidn, se han descrito en R. meliloti (también
Tlamados hsnAB) (Debellé y Sharma, 1986; Horvath y col.,

1388) v en R. Jleguminosarum bvs. viciae (Shearman y col.,

1986) y trifolii (regidén III) (Djordjevic y col., 1985;

Schofield y Watscn, 1986). Curiosamente, aungue existe una
extensa homologia entre las secuencias de los genes nodFE de
distintas especies de Rhizobium, dichos genes no son funcio-
nalmente egquivalentes.,.

Al hablar del efecto de las mutaciones en 10s genes
nodFE, hay que diferenciar entre el hospedador especifico y
el heterdlogo. En el hospedador especifico, las mutaciones en

los genes nodFE dan lugar a una curvatura excesiva de los pe-

los radicales y afectan al desarrollo del corddn de 1infec-

62



cidén, producjéndose un retraso en la nodulacién (Debellé vy
col., 1986; Horvath y col., 1986); sin embargo, cuando estos
mutantes se 1inoculan en otros hospedadores, se produce un

fenotipo muy diferente, asi, los mutantes en nodF y nodE de

R. leguminosarum bv. trifolii son capaces de nodular guisan-

tes, aungue peor que R. _leguminosarum bv. viciae sivestre
(Djordjevic v col., 1985); en otro ejemplo, los mutantes en

nodF y‘nodE de R. meliloti son capaces de producir la curva-

tura del pelo radical del trébol, cosa gue no ocurre con R,
meliloti silvestre (Debellé y col., 19886).

Mientras que l1a transferencia de Tos genes nodfFE de R.

leguminosarum bv. viciae a Ta bv. trifolii capacita a esta

Gltima para nodular Vicia hirsuta (Surin y Downie, 1989), en

el experimento inverso, en el gque los genes nodfFE de R. legu-

minosarum bv. trifolii se introducen en R. Jlegumincsarum bv.

viciae, los transconjugantes son incapaces de nodular el tré-

bol blanco (Surin y Downie, 1983). Por otra parte, cuando Jos

genes NodFEGH de R. meliloti se introducen en R. leguminosa-

-

um bv. trifolii impiden que éste nodule el trébol, su hospe-
ador habitual (Debellé y col., 1988).

Resumiendo, de las observacicnes del comportamiento de
los mutantes en nodFE y de lcs experimentos de transferencia
de estos genes a otras especies se deduce gue estos genes po-
siblemente ejercen un control negativo de la especificidad en
el hospedador heterdélogo (Debellé y col., 1986).

Mediante una serie de experimentos de transferencia de

regiones nod entre R. leguminosarum bv. viciae y R. legumi-
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nosarum bv. trifolii, Surin y Downie (1889) dedujeron que el
gen nodE Jjuega un papel clave en el reconocimiento de 1las
plantas hospedadoras de las dos biovariedades, sugiriendo que

la expresién de nodE de R. leguminosarum bv. viciae podria

antagonizar la nodulacién del trébol por la bv. trifolii o,
de forma inversa, el gen nodE de la bv. trifolii antagoniza

la nodulacidén del guisante por R. leguminosarum bv. viciae.

Por otro 1lado, separando Tios genes nodE de las bvs.

viciae y trifolii de sus respectivos genes nodF (con 1o que

ahora son expresados bajo el control del promotor nodABCIJ),
Spaink y col. (1989) demostraron que el producto del gen nodE
es el principal factor que distingue el rango de hospedador

de R. leguminosarum bv. viciae y R. leguminosarum bv. trifo-

1ii1; ademds, la construccién de genes nodE hibridos, que con-

sistieron en el extremo 5’ de nodE de R. leguminosarum bv.

viciae y el extremo 3’ de nodE de R. leguminosarum bv. trifo-

111, estos mismos autores demostraron que una regidn central

de 188 aminoacidos, que contiene un dominio de sdlamente 44
aminodcidos conservados entre los dos genes, determina las
diferencias en la especificidad de hospedador de las dos pro-
teinas NodE.

Usando anticuerpos, se ha demostrado la localizacion de
la proteina NodE (42kDa) en la membrana citoplasmatica
(Spaink y col., 1989), sugiriendose que es una proteina
transmembrana, con regiones presentes en los compartimentos
citoplasmatico y periplasmico, y que la reaécién de especifi-

cidad hacia la planta probablemente sea debida a un producto
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gue especificamente produce, modifica o transporta la protei-
na NodE (Spaink y col., 1989).

La proteina NodE es homdloga a la -cetoacil sintetasa
de E. coli, enzima condensadora que esta implicada en la bio-
sintesis de A4cidos grasos, y también es homdéloga a algunas
enzimas implicadas en la biosintesis de antibidéticos polike-

tidos en Streptomyces (Bibb y col., 1989; Shearman y col.,

1989), antibidticos que son sintetizados a traves de una via
que implica la actuacién de varios productos de genes (quizas
formando un complejo multienzimatico), qgque incluye una pro-
teina transportadora de grupos acilos y una -cetoacil sinte-
tasa (Bibb y col., 1989; Shearman y col., 1989).

La proteina NodF posee un peso molecular de 9,76 kDa vy
es homdloga a proteinas transportadoras de grupos acilo
{Debellé y Sharma, 1986; Shearman y col., 1986); esta protei-
na es muy hidrofilica, por 1o gque se ha sugerido qQue podria
localizarse en el citoplasma (Spaink y col., 1889). Tamb{én
se ha sugerido que la proteina NodF funciona en "Rhizobium”
en reacciones de transferencia de grupos acilo, por ejempio,
en biosintesis de Acidos grasos, exopolisacéaridos o lipopoli-
sacaridos (Shearman y col., 1986); sin embargo, y puesto que

la delecidn de nodF en R. leguminosarum bv. viciae no afecta

a su crecimiento, parece gue este gen no es esencial para la
biosintesis de &acidos grasos, aungue si podria jugar un papel
en la biosintesis del EPS o LPS (Downie, 1986); por ejemplo,
se ha postulado que cuando el gen nodF es activado, modifica

la estructura de un polisacdrido de superficie y la bacteria,



con su nueva_cubierta, es entonces reconocida, presumiblemen-
te por una lectina especifica de la raiz de 1la planta (
).

Por otro lado, en E. coli, las enzimas transportadoras
de grupos acilo funcionan como transglucosilasas en la sinte-
sis de -1,2-glucanos (Therisod y col., 1986; Therisod y Kke-
nedy, 1987), parecidos a los -glucanos ciclicos encontrédos
en las rizobidceas, que han sido implicados en el proceso de
nodutacién (ver }); aungue la produccién de -glucanos
ciclicos en R. meliloti no requiere la induccién de Tos genes

ncd sino la de 1los genes, ndvA y ndvB (stanfield y col.,

1988), se ha postulado que nodF y nodE podrian estar implica-

dos en la produccidén, modificacidén o transporte de un ~giu-
cano especifico no 1dent1ficado todavia. Ademas, el
importante papel de la lectinas en el reconocimiento gue se
unen especificamente a azUcares (Diaz y col., 1989) también
indica que la proteina NodE estd implicada en la produccion
de una sefial especifica de naturaleza carbohidrato.

La localizacién de los genes nodF y nodE en el mismo
operdn sugiere que las dos proteinas estdn implicadas en el

mismo procesc.

Genes nodGH

Caracterizados en R. meliloti (Debellé y Sharma, 1386;
Rostas y col., 1986; Fisher y Long, 1987), estos genes no se

han encontradoc en R. leguminosarum ni B. Jjaponicum {(Rodri-
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guez-Quifiones y col., 1987), aungue si parecen existir se-

cuencias homélogas a nodH (hsnD) en Sinorhizobium fredii vy

en Rhizobium sp. MPIK3030 (Rodriguez-Quifiones y col., 1987).

E1 gen nodG codifica una proteina de 26 kDa, que es

homéloga a varias deshidrogenesas, tales como ribitol deshi-
drogenasa, alcohol deshidrogenasa y gliceraldehido-3P deshi-
drogenasa (Debellé y Sharma, 1986; Rostas y col., 19888;
Fisher y Long, 1987). Sus mutaciones dan lugar a un peguefc
retraso en la nodulacién de la alifalifa, la planta hospedadora
de R. meliloti (Horvath y col., 1986) y Debellé y Sharma
(1986) han postulado que la proteina NodG podria servir a 1la
bacteria para utilizar algin compuesto vegetal como fuente de
energia durante la infeccion.

E1 gen nodH parece ser un gen especifico de R. melilo-
ti, siendo necesario, ademds de los genes nodABC, para pro-
ducir la curvatura del pelo radical de la alfalfa (Debellé y
Sharma, 1986; Rostas y col., 1986; Fisher y Long, 1987). La
secuencia nucleotidica de nodH revela una proteina de 28;5
kDa, no similar a ninguna descrita, que posee cuatro residuocs
de prolina contiguos, 1o cual es excepcional en proteinas
procariotas. En plantas, proteinas ricas en prolina son sin-
tetizadas como parte de mecanismos de defensa, y enh Chlamydo-

monas reinhardii, una proteina rica en hidroxiprolina esta

implicada en 1interacciones celulares altamente especificas
(Cooper y col., 1983).

En R. meliloti, la proteina NodH estd 1implicada en la

modificacién del factor producido por 1los genes nodABC,
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transforménqo1o en una sefial extracelular capaz de producir
especificamente la curvatura del pelo radical de 1la alfalfa
(Faucher y col., 1988; Banfalvi y col., 1989); es por esto
que los mutantes en nodH de R. meliloti producen la total in-
hibicién de 1a nodulacién de la alfalfa, pero estos mutantes
son capaces de inducir la curvatura del pelo radical del tré-

bol (Horvath y col., 19886),

Genes nodlLMN

Contrariamente a los genes nodGH, gue parecen ser prac-
ticamente exclusivos de R. meliloti (Rodriguez-Quifiones vy
col., 1987), los genes nodLMN se han encontrado unicamente en

R. Jleguminosarum, nabiéndose caracterizado en la bv. viciae

(Surin y Downie, 1988; Canter-Cremers y col., 1989) y hallado
secuencias homdélogas en la bv. trifelii (Surin y Downie,
1988; Rodriguez-Quifiones y col., 1989), pero no en R. melilo-

ti ni B. japonicum (Rodriguez-QuifAones y col., 1987},

En R. leguminosarum bv. viciae, nodlL estd en el mismo o-

peron que nodfFE, y los genes nodNM se localizan en otro ope-

rén (Surin y Downie, 1988; Canter-Cremers y col., 1889). E]
gen nodlL estd relacionado con la especificidad de hospedador,
puesto gque mutaciones en este gen tienen un efecto importante
en l1a nodulacidén del guisante (drastica reduccidn en el nume-

ro de nédulos), pero tienen un efecto muy pequefio en 1a nodu-

lacién de Vicia hirsuta (Surin y Downie, 1988); sin embargo,

las mutaciones en nodN o nodM practicamente no tienen efecto
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en la nodulacién de las plantas de Vicia o guisante (Surin y
Downie, 1988; Canter-Cremers y col., 1989).

Las secuencias nucleotidicas de los tres genes revelaron
las proteinas NodL(20,1 kDa) (Surin y Downie, 1988; Canter-
Cremers y col., 1989), NodM (65,8 kDa) (Surin y Downie, 1988)
y NodN (18 kDa) (Surin y Downie, 1988).

La proteina NodN no parece homdéloga a otras proteinas
conocidas (Surin y Downie, 1988), mientras que la secuencia
nucleotidica de NodM muestra homologia con enzimas amidofos-
foribosil-transferasas, habiéndose postulado que el producto
del gen nodM estd 1impliicado en la transferencia de grupos
amido, posiblemente a la parte azucarada del LPS o EPS (Surin
y Downie, 1988).

La secuencia del gen nodL predice una proﬁeina integrai
de membrana (Canter-Cremers y col., 1988) homdloga a dos ace-

til transferas de E. coli: lacA vy cysE (Downie, 1989), por 1lo

gue parece probable gue nodlL esté implicado en la acetilacidn
de algun azucar (Downie, 13989); en este sentido es significa-
tivo que nodFEL, que se Jocalizan en el mismo operdn, tengan
homologia con enzimas implicadas en el metabolismo del aceta-
to via acetil CoA.

Funcionalmente, nodlL parece jugar un papel en la estabi-
lizacién del cordén de infecciédn y en la regulacidn de 1la
curvatura de los pelos radicales, ya que los mutantes en nodL
causan excesiva curvatura de los pelos radicales (Canter-Cre-
mers y col., 1989), fendmeno que también ha sido descrito pa-

ra los mutantes en los genes nodFE (Debellé y col., 1986).
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Por otro lado, parece que hodlL es funcionalmente intercambia-

ble ("comun”) entre las biovariedades trifolii y viciae de

R. Jeguminosarum (Canter-Cremers y col., 1989; Rodriguez-~

Quifiches vy col., 1989).

Genes ncodPQ@

Los genes nodP vy nodQ de R. meliloti han sido secuen-

ciados recientemente, y codifican dos proteinas de 34,7 vy
70,5 kDa, respectivamente (Cervantes y col., 1989; Schwedock
y col., 1989}; ambos genes parecen estar presentes en mas de

una copia en el genoma de R. meliloti, habiéndose localizado

zobium, v a nodP en E. c¢olil y en Azospirillum brasilense

{Schwedock y col., 1989).

Los mutantes en nodP y nodQ@ de R. meliloti no parecen

tener efecto en la nodulacidén de alfalfa, sin embargo esto
puede ser debido a la presencia de copias extras de estos
genes en R. melijoti, por 1o gue para observar el fenotipo se
necesitaria mutar todas las copias.

E1 gen nodQ codifica una proteina homdloga a factores de
iniciacidén y elongacidn de la transiacion en la sintesis de
proteinas (Cervantes y col., 1989; Schwedock y col., 1989);
sin embargo, los mutantes en nodQ® sélo resultan en un ligero
retraso en la nodulacidén, por lo que dicha proteina no debe
ser necesaria como tal factor, o, alternativamente, puede ser

sustituida por otra de las copias intactas.
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Con respecto a la funcidén, los genes hodP y nodQ parecen
estar relacionados de alguna manera con la determinacidén de
la especificidad de hospedador, siendo necesarios para con-

ferir a R. Jleguminosarum bv. trifolii la capacidad de curvar

los pelos radicales de la alfalfa, y puesto gue una mutacidn

en estos genes extiende el rango de infeccidén de R. meliloti

para nodular Vicia sativa nigra, Cervantes y col. (1983) su-

girieron que, asi como l1os genes nodFE y nodH, los genes nodP

y nodQ determinan la especificidad de hospedador en el senti-
do de que previenen la curvatura del pelo radical y la forma-
cién de cordones de infeccidén en el hospedador heterdlogo

Vicia sativa nigra.

ET gen nodo

Descrito en R. leguminosarum bv. viciae (De Maagd vy

col., 1989; Economou y col., 1989), el gen nodO (también de-
nominado nolR) es el gen estructural de la proteina NodO (3C

kDa), primera proteina descrita en R. Jleguminosarum bv.

viciae gque se secreta al medic de cultivo.

La secuencia de este gen ha revelado una cierta simila-
ridad con el extremo amino de la proteina hemolisina HlyA de
E. coli y con otras proteinas de bacterias que se excretan de
la misma manera (De Maagd y col., 1989; Economou y col.,
1989). Economou y c¢ol1.(19838) demostraron que NodO es una

proteina que se une al Ca2*, y han sugeridoc que dicha protei-

na puede interaccionar directamente con las células radicales
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de la planta mediante una via Ca-dependiente y, por tanto,
mediando una etapa temprana en el reconocimiento entre "Rhi-
zobium” y su leguminosa hospedadora.

E1 gen nodT

Muchas cepas de R. leguminosarum bv. viciae tienen en

comin con R. leguminosarum bv. trifolii el nodular el hospe-

dador Trifolium subterraneum (Vincent, 1977). E1 gen nodT ha

sido descrito recientemente en R. leguminosarum bvs. viciae

(Canter-Cremers y col., 1989; Surin y Downie, 1990) y trifo-
1ii (Surin y col., 1980); localizado en la regidn nod-nif, la
posicidn de este gen varia en la bv. viciae, detrds de nodN
(Canter-Cremers y col., 1989; Surin y col., 1990) y en la bv.
trifolii, detrds de nodlIJ, muy posiblemente en el operdn
nodABCIJ (Surin y col., 1990).

La secuencia nucleotidica de nodT predice una proteina
localizada en la membrana externa, cuya regién amino terminai
posee algunas caracteristica tipicas de peptidos gue se se-
cretan a través de la membrana interna bacteriana (Surin vy

col., 18980).

Los mutantes en nodT de R. leguminosarum bv. viciae dan

lugar a un fenotipo de nodulacién retrasada en Trifolium sub-

terraneum, por 1o que, aparentemente, el gen estda implicado
en la nodulacién de este hospedador, pero no en la de otras

plantas como el guisante o Vicia sp. (Surin y col., 1990).
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E1 gen nodX

Los guisantes primitivos de la variedad Afghanistan no
pueden ser nodulados por las cepas comerciales (norteamerica-

nas y europeas) de R. leguminosarum bv. viciae; sin embargo,

una estirpe, denominada TOM (gue fue aislada en Turguia) es
capaz de nodular a este hospedador (Lie, 1978; Winarno y Lie,
1879; Young vy col., 1982) debido a gque posee en su plasmido
Sym una peguefia regidén de ADN que contiene un sdélo gen, nhodX
(Hombrecher y col., 1984). Cuando esta regidén es transferida

a las cepas comerciales de R. leguminosarum bv. iciae, les

confiere la capacidad de nodular 1la variedad Afghanistan
(Hombrecher y col., 1384).

Las mutaciones en el gen nodX inhiben seilectivamente la
nodulacién de los guisantes de la variedad Afghanistan pero
no la de los guisantes tipicos (Gdtz y col., 1985); asi pues,
este gen es un ejemplo de gen especifico para la nodulacidn
de una planta determinada, 1o gque es consistente con el hechc

de gue no existe un gen homdélogo a nodxX en R. leguminosarum

bv. viciae, ni tampoco en R. meliloti, aungue si en R. legu-
minosarum bv. trifclii (en esta bv. su papel estda aun por
aclarar) (Davis y col., 1988); por ello, en la estirpe TOM

nodX se puede considerar como un gen extra, mds gue una forma

alélica de otro gen de una cepa tipica de R. leguminosarum

bv. viciae.

En la estirpe TOM, parece ser gue nodX es parte de la u-
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nidad transqripciona1 nodABCIJ (Davis y col., 1988) y su se-
cuencia nucleotidica revela una proteina muy hidrofdbica, que
por tanto puede estar localizada en 1a membrana (41 kDa), pe-
ro que no muestra parecido con otras proteinas en las bases

de datos (Davis y col., 1988).

En Bradyrhizobium sp. (Parasponia) el gen nodK precede a

nodA y probablemente se transcribe Jjunto con nodABC (Scott,
1986). Este gen, que no se encuentra en las estirpes de cre-
cimiento rapido, codifica un polipéptido de 14,9 kDa cuya

funcidn en el proceso de nodulacidn permanece aun por acla-

rar.

En Bradyrhizobium Jjaponicum también se ha descrito un
gen delante de nodA (Niewkoop y col., 1987), denominado nodyY
(Banfalvi y col., 1988); sin embargo, la proteina que codifi-

ca sb6lo comparte un 30% de homologia con NodK, por 1o gque no
parecen tratarse del mismo gen.

En B. Jjaponicum, el gen nodY, del gue existen secuencias
homélogas en la mayorfia de las especies de Rhizobium vy

Bradyrhizobium (Banfalvi y col., 1988), codifica una proteina

de 15,8 kDa y se cotranscribe con nodABC.
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7.2.- Regulacién de los genes nod, el gen nodD

7.2.1.- Antecedentes

Todos los genes nod descritos no se expresan de forma
constitutiva y para comprender su modo de induccidén hay que
considerar en primer lugar el gen nodD y los exudados de la
planta. Haciendo un poco de historia, varios laboratorios
habian observado que la eficiencia para inducir nodulacidn
por parte de los rizobios se incrementa si estos se exponian
a la planta o a exudados procedentes de la planta, y gue sus-
tancias de bajo PM producidas por las plantas leguminosas po-
dian estimular 1la expresién de 1os genes nod {(Mulligan vy
Long, 1985; Innes y col., 1985; Rossen y col., 1985). Esto
implica que en la rizosfera hay una potente induccién de 1la
expresién de los genes nod; ademdas, esta induccidn no ocurre
si el gen nodD se muta, lo gue sugirid que este gen regula la
induccidon de las otras unidades transcripcionales.

En el siguiente pasoc para monitorizar la expresién de
los genes nod, estos fueron fusionados al gen lacZ de

E. coli, el resultado fue gue en ausencia de exudados de la

planta, sclamente se expresa el gen nodD, es decir, su

expresion es constitutiva. El resto de los promotores necesi-
taba, ademds de exudados de la planta,la presencia del pro-
ducto del gen nodD (Mulligan y Long, 1985; Rossen y col.,

1985; Innes y col., 1985). Ademds, se ha demostrado 1la
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autoregulacion de la expresién de nodD en.R. leguminosarum
bvs. viciae'(Rossen y col., 1985) y trifolii (Spaink y col.,
1889), y B. japonicum (Banfalvi y col., 1988).

Otro importante descubrimiento fue la presencia de se-
cuencias conservadas, denominadas "hod boxes"” (Rostas y col.,

1986 ) delante de 1os operones nodABCIJ, nodFE(G) y hodH, 1o

gue sugirid que los genes nod se regulaban de forma coordina-

da.

7.2.2.~- Caracteisticas generales del gen nodD

E1l gen nodD, muy conservado entre "Rhizobium” sp., estéd
situado al lado de nodA en la mayorfia de las especies, y se
transcribe en direccidn opuesta (Egelhoff y col., 1985;
Gottfert y col., 1986; Schofield y Watson, 1986; Scott, 1986;
Shearman y col., 1886); aungue fue considerado un gen comin,
hoy es reconocido come un importante determinante de Jla
especificidad.

Algunas especies de "Rhizobium" contienen una UuUnica co-

pia de nodD, ccmo ocurre en las bvs. viciae (Shearman y col.,

1986) y trifolii (Innes y col., 1985) de R. Jleguminocsarum o

en Rhizobium sp. NGR234 (Bassam y col., 1988); otras especies

poseen dos genes nodD, tal es el caso de B. Jjaponicum (Appel-

baum y col., 1988; Gottfert y col., 1989) , de Rhizobium sp.

MPIK3030 (Horvath y col., 138987) y de S. fredii (Ramakrishnan

y col., 1986}, mientras que R. meliloti y las estirpes tipo I
de R. Jlegumingsarum bv. phaseoli (ver } tienen tres copias
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del gen regulatoric nodD (Géttfert y col., 1986; Cevallos vy
col., 1889).

En aquellas especies donde sélo una copia del gen nodD
esta presente, su mutacién conduce a un fenotipo Nod- (Djord-
Jjevic y col., 1985; Downie y col., 1985); sin embargo, en R.
meliloti, que contiene tres copias de este gen regulador

(nodD1, nodD2 y nodD3), sodlamente el mutante triple es inca-

paz de nodular (Honma y Ausubel, 1987), mientras que las mu-
taciones en una o dos de las copias dan lugar a un fenotipo
de~hodulacién retrasada (Gottfert y col., 1986; Honma y Ausu-
bel, 1987; Gydrgypal y col., 1988).

En relacién a los ensayos de compiementacién interespe-
cifica, en algunos casocs existe equivalencia funcional entre
los genes nodD pertenecientes a especies relacionadas (Fisher
y Long, 1885; Djordjevic y col., 1986; Spaink y col., 1987),
1o que 1implica qgue todos lcs genes nodD poseen una funcidén
comin, la activacién de los otros genes nod en presencia de
exudados de la planta (Mulligan y Long, 1985; Rossen y col.,
1985), motivo por el cual en un principic se considerd a nodD
un gen “comun”; sin embargo, en otros casos dicha equivalen-
cia funcional no se ha encontrado, y la transferencia del gen
nodD a otra estirpe da lugar a un cambio en su especificidad
de hospedador (Horvath y col., 1987; Spaink y col., 1987)

NodD es una proteina de 33 kDa, la cual, por homologia
de secuencia y comportamiento, se ha incluido en una familia
de proteinas activadoras de la transcripcién en procariotas

gue ha sido definida recientemente (Henikoff y col., 1988) vy
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que incluye a genes tales como 1ysR o metR; ademds, Shearman
y col. (1986) detectarcn homologia entre el gen nodD de R.

leguminosarum bv. viciae y el gen araC. Como nodD, los genes

araC y 1lysR de E. coli regulan positivamente la expresién de

un operdn adyacente, transcrito divergentemente, y son auto-
regulatorios (su producto controla su propia sintesis), un
comportamiento que se ha observado también en los genes nodD

de R. leguminosarum bv. viciae (Rossen y col., 1985), R. le-

guminosarum bv. trifolii (Spaink y col., 1989) y B. Jjaponicum

(Banfalvi y col., 1988).

La proteina NodD ha sido localizada en la membrana cito-
plasmatica, esta localizacidén, que es independiente de la
presencia de inductores (Schlaman y col., 1989) es muy inte-
resante puesto que la naringenina, un activador de la protei-
na NodD, posee una alta afinidad por la membrana citoplasméa-

tica (Recourt y col., 1989).

7.2.3.- Los factores exudados por la planta, los flavonoides

La induccidn de los operones nod reguiere, ademds del
producto del gen regulatorio nodD, la presencia de exudados
procedentes de la planta hospedadora.

En varios sistemas planta-rizobio, las moléculas induc-
toras se han purificado a partir de exudados de la planta,
identificdndose como flavonoides (pequerias moléculas aromati-
cas de tres anillos derivadas del metabolismo del fenil-pro-

panoide), flavonas, flavanonas e isoflavonas (Fig ).
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E pringipa? compuesto inductor del exudado radical del
trébol se ha identificado como la 7,4’-dihidroxifliavona (Red-
mond y col., 1986), mientras que la luteolina (5,7,3’,4’-te-
trahidroxiflavona) es el inductor méds potente encontrado en
los exudados de las semillas de alfalfa (Peters y col., 1986;
Peters y long, 1988). La apigenina (5,7,4’-trihidroxiflavona)
también induce a los genes nod de R. melileoti, aungue menos
que la luteolina (Peters y col., 1986).

Con respecto a la bv. viciae de R. leguminosarum, se han

ensayado una gran variedad de flavonoides sintéticos como in-

ductores de sus genes nod, encontrandose gue muchos de ellos

podian sustituir al exudado radical de Vicia sativa (Firmin y
col; 1986; Djordjevic y col., 1986; Zaat y col., 1887; Zaat y
col., 1888); la naringenina (5,7,4 -trihidroxiflavanona) pa-
rece ser el inductor mas efectivo de los probados (Djordjevic
y ¢col., 1887; Zaat y col., 1987), habiéndose demostrado’que
la molécula de naringenina es concentrada réapidamente por ta

bacterias de R. Jleguminosarum bv. viciae en su interior, 80

veces con respecto al exterior ( ).

La naringenina parece ser también un buen 1nductor de

los genes nod de R. leguminosarum bv. phaseol1l  (
) ¥y de Azorhizobium caulinodans (Goethals y col., 1989).

En la soja, las isoflavonas parecen ser los inductores
naturales de 1l1os genes nod de S. fredii (Sadowsky y col.,
1988) y B. Jjaponicum (Kosslak y col., 1987; banfalvi y col.,
1888), fundamentalmente la daizeina y la gehisteina.

Los genes ned no son Unicamente activados por compuestos



especificos del hospedador; otros metabolitos de la planta
antagonizan esta induccién (Firmin y col., 1986; Djordjevic y
col., 1987). Ciertos flavanoles o isoflavonoides, asi como
otros compuestos fendlicos (como la acetosiringona) inhiben
severamente la transcripcién de los genes nod de R. legumino-
sarum bv. viciae; en el trébol, se ha demostradoc que la cuma-
rina umbeliferona y los isoflavonoides formononetina y dai-

zeina, que estan presentes en el exudado de esta leguminosa,
antagonizan efectivamente la induccién de los genes nod de R.

leguminosarum bv. trifolii (Djordjevic y col., 1987); curio-

samente, la daizeina actua como inductor de los genes nod de
B. Japonicum.

Puesto que los anti-inductores mas efectivos poseen ca-
racteristicas estructurales similares a las moléculas induc-
toras, parece probable que gue éstos actuen compitiendo con
los inductores a nivel de su produccidn o en su interacciodn
con el producto del gen nodD. La obtencidén de mutantes en el
gen nodD con 1os cuales tas moléculas que normalmente actuan
come anti-inductoras ahora se comportan como inductoras pro-
porciona evidencia de que ambos tipos de moléculas interac-
cionan directamente con la proteina NodD (Burn y col., 1987).
Ademas, posiblemente la concentracidén de inductores e inhibi-
dores en la rizosfera probablemente tiene consecuencias

importantes en el proceso de infeccidn.



7.2.4.- E1 gen nodD contribuye a la especificidad de
hospedador

Es aparente que en algunos casos los genes nodD de dife-
rentes especies de "Rhizobium"kson funcionalmente equivalen-
tes y actuan sin afectar el rango de hospedador: cuando el
gen nodD de R. meliloti se introdujo en un mutante nodD de R.

leguminosarum bv. trifolii, se corrigié el defecto de dicho

mutante para nodular el trébol (Fisher y col., 1985); ademéas,
tanto los extractos de semillas de alfalfa como la flavona
luteolina, un potente inductor de los genes nod de R. melilo-

ti, fueron capaces de inducir los genes nod de R. leguminosa-

rum bv. viciae ( ) -

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha acumulado eviden-
cia de que el gen nodD, el activador de la transcripcioén,
también juega un papel en la especificidad de hospedador, vy
lo hace determinando qué flavonoides son capaces de servir
como inductores o inhibidores de los genes nod (Burn y col.,
1987; Horvath y col., 1987; Spaink y col., 1987).

En primer lugar, los productos de los genes nodD de las

distintas especies de Rhizobjum y Bradyrhizobium poseen dife-

rentes requerimientos estructurales para la induccién por de-
terminadas moléculas flavonoides. Por ejemplo, 1la flavona

hesperitina, que 1induce a los genes nod de R. leguminosarum

bv. viciae (Firmin y col., 1986), fue 1inefectiva con R.

meliloti ( ).

las tres copias de su gen nodD para optimizar la interaccidn
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con cada una de sus leguminosas hospedadoras: Medicago, Meli-

lotus y Trigonella (Gyobrgypal y col., 1988; Honma y col.,

1990). En esta especie, los andlisis de mutantes han demos-
trado que cada una de las tres copias son genes nodD funcio-
nales y reqgueridos para una nodulacién efectiva de la alfalfa
(Gottfert y col., 1986; Honma y Ausubel, 1987), pero que sin
embargo tienen diferentes preferencias de inductor: nodDi,
localizado junto a nodABC, activa la transcripcion de los ge-
nes inducibles en respuesta a la luteclina, mientras que
nodD2 responde a un inductor desconocido, distinto a la Tu-
teolina (Gottfert y col., 1986; Honma y Ausubel, 1987; Gyor-
gypal y col., 1988; Mulligan y Long, 1989; Honma y col.,
“1890) y nodD3 es capaz de activar constitutivamente y en gran

nivel? la expresién de los operones nod, perc &1 mismo no es

expresado excepto bajo el control de otro "locus” similar a

nogb, syrM, (Mulligan y long, 1989:; Honma y col., 1990).

Por otro lado, varios estudios de complementacidén sopor-
tan la hipdtesis de gue &1 gen nodD puede ser un factor de-
terminante de la especificidad de hospedador. Asi, el gen

nodD de Rhizcbium sp. MPIK3030, pudo complementar a un mutan-

te nodbl de R. meliloti para nodular alfalfa y, simultéanea-
mente, le extendid el rango de hospedador hasta siratro (uno
de los hospedadores de Rhizobium sp. MPIK2030); por el con-
trario, en el experimento inverso, el gen nodl1 de R. melilo-
ti no complementd a un mutante nodD de MPIK3030 para nodular
siratro {(Horvath y col., 1987). De forma similar, el gen nodD

de Rhizobium sp. NGR234 confiere a R. leguminosarum bv.
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folii la capacidad de nodular varios de sus hospedadores
(Bassam y col., 1988).

Presumiblemente, los genes nodD de MPIK3030 y NGR234, que son
dos estirpes de Rhizobium que poseen un rango de hospedador
muy amplio, pueden reconocer los exudados de una gran varie-
dad de plantas, mientras que por ejemplo el gen nodD1 de R.
meliloti es incapaz de ser activado por los exudados de si-

ratro.

Analogamente, cuando el gen nodD de R. leguminosarum bv,.

viciae se transfirid a un mutante de R. leguminosarum bv.

trifolii, Te restaurd la capacidad de nodular el trébol blan-
co, uno de Jos hospedadores de la bv. trifolii, pero 1los
transconjugantes no fueron capaces de nodular el trébol rojo,
indicando gque este hospedador exuda un inductor gque no es re-

conocido por el gen nodD de R. Jleguminosarum bv. viciae

(Spaink v col., 1987).
7.2.5.- Modelo de regulacidén de los operones nod

E1l mcdelo aceptado actualmente propone que, en respuesta
a compuestos f]avdnoides especificos exudados por la raiz de
la planta hospedadora, el producto del gen regulatorio nodl
se une a los promotores de los operones nod inducibles y ac-
tiva su transcripcion.

Parece ser que la molécula inductora procedente de 1la
planta se une a la proteina NodD’y causa un cambio en su con-

formacién, 1o que resulta en una mayor actividad de esta pro-



teina para unirse al ADN de los promotores nod ( Hong y col.,
1987; Fisher y col., 1988); actualmente se ha demostrado que
el producto del gen nodD se une concretamente a los "nod bo-
xes" (cajas de nodulacidn)(Fisher y Long, 1989; Kondorosi y
col., 1989), secuencias muy conservadas de aproximadamente 50
pb, caracteristicas de todos Jlos operones nod inducibles, vy
que se localizan en el promotor del primer gen de cada operodn

nod, es decir nodA, nodF , nodH, nodN, nodY y nodK (Debellé y

Sharma, 1986; Schofield y Watson, 1986; Scott, 1986; Shearman
y col., 1986; Horvath y col., 1987; Fisher y col., 1987;
Spaink y col., 1987; Surin y Downie, 1988; Niewkoop y col.,
1987); las cajas de nodulacién fueron primeramente definidas
en R. meliloti por Rostas y col. (1986) y 1luego detectadas

en otras especies. A diferencia de otros genes nod, no parece

existir una secuencia "nod box" entre nodQ y el principio de
nodP (Cervantes y col., 1989; Schwedock y col., 1983). Por
otro lade, el gen nod0 posee en su regidn 5’ una caja nod
poco conservada; quizds por este motivo, la regulacidn de su
ex-presién parece diferente a la de otros genes nod, ya gue
responde en presencia del inductor naringenina con un incre-
mento de su transcripcidén cuando existen varias copias del
gen nodD ( )

Recientemente, Kondorosi y col. (1983) han demostrado
gue la expresién de Jos genes nod comunes de R. meliloti
AKB831 se encuentra tanto bajo control positivo como negativo,
existiendo, ademds del regulador positivo NodD, una proteina

represora que estd implicada en el control negativo de la ex-
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presién de los genes nod. Mientras que la proteina acivadora
se une a Jlos "nod boxes”, requeridos para la regulacidén
coordinada de los genes nod, el represor se une a los promo-
tores, concretamente en una regién de ADN de 33 pb que
contiene los sitios de iniciacién transcripcional (que

solapan) de los divergentemente transcritos nodD y nodA. E]

gen represor se maped en el cromosoma de R. meliloti AK631,
encontrandose hibridacidén con R. meliloti 1021 (otra estirpe

de R. meliloti muy estudiada), aungue parece ser que en esta
cepa el represor no es un gen funcional. Los autores proponen
ademas un modelo de regulacidén para las estirpes AK831 (con
represor) y 1021 (sin represor) de R. meliloti, modelo que a-
demds describe la posible interaccién entre el inductor lu-
teolina, la proteina NodD y el represor con los promotores
nod (Fig. 6). Del hecho de que los mutantes en el gen
represor exhibieron un fenotipo de nodulacién retrasada se
dedujo gue este doble control negativo vy positivo es requeri-

do para la nodulacidén éptima de la planta hospedadora.

7.2.6.- Localizacidén de las regiones responsables de las
propiedades del gen nodD

En el gen regulador nodD nos encontramos pues con dos
propiedades, la capacidad de 1inducir al resto de los genes
nod y su contribucidén en la determinacién de la especificidad
de hospedador; en este sentido, la interacidén entre NodD vy

los inductores de la planta es otro punto de control de la
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especificidad de la asociacidén, ya que 1los genes nod no se
transcribirdan si el producto del gen nodD no reconoce a una
sustancia activadora en el exudado de la planta. Una vez que
Tos operones nod son activados, otros mecanismos relacionados
con otros productos de los genes nod aseguran dicha especifi-

dad. Por otro lado, en algunas especies de Rhizobium y Brady-

rhizobium el gen nodD se autoregula por su propio producto
(Rossen y col., 1985; Banfalvi y col., 1888: Spaink y col.,
1989). Recientemente, Dusha y col. (1989) democstraron que en
R. meliloti, los genes nodABC, asi como el gen regulatorio
nodD3 (aungque no nodD1) estan bajo control de amonio, sugli-
riendo los resultados qgue el producto del gen nodD3 tiene un
papel mediando la regulacidén por amonio de T1os denes nod
tempranocs.

Tcdas estas propiedades parecen ser independientes, como
lo demuestran varias lineas de evidencia.

En primer lugar, el analisis genético de mutantes nod.
Los genes nodD alterados por mutagénesis despliegan varias
categorias de comportamiento, algunos mutantes nodD no son
capaces ni de inducir a los operones nod ni de autorregular-
se, mientras que otros retienen la habilidad de activar los
cperones nod pero no se autorregulan, o viceversa y otros
causan activacidén de los genes nod sin necesidad de moléculas
inductoras, mostrando una hiperinduccidn en presencia de fla-
vonoides; puesto que esta Gltima mutacidén se localiza en el
extremo carboxilo terminal, se supuso que esta es la parte de

la proteina implicada en la interaccién entre NodD y los in-
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ductores o antiinductores (Burn y col., 1987; Burn y col.,
1989).

La comparacién de las secuencias nucleotidicas de dife-
rentes genes nodD muestran una gran parte homéloga en la
fraccién aminoterminal y una parte divergente en la fraccién
carbbxi]o terminal (Horvath y col., 1987); realizando cons-
trucciones quiméricas con partes de los genes nodD de dos es-

pecies de Rhizobium (R. meliloti y Rhizobium sp. MPIK3030),

estos autores demostraron que la fraccidén variabie es la res-
ponsabie del reconocimiento de moléculas inductoras produci-
das por la planta, mientras gue la regidén conservada es la
responsable de la unidn ail ADN de los "nod  boxes”.

Se han construide otros genes hodD hibridos, entre l1os
que hay gue destacar uno que contiene el extremo 5’ (carboxi-

lo) de R. meliloti y el 3’(amino) de R. Jleguminosarum bv.

trifolii, gque activa 1a expresidén de 1cos genes nod constitu-
tivamente, en ausencia de inductores, y adquiere un rango
extendido para la nodulacidn; es mas, moléculas que normal-
mente se comportan como antiianctoras, son consideradas por
este hibrido comc inductoras ($paink y col., 198%b). En un
trabajo mds reciante, Spaink ¥y col. (1983%a) ensayaron una
serie de genes nodD hibridos entre los de R, meliloti vy R.

leguminosarum bv. trifolii; 1las conclusiones a las que se

llegaron fueron que dos regiones del gen nodD estédn implica-
dos en Ta autorregulacidn, mientras gue una regidn situada en
el extremo carboxilo terminal esta relacionada con la especi-

fidad de activacién por flavornoides; esto UGltimo estad dea-




cuerdo con trabajos anteriores (Burn y col., 1987; Horvath y
col., 1987), sin embargo, los ensayos con otros flavonoides y
sustancias como cumarinas indicaron gque muchas regiones, dis-
persas en el total de la proteina estdn implicadas en la es~
pecificidad de activacidén por flavonoides.

Todos estos datos apoyan el modelo segln el cual la proteina

NodD interacciona directamente con las moléculas inductoras.
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IT.- OBJETIVO DEL TRABAJO



Como se puede deducir del resumen sobre la geneética de
la nodu]acién expuesto en la Introduccién de esta Tesis
Doctoral, en este campo los estudios més exhaustivos se han
realizado en R. meliloti, B. Jjaponicum y en las biovarieades

viciae y trifolii de R. leguminosarum; sin embargo , el cono-

cimiento sobre los genes nod de R. Jleguminosarum bv. phaseo-

1i es relativamente escaso. Dentro de R. legumingsarum, la

biovariedad phaseoli es la menos relacionada con el restc de
los representantes de la especie (Jordan y col., 1984).

Las bacterias capaces de nodular P. vulgaris forman un
grupoc muy heterogéneo, como lo demuestran las diferencias gue
exhiben las distintas estirpes con respectc criterios tales
como patrones de procteinas (Robets y col., 1984) o resisten-
cia a los antibidéticos (Beynon y Josey, 1980), mostrando una
variabilidad genética tan elevada (Pifiero y col., 1988), que
ha 1levado a proponer la subdivisién de la biovariedad en dos
tipos (Martinez y col., 13985; Palacios y col., 1987; Martinez
y col., 1990). Esta subdivisidén estd basada fundamentalmente
en el rangc de hospedador y en el ndmero de copias de los
genes nif: las cepas del tipo I poseen un rangc de hospedador

Timitado a plantas de Phnaseolus vulgaris, y tienen repetidcs

los genes de la nitrogenasa en el plédsmido simbidtico; por el
contrario, las estirpes del tipo II, entre las gue se encuen-—
tra CIAT889, contienen sdlo una copia de 1cs genes nif en su
pSym y poseen un rango de hospedador mas amplio, siendo capa-
ces de establecer simbiosis efectivas con leguminosas filoge-

néticamente poco relacicnadas con P. vulgaris, como son
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Macroptilium atropurpureum (siratro) y Leucaena esculenta.

Otra caracteristica diferencia a ambos tipos de R.

leguminosarum bv. phaseoli: cuando el pldasmido Sym de las es-

tirpes del tipo I se transfiere a Agrobacterium tumefaciens,

los transconjugantes son capaces de inducir nédulios en
frijol, pero estos no fijan nitrégeno (Brom y col., 1988),

sin embargo, la transferencia a A. tumefaciens de los pSym de

varios representantes del tipo II (como las estirpes CIAT89S
o0 CFN298) da lugar a transconjugantes capaces de formar né-
dulos fijadores de nitrdégenoc en las plantas hospedadoras
(Martinez y col., 1987; Brom y col., 1988).

Hasta Tla fecha, el andlisis genético de jas regiones de

nodulacidén de R. leguminosarum bv. phaseoli se ha restringido

s6lo a dos representantes de tipo I: las estirpes 8002 y CES
(Lamb y col., 1985; Cevalios y col., 1889), cuya organiza-
cién, aun poco caracterizada, se ilustra en la Fig. 5. Sin
embargo, no hay nada descrito sobre las regiones de nodu-
lacidn de Jas estirpes de amplio rangoc de hospedador, es por
elloc gqgue ha sido éste e1 objetivo del presente estudio:
clonar y caracterizar los genes de la nodulacién (genes nhod)

de R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899, dirigiendo parte de

las investigaciones al estudio de los genes implicados en la
determinacidén del rango de hospedador.

La estirpe CIAT889 de R. leguminosarum bv. phasecli pro-

cede de Colombia (Martinez y col., 1985); antes de iniciar el.
estudio, y gracias a los trabajos de Martinez y col. (1985)

y Brom y col. (1989), se conocia que esta cepa posee dos
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pléasmidos (Fig ), de pesos moleculares 120’MDa (pldsmido a) y
215 MDa (plasmido b), tanto por hibridacién frente a una son-
nda nifH Coﬁo por experimentos de transferencia a A. tumefa-

ciens (Brom y col., 1988), que el mayor de los dos (b) es el
plasmido simbidético; sih embargo,también el plasmido (a) debe
contener alguna informacién simbidtica, ya que la transferen-

ncia simultédnea de ambos plasmidos, a y b, a A. tumefaciens

dio lugar a transconjugantes que 1indujerdén ndédulos con un
mayor porcentaje de fijacidn que aquellos formados por A. tu-
mefaciens gue contenian sdélo el plasmido Sym (Brom y col.,
1988).

Ademés de este conocimiento sobre la estirpe a estudiar,
al comenzar el trabajo se contaba con un derivado de la cepa
silvestre curado del pldsmido simbidtico, la estirpe RSPS00,
gue fue obtenido por M. Megias mediante tratamiento con calor
y gque da lugar a un fenotipc Nod- en todas las plantas hospe-

dadoras.
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IT1I.- MATERIALES Y METODOS



1.—- BACTERIAS Y PLASMIDOS

En la Tabla VI se muestran las cepas bacterianas y 1los
plédsmidos (o cédésmidos) que se han utilizado en el presente

trabajo.
2.—- SONDAS DE HIBRIDACION

Como sondas de hibridacidén se usarcon fragmentos de ADN
gque contenian genes nod previamente caracterizados, y que se
obtuvieron a partir de geles de agarosa como se describe en
el apartado 11.

En los ensayos de hibridacidn preliminares, se usd un
fragmento EcoRI de 8,5 kb gue contiene 1os genes nod "comunes
de la estirpe R. meliloti 41 ( ).

Como detectores nodAB, nodC y nodD se wutilizaron ios

genes correspondientes de R. melilcti 41: Jos genes NodAB
estan comprendidos en un fragmento EcoRI de 1,5 kb del pléds-
mido pJS204 (Schmidt y col., 1984), 1la sonda nodC fue un
fragmentc EcCoRI de 1,8 kb contenido en el p1ésm1do‘pJ8209
(John y col., 1985), y un fragmento Aval-BglIl del clon pKSKS

se utilizé comoc sonda intragénica nodD (Schmidt y <col.,

1984 ). Como detectores nodlJ y nodE se usaron los gsnes de R.

leguminosarum bv. viciae 248: la sonda nodlJ fue un frag-
mento EcoRI de 3,2 kb contenido en el pléasmido pIJti271 (Evans
y Downie, 1986), mientras gque el detector nodE fue un frag-

mento EcoRI-Clal del pldsmido plJd1216 (Shearman y col.,
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1986). Finalmente, como sonda nifH se usd un fragmento X*xxx

de 300 pb del gen nifH de R. leguminosarum bv. phaseoli

CFN42.
3.- MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las estirpes de Rhizobium se cultivaron a 28°C en medio
TY (Beringer, 1974) o en medio minimo GGM (excepto en el caso
de R. meliloti en el gue se usd medioc minimo GSM). Los culti-

vos de Agrobacterium tumefaciens también se cultivaron a 28°C

pero en medio LB (Miller, 1872) o en medio minimo GGM. Las

cepas de Escherichia coli se cultivaron en medio LB a 37°C.

La composicidn del medio minimo GGM, por 1litro, fue la

siguiente:

3] o 1 1,0 g
3 = 0,2 g
Glutamato sOdiCO . ii ittt it i v i vt v e s e 2,0 g
Solucidn de sales(') ... .. .. . . 100 ml
Solucidn de FeClz(2) ... ... .. e 1 ml
Solucidn de vitaminas(3) ... ......... . 1 ml
Solucidén de micronutrientes(4) . ........ 1 ml

(1) Soluciodn de sales:

MgSO4 . 7TH2 O . i it it s e e i e s s aen e 1,0 g
O - L 1 0,4 g
HzaO dest. ... ennn c.8.p 11
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{2)807lucidén de FeazCl:

H2O0 dest. ........ccc... ... C.8.p. 11

(3)Solucidn de vitaminas:

Biotina ...ttt it 10 mg
I =Y 41 T o T - 10 mg
AC. pantoténicCo ... ittt an s 10 mg
HzO dest. ..ttt enn c.s.p. 10 ml

(4)Soluciodn de micronutrientes

MNSO4 .4H20 .o ii ittt ii ittt it 0,22000 g
CuS04 .5H20 .o i it i i ittt i e s 0,00240 g
ZNS04 v i e e i s 0,00300 g
< T = 1 < 0,01860 ¢
NazMoOs4 oottt ittt ittt ettt i e e 0,00036 g
Citrato Térrico ... i e meennnesan 2,50000 g
Hz0 dest. ....... ...t c.s.p. 11

La composicién del medio minimo GSM es exactamente igual
a la del medio GGM, excepto en el glutamatc sdédico, que se

sustituye por acido succinico (2,00 g}.
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TABLA VI.

Bacterias y plasmidos utilizados en este trabajo

Cepa bacteriana
o pldsmido

Caracteristicas

Fuente o
referencia

A.- Cepas bacterianas

Rhizobium leguminosarum

bv. phaseoli

CIAT899

RSP900

CES3

CFN2001

bv. trifolii

RS1061

RS1043

Rhizobium meliloti

102F34

Agrobacterium tumefaciens

GMIQ9023

Escherichia coli

silvestre, RifR CmR

AmpR

derivada de CIAT899
curada del pSym, RifR
CmR  AmpR

derivada StrR NalR
de la estirpe sil-
vestre CFN42

derivada de CFN42
curada de los plas-
midos pd42a y p42d,
R1fR

derivada Rif® SpcR
de la estirpe sil-
vestre RS8&00

derivada de RS1051
curada del pSym, RifR
SpcR

silvestre

derivada de 1la
estirpe CB88 curada
de sus dos plasmidos
(pAt-, Ti-) RifR

37

Martinez vy
col. (1985)

M. Megias

Noel y col,.
(1984)

Palacios vy
col, (1983)

Rodriguez-
Quifiones vy
col. (1989)

Rodriguez-
Quifiones vy

col. (1989)
Dylan vy
col. (1986)

Rosenberg v
col. (1984)



HB101

JM83

.- Plédsmidos

pVK102

pRK2013

pNC206

pRK404

puC1s

pCv38

pCV117

pCV61

pCVE5

pCV3820

pCV3821

F~-, hsdS, hsdM, pro,
leu, thi, gal, lacy,
recA, StrR

coésmido derivado
de pRK290. KmR, TcR

plasmido helper, KmR

pldsmido helper IncPi

AmpR , KmR

pidsmido derivado
de pRK290, TcR, Lac

pldsmido vector, Lac
AmpR

insertc de 28,8 kb
del pSym de CIAT898
clionado en el sitic
HindIII de pVK102

inserto de 27,5 kb
del pSym de CIATS889
clonado en el sitio
HindIII de pVK102

inserto de 26,5 kb
del pSym de CIAT899
clonado en el sitio
HindIII de pVKi02

inserto de 23,5 kb
del pSym de CIAT899
clonado en el sitio
HindIII de pVK102

insertc de 22,0 kb
del pSym de CIAT899
clonado en el sitio
EcoRI de pSUP205

fragmento EcoRI de
16 kb de pCV3820
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Boyer vy
Rouland-Du-
8S0OiX
(1969)

* X %

Knauf vy
Nester
(1982)

Figurski vy
Helinski
(1879)

A. Puhler
Ditta vy
col. (1985)

XX X

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

J. Martinez
(U.B.M vy
B.V.)

J. Martinez
(U.B.M. vy



pCcv3822’

pCv3801

pCV3802

pCV3803

pCv3804

pCV3805

pCV3806

pCVv3807

subclonado en pSUP205

fragmento EcoRI de
6,2 kb de pCv3820
subclonado en
pSUP205

fragmento BamHI de
8,0 kb de pCVv3s
subclonado en
pRK404

fragmento HindIII
de 2,4 kb de pCv3ig
subclonado en
pRK404

fragmento HindIII
de 4,0 kb de pCvV3g
subclonado en
2RK404

fragmento HindIII

de 6,4 kb (digestién
parcial) de pCv38
subclonado en

pRK404

fragmento HindIII
de 2,4 kb de pCV3804
subclonado en pUC1tS

fragmento HindIII
de 4,0 kb de pCv3g04
subclonado en pUC1g

fragmento HindIII

de 6,4 kb (digestidn
parcial) de pCV3804

subcionado en pUC1S

J. Martinez
(U.B.M. vy
B.V.)

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabaj

Este
trabajo

Vegetal. Centro de Investigacidén
de Ja UNAM (Universidad Nacional

vaca (Morelos),

Unidad de Biologia Molecular y Bioctecnologia
sobre Fijacién de Nitrdégeno

Autdnoma de México). Cuerna-




4.- ANTIMICROBIANOS Y PRODUCTOS QUIMICOS ANADIDOS A LOS
MEDIOS DE CULTIVO

Los antimicrobianos estreptomicina, 4cido nalidixico,
kanamicina y ampicilina se disolvieron en agua destilada y se
esterilizaron por filtracién; la rifampicina se disolvid en
metanol, el cloranfenicol en etanol, y la tetraciclina en una
mezcla a partes iguales de etanol/agua destilada.

Todos las soluciones de antimicrobianos se conservaron a
-20°C hasta su posterior utilizacién, afiadiéndose a 1os me-

dios a las concentraciones finales abajo indicadas:

Estreptomicina (Str) ... iirenen.s 500 g/ml para E. coli
100 g/ml para Rhizobium
Acido nalidixico (Nal) ....evin... 10 g/ml
Kanamicina (Km) . .....iiiinnanenn. 50 g/ml
Ampicilina (AmMP) v v it it i 100 g/m]l para E. coli
250 g/ml1 para Rhizobium
Rifampicina (Rif) vt i i v nnens 50 g/ml
Cloranfenicol (CM) ..., 50 g/mi
Tetraciclina (Tc) ..., 15 g/ml
E1 producto Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil- -galactdsi-

do) (Boerhinger-Mannheim, R.F.A) se conservé al 2% en dime-
til-formamida a =-20°C, y se afadié a los medios a una
concentraciéon final de 40 g/ml. El1 inductor IPTG (isopropil-
-D-tiogalactopirandsido) (Boerhinger-mMannheim, R.F.A) se di-
solvié al 2,5% en agua bidestilada estéril y se conservd a

-20°C, afadiéndose a los medios de cultivo a una concentra-
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cidén final de 25 g/ml,
E1 inductor naringenina se obtuvo de Sigma, se disolvid

en agua destilada y se esterilizé por filtracidén, aRadiéndose

a los medios a una concentracidn final 120 nM. kkkkkkX%X%X

5.- ENZIMAS E ISOTOPOS

Todas las enzimas se utilizaron segin las instrucciones

de los suministradores.

Las endonucleasas de restriccidén BamHI, BglII, Clal,

EcoRI, EcoRV, HindIII, PstlI, $all y Xhol, Junto con sus

tampones de incubacidn correspondientes, se obtuvieron de
Boerhinger-Mannheim (R.F.A).

La enzima T4 DNA ligasa fue proporcionada por Boerhin-
ger-Mannheim (R.F.A) y se utilizdé en el siguiente tampdn de
incubacidn:

Tampdn de ligasa:

Tris HC1 pH 7,6 20 mM

MgCi: 10 mM
ODTT 10 mM
ATP 0,6 mM

La fosfatasa alcalina de intestino de ternera se obtuvo
de Boerhinger-Mannheim (R.F.A), y se usd en el siguiente
tampdn de incubacidén;:

Tampén de CAP:
Tris HC1 pH 9,0 50 mM.

MgClz2 1 mM
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ZnCl:2 0,1t mM

Espermidina 1 mM

E1 isétopo radioactivo -32p-dCTP se adquirid a

Amersham International en forma de solucidén acuosa.

6.—- ENSAYOS DE NODULACION

En los ensayos de nodulacidn se emplearon plantas de

Phaseolus vulgaris var. Negro Jamapa (frijol), Leucaena escu-

lenta (leucaena) y Macroptilium atropurpureum (siratro).

Todas las semillas fueron amablemente proporcionadas por la
Unidad de Biologia Molecular de Plantas 'y Biotecnologia
Vegetal de la UNAM (Universidad Nacional Auténoma de México).

Debido a su dureza, las semillas de L. esculenta se ca-
lentaron en agua a 80°C durante 10 minutos antes de proceder
a su esterilizacidn superficial.

Todas las semillias se esterilizaron superficialmente
mediante dos tratamientos sucesivos con etanol de 96% (3
minutos) y lejia comercial diluida al 20% (15 minutos), tras
o gue se enjuagaron abundantemente con agua destilada esté-
ril y se dejaron germinar en placas de agar-agua (9 g de
agar/1 de H20 dest.) durante 48 horas.

Una vez germinadas, las semillas se colocaron adecuada-
mente en recipientes estériles gue contenian vermiculita
empapada en solucidn nutritiva de Fahraeus ( )%

se inocularon con 1 ml de una suspensién bacteriana que
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contenia aproximadamente 108 células/ml.

Los recipientes con 1as’p1antas inoculadas se mantuvje—
ron en una camara de plantas a 25°C, con un fotoperiodo de
16 horas 1uz/8 horas oscuridad.

La presencia o ausencia de nodulacién se analizéd perid-
dicamente, dandose por finalizado el ensayo a 1as 4 semanas

de la inoculacion.
7.—- ENSAYO DE EFECTIVIDAD

La capacidad fijadora de nitrégeno se entendidé como ac-
tividad nitrogenasa, que se midié de forma indirecta como la
reduccién de acetileno a etileno por parte de los ndédulos de
la raiz, utilizdndose para ello un cromatdgrafo de gases,

segun la técnica descrita por Masterson y Murphy (1880).
8.- REAISLAMIENTO DE BACTERIAS A PARTIR DE NODULCS

Los nddulos se esterilizaron superficialmente con etanol
de 96% durante 5 minutos; a continuacidn se lavaron abundan-
temente con agua destilada estéril y se triturarcon con una

varilla de vidrio, sembrandose la masa resultante en placas
de medic rico TY (Beringer, 1974).

Las colonias resultantes se probaron siempre en 10s me-

dios selectivos adecuados.
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S.- ANALISIS DEL PERFIL DE PLASMIDOS

Para ei]o, se empled la electroforesis horizontal en gel
de agarosa, utilizando una técnica de lisis directa en
pocillos descrita por Rodriguez-Quifones y col. (198%8), a su
vez inspirada en la originalmente descrita por Eckhardt

(1978) y modificada por Rosenberg y col. (1982).
10.—- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

E1 ADN purificado, total o digerido, se corrid en geles
horizontales de agarosa sumergidos en tampdn TEA (Tris-aceta-
to, 40 mM; Naz AEDT, 1mM; pH 8,0) y preparados, por 1o gene-
ral, al 1% en el mismo tampdh, tal y como indican Maniatis vy
cb]f (1982). Los geles se tifieron durante una hora con bromu-
ro de etidio (0,5 g/mil en agua destilada), se destiferon
posteriormente 20 minutos en agua destilada y se visualizaron
en un transiluminador de 1luz ultavioleta a 360 nm, fotogra-
fidndose finalmente con pelicula Kodak Tri-X Pan 400 ASA vy
filtro Kodak Wratten NQ 23 A.

Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN se calcu-
laron segin la curva 1g Peso molecular-movilidad, obtenida
deacuerdo con las distancias de migracién de 1los fragmentos
HindIII del ADN del estandar cIg&57Sam7 (Boerhinger-Mannheim,
R.F.A): 23,1; 9,5; 6,7; 4,3; 2,3; 2,0 y 0,5 kb.

Para el calculo de pesos moleculares de fragmentos de

ADN de tamafio elevado, se empled como patrdén /Xho I (bandas
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de 15,0 y 33,5 kb) o una mezcla / XhoI+ /HindIII, cargando
dichos patrones en pocillos vecinos a los de las muestras, Yy
empleandose en este caso geles de agarosa de baja concentra-

cidén (generalmente 0,6%), corridos a baja tensidén durante un

largo tiempo.
11.—- RECUPERACION DE ADN A PARTIR DE LOS GELES

Los fragmentos de ADN se recuperaron de l1os geles me-
diante 1a técnica de electroelucidén (Maniatis y col., 1982),
seguida de purificacién con fenol/ClsCH y precipitacidédn con

alcohol de 96%.

12.—- EXTRACCION Y PURIFICACICN DE ADN

o
!
>
)
pd

total

ET ADN gendmico total de las especies de Rhizobium se
cbtuvo por lisis con $SDS/pronasa {(sigma), seguida de sucesi-
vas purificaciones (con fenol, fenol/ClasCH y ClsCH), precipi-
tacidn con etanol 96% y lavado coh etanol 70%, exactamente

como se describe en Maniatis y col. (1982).

(A

.~ ADN plésmidico

a) De E. coli.-— E1 ADN de pléasmides o cdsmidos, tanto a gran
escala como en minipreparaciones (a partir de un 1itro o de 1
m]l de cultivo}), se aisld por el método de lisis alcalina des-
crito en el manual de Maniatis y col. (1982).

En las preparaciones a gran escala, E1 ADN se purificd
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adicionalmente por centrifugacién en gradiente de CsCl-bro-
muro de etidjo, cargandose por cada litro de muestra un gra-
diente de 34 ml, gue se centrifugd en un rotor vertical Sor-

vall TV 850 durante 20 horas, a 39000 rpm y 18°C,

Cuando se precisd una mayor purificaciéon (por ejemplo,
para preparar ADN gue va a servir como vector en la obtencién
de un banco de genes), 1 ADN obtenido en la primera ultra-
centrifugacidn se recuperd del gradiente y se cargd directa-
mente en otro gradiente de 4,5 ml, gue se centrifugd a 39000
rpm durante 48 horas en un rotor basculante Sorvall AH 650.

Tras la Gltima centrifugacidén, el bromuro de etidio se
extrajo con alcohol iscamilico y el CsCl se elimind por dia-
lisis prolongada frente a Tris HC1 10 mM, pH 8,0 -Naz AEDT
1 mM. Cuando fue requerido, el ADN se concentré por precipi-
tacidén con etanol.

b) De Rhizobium.- Los plasmidos y cosmidos recombinantes con-
tenidos en Rhizobium se aislaron por una modificacidén del mé-
todo de Ish-Horowicz y Burke (1981): las células de 5 ml de
un cuitivo en fase estacionaria temprana son recogidas vy
tavadas con 150 1 de TEN {(tris~-HC1 10 mM, pH 8,0; Naz AEDT 1
mM; NaCl 100mM) conteniendo un 0,1% de sarcosil (Sigma). Tras
centrifugacidén, las células son resuspendidas en 160 7 de
solucidn I {(Tris-HC1 25 mM; AEDT Naz 10 mM; glucosa 50 mM; pH
8,0) y dejadas 15 minutos a temperatura ambiente. Se anaden a
continuacidn 200 1 de solucidn II (NaOH 0,2 N; SDS 1%)
recién preparada, y tras 10 minutos en hielo se adicionan 250

1 de solucidén III (acetato potdsico 5 M, pH 4,8), dejando
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progresar l1a reaccidén otros 10 minutos en hielo. Tras centri-
fugar, el sobrenadante es fenolizado y el ADN es finalmente

precipitado con etanol de 96% y lavado con etanol de 70%.

13.— PREPARACION Y AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE ADN TOTAL
PARCIALMENTE DIGERIDO

Las condiciones para la digestién parcial del ADN de

R. Jeguminosarum bv. phaseoli CIAT893 se establecieron por

tratamiento de la misma cantidad de ADN con una cantidéd fija
de enzima, en tiempos variables (Maniatis y col., 1982).

La digestién parcial a gran escala se llevd a cabo en
las condiciones en que se encontrd una mayor f1uorescencia en
la regidn de 25-35 kb, pero afadiendo la mitad de unidades de
HindIII, con objeto de minimizar la sobreestimacién de tama-
fics moleculares observada en los geles cuando el peso molecu-
lar de las bandas es elevado (Seed y col., 1982).

La separacidén de Jos fragmentos del tamario deseado se
consiguidé mediante centrifugacidén en gradiente de densidad de
sacarcsa (10%-40%), tal y como se recomienda en el manual de
Maniatis y col. (1982) y utilizando un rotor basculante Sor-
vall AH 650, en el gue las muestras se centrifugaron a 26000
rpm durante 20 horas a 20°C. Por cada gradiente (4,5 ml) se
cargaron aproximadamente 100 g de ADN parcialmente digerido.

Una vez centrifugadas las muestras, se recogieron frac-
ciones de aproximadamente 75 1, que fueron analizadas por

electroforesis en geles de baja concentracién de agarosa
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(0,6%), corridos a baja tensidén durante un largo tiempo, y en
lTos que se jncorporé el patrén de tamafos /Xhol. Las frac-
ciones que contenian ADN de tamafo comprendido entre 25-35 kb
se diluyeron con agua bidestilada estéril hasta una concen-
tracién de sacarosa igual o inferior al 10%, y entonces fue-
ron precipitadas con etanol de 96%, lavadas con etanol de 70%

y guardadas a 4°C hasta su utilizacién.

14 .- MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE ADN

14.1.- Conjugacidn

La conjugacion triparental se realizd segun lo descri-
to por Ditta y col. (1880). Asi, 0,1 ml de cultivo en fase
estacionaria temprana del donador se mezclaron con 0,1 ml del
receptor y 0,1 ml de un cultivo de E. coli gque contenia el
plasmido "helper”, ambos también en fase estacionaria, sobre
una placa de Petri con medio rico TY. Tras 16 horas de incu-
bacién a 30°C, ia masa bacteriana se recogid en 5 ml de soclu-
cidén salina estéril al 0,9%, sembrandose posteriormente en
los medios selectivos apropiados tras las diluciones oportu-
nas.

Los ”ﬁelgers” utilizados fueron pRK2013, para los piéds-
midcs ceonstruidos en 1os vectores pVKIC2 y pRK404, y pNC208&,
para los plasmidos construidos en el vector pSUP205.

La selecc1dn de los transconjugantes se realizd en medio

minimo GGM con Tc y Rif (para A. tumefaciens, R. leguminosa-
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rum bv. phaseoli RSP900 y CFN42 y R. leguminosarum bv. trifo-

1ii), GGM con Tc y Nal (para la estirpe CE3 de R. leguminosa-

rum bv. phaseoli), o GSM con Tc (para R. meliloti)

14.2.- Transformacién

Las células de E. coli se hicieron competéntes y se
transformaron basicamente por la técnica descrita por Cohen y
col. (1972). Se tomaron 40 ml de un cultivo de HB101 o JM83
y se incubaron hasta una DOsco de 0,6. Las células se centri-
fugaron y resuspendieron en 40 ml de MgS0Os 10 mM- Tris HCT 5
mM (pH 7,4), previamente enfriados en hielo. Tras 30 minutos
en hielo, las células fueron de nuevo sedimentadas, resuspen-
didas en 40 ml de CaClz 50 mM-Tris HCT & mM (pH 7,4) a 0°C ¥y
mantenidas durante 20 minutos mas en hielo. Finalmente, las
celulas competentes se recuperaron por centrifugacidn suave
(4000 rpm) y se resuspendieron en 200 1 de CaClz 50 mM-Tris
HC1 5 mM (pH 7,4) pre-enfriados en hielo, conservandose a 4°C
hasta su utilizacidén, que fue siempre en las 24 horas si-
guientes a su preparacién.

Para los 200 1 de células competentes (provenientes de
40 ml de cultivo) se observd una eficacia maxima de transfor-
macién para 0,4-0,6 g de ADN, disminuyendo bruscamente dicha
eficiencia cuando se afade méas de 1 g de ADN. Asi pues, en
las transformaciones siempre se guardd ta proporcidén 200 1 de
células competentes/0,5-1 g de ADN.

La mezcla de ADN y células competentes se mantuvo en
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hielo durante una hora, exponiéndola luego a un choque térmi-
co de 42°C durante 2 minutos, tras lo cual se affadid 1 ml de
LB estéril y se incubd 30-60 minutos a 37°C para permitir la
expresion de los marcadores. Por Gltimo, las células se con-
centraron por centrifugacién, se resuspendieron en 200 1 de
LB estéril, y se sembraron en los médios selectivos para 1os

transformantes.

14.3.- Transduccidn

Se siguid, con algunas modificaciones, ei protocclo de
Maniatis y col. (1982). Se tomaron 0,5 ml de un cultivo de 24
horas de E. coli HB101 y se diluyeron con 4,5 ml de LB esté-
ril que contenian un 0,4% de maltosa. Tras 4 horas de incuba-
cidén a 37°C, las células se recogieron y resuspendieron en 1
ml de MgS0s 10 mM estéril.

Los fagos se afadieron directamente a las células asi
tratadas, permitiéndose la adsorcidn por incubacidén a 37°C
durante 20 minutos. A esta mezcla se afiadieron 5 ml de LB es-
téril con un 0,4% de maltosa, incubédndose 45-60 minutos para
permitir la expresién del marcador. Finalmente, las células
se concentraron en 1 ml de LB y se sembraron en los medios

selectivos para los transductantes.



15.~ MARCAJE DE LAS SONDAS DE ADN

Los fragmentos de ADN gue 1iban a ser usados como sondas
radiocactivas se marcaron mediante el sistema "multiprime”,
utilizando para ello un kit ("Multiprime DNA labelling sys-
tem”, Amersham Int. cédigo RPN 1601), siguiendo las instruc-
ciones y recomendaciones suministradas con dicho kit.

Por 1o general, y para una reaccidén estéandar de 50 1 de
volumen final, se marcaron 0,5-1 g de ADN utilizando 50 Ci
de 32p-dCTP (Amersham Int.). En todos los casos, se consi-
guieron actividades entre 1 x 10% y 1 x 10% cpm/ g de ADN.

Una vez finalizado el tiempo de la reaccidén de marcaje,
dicha reaccidén se pard por adicidédn de 30 1 de tampdn de ter-
minacidén (16 1 de AEDT 100 mM, 2,5 1 de SDS al 20%, 0,5 1 de
ADN de esperma de salmén 20 mg/ml y 11 1 de agua bfdest11a—
da). La eliminacidén de 1los nucledtidos no incorporados se
llevd a cabo mediante precipitacién de la sonda radiocactiva
con etanol de 96% (-20°C), tras lo cual dicha sonda se disol-
vidé en agua bidestilada y se desnaturalizd por adicidn de
1/10 de volumen de NaCH 3 N, con lo gue la sonda quedd dis-

puesta para ser afadida a las bolsas de hibridacidn.
16.— HIBRIDACIONES DE ADN

Las hibridaciones de ADN se realizaron, con minimas mo-

dificaciones, segun lo descrito por Kondorosi y col. (13882).




16.1.- Preparacién de las membranas

Los geles de agarosa se desnaturalizaron con NaOH y se
neutralizaron con Tris HC1 pH 8,0, exactamente como se des-
cribe en el manual de Maniatis y col. (1982). E1 ADN de los
geles se transfiridé a membranas de nylon (Hybond-N, Amersham
Int., 0,45 m de diametro de poro) por capilaridad, siguiendo
la técnica de Southern (1975) y utilizando SSC 20X como solu-
cién de transferencia (S8SC 1X = NaCl 0,15 M, ciﬁrato sdédico
0,015 M; pH 7,0). Una vez efectuada la transferencia, 1las
membranas se lavaron en S8SC 2X y se secaron, primero a
temperatura ambiente y luego durante 2 horas a 80°C (para

lograr la fijacidén del ADN a la membrana).

16.2.- Prehibridacién

Los filtros se prehibridaron durante 12 horas a 37°C en
bolsas herméticamente selladas y que contenian aproximadamen-
te 15 ml de tampdn de hibridacién: SSC 3X, 50% de formamida
desionizada, NazHPOs 25 mM, NaH2POs 25 mM, 0,02 % de BSA, PVP
y Ficoll 400 (Pharmacia), y 500 g/m1 de ADN de esperma de
salmén (Sigma), previamente desnhaturalizado con NaOH, despro-
teinizado con proteinasa K (Boerhinger-Mannheim) y fenoliza-

do.

16.3.~ Hibridacidén

La hibridacién se 1levd a cabo durante 24 horas en las
mismas condiciones que la prehibridacidén, pero afiadiendo a la

solucién anterior la sonda radiocactiva (108-10% cpm/ g de
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ADN), previamente desnaturalizada por 1la adicién de 1/10 de

volumen de NaOH 3 N,

16.4.- Lavado de las membranas

Tras la hibridacién, las membranas se lavaron a 42°C:
dos veces durante 1 hora con una solucién gue contenia 0,05%
de SDS y S8SSC 2X, y cuatro veces durante 30 minutos con SSC

2X.

16.5.- Exposicidén de las membranas

Una vez secas, las membranas se expusieron a -70°C sobre
pelicula Kodak X-Omat R, con pantalla amplificadora Kodak,
durante 1-3 dias, al cabo de los cuales se procedid al reve-
lado de las peliculas, utilizando soluciones de revelador vy

fijador suministrados por Kodak.



IV.- RESULTADOS



1.~ CLONACION DE LOS GENES DE NODULACION DE LA ESTIRPE
CIAT8399 DE Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli

ge un co de genes de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli CIAT899

1.1.~- Construccidén d n banco d

E1 primer paso para el aislamiento e identificacién de

tos genes de R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT889 implica-

dos en la nodulacidn fue la construccidén de un banco de genes
de dicha estirpe, que se obtuvo como se esquematiza en la
Figura 7.

Tras establecer las condiciones idéneas, el ADN total de

R. leguminosarum bv. phasecli CIAT899 sé digerid parcialmen-

te con la endonucleasa HindIII y se fracciond mediante un
gradiente de sacarosa, reccgiendo las alicuotas que conte-
nfah ADN de tamafio comprendido entre 25 y 35 kb, tal y como
se indica en Materiales & Métodos (13).

Por otro lado, el vector pVK102 fue purificado dos veces
por gradiente de CsCl-bromuro de etidio, linearizado con
HindIII y tratado con fosfatasa alcaiina con el objeto de de-
fosforilar sus extremos 57.

Tanto el vector comc el ADN a insertar fueron precipita-
dos, redisueltos y mezclades en un volumen calculado para una
concentracidén final de 50 g/m1 para el vector y 400 g/ml
para el ADN de CIAT899, eguivalente a un exceso molar aproxi-

mado de 8:1 para este Ultimo. Esta mezcla fue ligada con T4

ligasa durante 5 horas a temperatura ambiente y finalmente




encapsidada "in vitro", para lo que usamos un Kit comercial
(Lambda—DNA‘”in vitro" packaging Kkit, Amersham Int.), si-
guiendo las instrucciones y recomendaciones alli descritas.
La mezcla resultante de Jla encapsidacidn se usd para in-
fectar E. coli HB101. Tras 45\m1nutos de crecimiento a 37 °C,
las células se sembraron en medio LB adicionado de 15 g/ml de
tetraciclina, y se incubaron durante 24 horas a 37°C, obte-

niendose mas de 15000 transductantes.

1.2.- Andlisis de la calidad del banco

Como demostracidn indirecta de la insercidn de los frag-
mentos en el sitio HindIIIl de pVK102 (Jo que inactiva el gen
de resistencia a la kanamicina), 300 cclonias del banco se
sembraron en LBTc y LBKm. Sélo tres de ellas, prcbablemente
dimeros del vector o mutantes espontaneocs, resultaron ser
KmR ,

De Tas 297 colcnias restantes (TcRKm® ), se escogieron al
azar 30, a las que se extrajo ADN plasmidico por medio de mi-
nipreparacidn, gue se cortd con HindIII con objeto de reafir-
mar la presencia de 1insertos, ademds de calcular el tamafic
promedio de éstos.

La Figura 8 muestra el patrén de bandas HindIII de 1los
clones analizados, para los gue se estimdé un tamafio medio de
inserto de 29,5 kb, siendc de 18,7 kb el 1inserto de menor

longitud encontrado y de 40,5 kb el mayor.

Suponiendc gue R. Jeguminosarum bv. phaseoli tiene un




tamafio gendmico equivalente al de E. coli (4100 kb), y te-
niendo en cuenta la expresidén de Clarke y Carbon (1979):

P= 1- (1-F)N
en la gque P es la probabilidad en tanto por uno de encontrar
un fragmento de ADN en el banco, N representa el nuUmero de
recombinantes y f la fraccidén clonada del total del genoma,
para un tamaro medioc de inserto de 29,5 kb, se obtendrd una

P = 0,99 cuandc

N = in (1-0,99) / In (1~ ——=-—- ) = 837

lo que quiere decir gque con sdlo 637 colonias se tiene una
certeza del 98% de contener la totalidad del genoma, o lo gue
es 1o mismo, con 643 clones, si suponemos gue sdlo el 99% de
ellos (297 de 300) contienen insertos. Asi pues, queda asegu-

rada la clonacidon del genoma completo de R, leguminosarum

bv. phaseoli CIAT&399,.

El total de transductantes obtenidos se recogieron en 15
ml de LB , se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos vy,
tras lavar con LB y volver a centrifugar, las células se re-
suspendieron en 30 ml de una mezcla glicerol:LB al 50% adi-
cionada de 1.5 ml de Tc (img/ml); finalmente, se repartieron
en viales estériles en alicuotas de 3ml, gque se conservaron a

~20°C para posteriores estudios.




1.3.~ Aislamiento de coésmidos recombinantes portadores de 10s
genes -nod de CIAT899

Para aislar los genes nod de CIAT899 se utilizé el pro-
cedimiento de compiementacidén, que, aungue mas lento y labo-
rioso que la hibridacidén "in situ”, es el Unico que nos ase-
gura la funcionalidad de los genes clonados.

E1 banco de genes completo fue introducido, mediante la

técnica de conjugacidn triparental, en dos estirpes Nod-: R.

leguminosarum bv. phaseoli RSP900 (un derivado de CIAT899,

curado del plasmido simbidtico) y A. tumefaciens GMI9023 (un

derivado de A. tumefaciens €58, curadc de sus dos plésmidos),

seleccionando los transconjugantes en medic minimo GGM adi-
cionado de Tc y Rif; al menos 2000 colonias provenientes de
cada conjugacidén se recogieron en medio Gibson a unha concen-
tracién aproximada de 108 células por ml, y se inocularon "en
masa” en semillas germinadas de frijol, usando un total de 24
plantas por ensayo de compliementacion.

Al cabo de 21 dias, se observd la presencia de ndédulocs
radicales en las plantas inoculadas, cbteniénodose 19 plantas
noduladas de las inoculadas con Jos transconjugantes de
RSPSCO v sb6lo 4 plantas con nodulos en el caso de las inocu-
ladas con los transconjugantes de GMIS023.

De cada planta nodulada se tomaron 5 ndédulos, de los gue
se reaisiaron bacterias, sembrandolas primero directamente en
medio TY con Tc y posteriormente comprobando la resistencia a
la rifampicina de las cepas receptoras RSPS00 y GMIS(C23.

De dichas bacterias reaisladas se extrajo ADN plasmidico




por minipreparacién, y éste se usd para transformar E. coli

HB101, utilizando 100 1 de células competentes para cada
transformacién, seleccionando los transformantes en medio LB
adicionado de tetraciclina; de estos transformantes también
se obtuvieron sus ADNs plasmidicos, que fueron luego digeri-
dos con HindIII y analizados en gel de agarosa (Fig. 9a).
Fundamentalmente se encontraron cuatro tipos de cdésmi-
dos, cuya denominacién y tamafos moleculares se resumen en la

Tabla VII

1.4.—‘pcv38, pCV1i17, pCVB1 vy pCVESE son césmidos solapados

Segun el patrdn de restriccidén obtenido, parece ser que
los cuatro césmidos comparten algunas de las bandas HindIII,
es decir, gue son codésmidos solapados. Para verificarlo, los
pldsmidos pCVv38, pCV117, pCVB1 y pCV65 fueron digeridos ccn
otras endonucleasas diferentes a HindIII, tales como EcoRI,
BamHI y PstI (Fig. 9b, 9c y 9d). De nuevo se cbtuvieron ban-
das comunes, 1o que nos permitié confirmar el solapamiento,
asi como la construccidén de un mapa HindIII de dichos cdsmi-

dos (Fig. 10).



TABLA VII. Co6smidos reaislados de nédulos de frijol tras
complementacién de dos derivados Nod~ con unh banco de genes

de R. leguminosarum bv. phaseoli CIATS899.
COSMIDOS
TAMARNOS
MOLECULARES DE. pCV38 pCV117 pCV61 pCVeE5
Bandas HindIII (a) 21 21 21 21
4 4 4 -
2,4 2,4 - -
1,4 - 1,4 1,4
- - - 1,2
Total del inserto 28,8 27,5 26,5 23,5
Césmido completo (b) 51,8 50,5 49,8 46,5

(a) Los tamaffios de los fragmentos de ADN, expresados en kb,
fueron calculados segdn el patrdén Lambda/HindIII.

(b) Resultante de la suma insertc + vector pVK102 (23 kb).

2.- ANALISIS DE LOS COSMIDOS RECOMBINANTES

2.1.- Ensayo de nocdulacién

Para confirmar que los cdsmidos aislados eran 10s res-
ponsables de la complementacidn, se repitid el test de nodu-

Tacidn. Los cuatro clones fueron de nuevo introducidcs en los
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derivados curados RSPS00 y GMIS9023, y los transconjugantes
se usaron como inéculos en semillas de P. vulgaris (frijol).

Mientras que los césmidos pCV38, pCVI17 y pCV61 devol-
vieron a las estirpes Nod- 1la capacidad noduladora de la
silvestre, sorprendentemente, pCV65 fue incapaz de inducir la
formacién de nédulos. E1 ensayo de nodulacidén se repitid dos
veces, obteniéndose los mismos resultados.

Morfoldgicamente, los ndédulos formados en frijol por 1los
transconjugantes de RSP3S00 o GMI9023 conteniendo pCV38,
pCV117 o pCVe1l, fueron muy similares a los inducidos por la
estirpe silvestre CIAT899 (Fig. 11), incluso muchos de ellos
poseian un color rosado, indicativo de la produccidn de leg-
hemoglobina y por tanto de la posible fijacidén de nitrdgeno.
8in embargc, cuando se realizé el ensayo de fijacidn, todos

los ndédulos resuitaron ser Fix-.

2.2.- Hibridacidén de los césmidos solapados frentes a 1¢s
genes nod comunes de R. meliloti

Una vez aislada ia regidn de nodulacidén de CIAT839, con-
sideramos interesante investigar si los genes clonados pre-
sentaban homologia con otras regiones nod pertenecientes a
otras especies de Rhizobium. Para ello se eligieron 10s genes

nod “"comunes” de R. meliioti 41, que habian demostrado poseer

un atlto grado de conservacion interespecifica {ver
); estos genes, contenidos en un fragmento EcoRI de 8,5 kb
(Materiales y Métodos, 2), se usaron como sonda radicactiva

frente a una membrana de nylon gue contenia 1los cdsmidos
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pCV38, pCY117, pCV61 y pCVE5 digeridos con HindIII. Como se
muestra en la Fig. 12, se obtuvieron sefiales de hibridacién
en las bandas HindIII de 21, 4, y 2,4 kb, 1o que nos confirma
la clonacidén de los genes deseados y la disposicién de los
fragmentos en el mapa, a la vez que nos demuestra una vez mas
la gran homologia existente entre las regiones de nodulacidn
de diferentes especies de Rhizobium.

Ademéds, esto podria explicar el hecho de que pCV65 sea
incapaz de complementar a los derivados curados, al faltarle
dos de las bandas HindIII (4 y 2,4 kb) que hibridaron frente
a la sonda pnod de R. meliloti.

Por otra parte, considerando en conjunto los datcs pro-
venientes del test de nodulacién y de la hibridacidén con la
sonda nod de R. meliloti, la parte izquierda de la regidn

clonada parece ser la posible candidata para contener Jlos

genes esenclaies para las etapas tempranas de la nodulacién.

2.3.- Extensidén del randgo de hospedador de R. meliloti y
R. leguminosarum bv. trifolii por los cdsmidos
pCV38, pCVvi1il7 B Y pCVE1.

Los plasmidos pCV38, pCV117 y pCVB1 fueron transferidos
a diversas estirpes de Rhizobium (Tabla VII), analizandose e
fenotipo simbidtico de los transconjugantes obtenidos en
pilantas de frijold.

En todos los casos se detectaron nédulos en las plantas
inoculadas, gue fueron similares a los inducidos por CIATS899,

tanto s1 se trataba de estirpes silvestres comc de cepas
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curadas de Jos plasmidos simbidticos (Fig. 13). No se
observaron aiferencias significativas en los resultados
obtenidos con pCV38, pCv117 y pCVvB1, 1o que parece razonable
ya gue su contenido genético es similar, esto es, son tres

césmidos solapados.

TABLA VIII. Estirpes de R. meliloti, R. Jleguminosarum bv.
trifolii y R. Jleguminosarum bv. phaseoli a las que se trans-
firieron pCv38, pCV117 y pCvs1a

RECEPTORP DESCRIPCION

P
13
}(D
:.
o)
ot
=
o
N
il
EoS
w

siivestre, Nod* en alfaifa

R. leguminosarum bv. silvestre, Nod* en tréboi
trifolii RS1051

R. Jleguminosarum bv. derivade de RS1051 curado
trifolii RS1043 “del plasmido Sym, Nod-

R. Jeguminosarum bv. derivado de R. Jleguminosarum
phasecli CFN200O1 bv. phaseoli CFN4Z2 curadoc de’

pldasmido Sym, Nod-

a.- Se utilizaron 20 plantas de frijol por ensayo, y otras
tantas fueron inoculadas con 102F34, RS1051, RS1043,
CFN2001, dejadas sin inocular, como controles negativos,
o inoculadas con CIATS828, como control positivo. E]
ensayo de nodulacidén se realizd dos veces.

b.- También se usaron como receptores R. Jleguminosarum bDv.
phaseoli 8002, R. leguminosarum bv. viciae 300 y
Rhizobium sp. NGR234; sin embargo estas estirpes revela-
ron ser capaces de nodular frijol, por 1o gue se tuvieron
gue eliminar del ensayoc.




3.- DELIMITACION DE LA REGION NOD

3.1.- Organizacién fisica de pCV38

E1 mapa HindIII del coésmido pCv38 (ver Fig. 10), el
mayor de los aislados en el experimento de complementaciodn
inicial, fue ampliado con los sitios de reconocimiento para

las endonucleasas EcoRI, BamHI y BglII, que se eligieron por

proporcionar, cuando se usan individualmente, un ndmero no
muy elevadc de fragmentos.

E1 ADN de pCV38 se extrajo en maxi-escala y se purificd
por un gradiente de CsCl-bromuro de etidio. E1 ADN se dige-
ri¢ con las enzimas arriba mencionadas, asi como con sus
posibles combinaciones dobles y las combinaciones de éstas
con HindIII. Asimismo, y para confirmar la posicidén de lcs
fragmentos, se realizaron cortes triples. La Figura 14 mues-
tra los perfiles de restriccidén en uno de los geles utiliza-
dos en la resoclucidén del mapa; otros geles, conteniendo los
mismcs cortes, fueron fabricados con una mayor (para detectar
los fragmentos de ADN mas peguefios) o una menor {con objeto
de diferenciar bandas grandes de pesos moleculares semejan-
tes) concentracién de agarosa.

El mapa de restriccién resultante se muestra en la Figu-

ra 1b5a.
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3.2.- Subclonacién de los fragmentos de pCVv38 y ensayo de
complementacidén en plantas de frijol

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en el ensayo en
plantas y de la hibridacién con los genes nod, parece proba-
ble que sea en la parte izquierda de la regidén clonada donde
se localicen los genes de CIAT899 responsablies de la nodula-
cidén, ya gue, pCV65, al que le falta esa parte, es incapaz de
inducir la formacién de ndédulos.

Asi pues, con objeto de localizar mas precisamente la
zona responsable de la complementacion del fenotipo Nod- de
RSPS00, y puesto gque el césmido pCV38 es el mayor de Jos
aislados, se procedid a su subclonacién, utilizando para ello
el plasmido vector pRK404, que permite 1a seleccidn de clones
recombinantes por inactivacién insercional del gen lacZ colo-
cado detréds de su polilinker, 1o que origina Ta pérdida del
color azul en las colonias transformantes gue han recibido el
plasmido recombinante.

El cosmido pCV¥38 se digerid 1independientemente con las
endonucleasas BamHI y HindIII; de los fragmentos resultantes,
se electroeluyeron del gel y purificaron las bandas BamHI de
8 kb y HindIII de 2,4, 4,0 v 6,4 kb (esta Uitima fue cbtenida
por digestidén parcial y resulta de la suma de las bandas de
2,4y 4,0 kb), ligandose posteriormente con T4 1ligasa al
vector pRK404 (previamente linearizado con BamHI o HindIII vy
tratado con fosfatasa alcalina con objeto de evitar autcoliga-
ciones). Las mezclas de ligacién se usaronbpara transformar

E. coli JM83, aisldndose y analizandose el ADN plasmidico de
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las colonias no azules.

Los suﬁc]ones obtenidos se denominaron pCv3801 (pRK404::
8 kb BamHI), pCV3802 (pRK404::2,4 Rb HindIII), pCV3803
(pRK404::4,0 kb HindIII) y pCV3804 (pRK404::6,4 kb HindIII)
(Fig. 15b); dichos subclones se introdujeron por conjugacién
triparental en el derivado curado RSP900, y los transconju-
gantes se ensayaron en test de nodulacidén para frijol.

S6lamente el subcldén pCV3804 fue capaz de inducir la
formacion de ndéddulos en raices de frijol (Fig. 16a); sin
embargo, aunque el aspecto de éstos fue semejante al de los
formados por CIAT892, el numero de nédulos se redujo drasti-
camente con respecto a la estirpe silvestre.

Es particularmente intesante el hecho de que el cdsmido
pCvé1l (al que le falta la banda HindIII de 2,4 kb) de lugar a
un fenotipc Ned*, por lo gque se pensd en la posibilidad de
gue algin gen (o genes) localizado en esas 2,4 kb poseyese
otra copia funcional (o bien existiese otro gen funcionalmen-
i

te equivalente) en la zona situada a la derecha de ia regidn

subclonada en pCV3804.

3.3.~- Extensidén del rangc de hospedador de R. melilocti y R
leguminosarum by. trifclii por el subcidon pCvV3804

De forma semejante a como se habia realizado en el caso
de los cdsmidos pCV38, pCV1i7 y pCVB1, el subcldn pCv3804 fue
analizado en su capacidad para extender el rango de hospeda-

dor de R. meliloti 102F34 y R. leguminosarum bv. trifolii
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RS1051 a plantas de frijol, y para complementar a los deriva-
dos curados RS1043, CFN2001 y GMI9023.

Como se ilustra en las Figuras 16b, ¢ ,d y e, el césmido
pCV3804 fue capaz de conferir a todos 1los transconjugantes
gue lo habian recibido la capacidad de inducir nédulos en las
raices de frijol, aungue, y con respecto a la estirpe silves-
tre CIAT899, cuando los receptores fueron derivados curados
el numero de nédulos fue significativamente menor.

Estos resultados indican gque en tan sélo 6,4 kb se loca-
lTizan todos los genes necesarios para las etapas tempranas
del procesc de nodulacién, esto es, genes " comunes’ y "espe-

cificos”.

3.4.- Ampliacidén  del mapa fisico del subcién pCV3804

E1 ADN del pléasmido pCV3804 fue extraido y purificado,
y posteriormente digerido con 1a endonucleasa HindIII. Al
igual que en el caso del coésmido pCV¥38, el grado de digestiodn
fue controlado de forma‘que, ademas del vector, se originaran
tres fragmentos: el mayor, de 6,4 kb, gue resulta de 1la
digestidn parcial, y los otros dos fragmentos, de 4 y 2,4 Kb,
cbtenidos por digestidn total del ADN de pCV3804.

Los tres fragmentos HindIII obtenidos de esta forma se
eiectroeWuyeron dei gel, se purificaron y se ligarpn (con T4
ligasa) al vector pUC19 (previamente linearizado con HindIII
y defosforilados sus extremos 5’ con fosfatasa alcalina)

originandose asfi los plasmidos pCV3805 (pUC19::2,4 kb
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HindIII), pCV3806 (pUC19::4,0 kb HindIII) y pCv3807
(pUC19::6,4.kb HindIII) (Fig. 17b). El1 plasmido pUC19 es un
vector capaz de replicar sélamente en E. coli, pero gue posee
un alto numero de copias, con lo que el ADN clonado se puede
obtener en grandes cantidades; ademés, al igual que pRK404,
contiene el gen lacZ de E. coli clonado detrds de su poli-
Tinker, por lo que el sistema de seleccidn, asi como el ana-
lisis de los recombinantes se realizaron tal y como se
explica en el apartado‘s.z de estos Resultados.

Los subclones pCV3805, pCVv3806 y pCV3807 son, por
tanto, egquivalentes a pCv3802, pCV3803 y pCVv3804, respectiva-
mente, conteniendo el mismo fragmento de ADN proveniente de
pCV38, pero insertado en dos diferentes tipos de vectores
(ver Figs. 15 y 17).

Los ADNs de los subclones pCV3805, pCV3806 y pCV38C7 se
aislaron y purificaron, digeriéndose posteriormente con las

restrictasas Xhol, EccoRV, Clal, Sall y PstI, con sus combina-

ciones dobles y con las combinaciones de estas y HindIII;
ademéds, y para confirmar, se realizaron digestiones triples.
Estos resultados, junto con los datos obtenidos de los cortes
de pCV38, nos permitieron ampliar el mapa de la regidén de
CIAT899 clonada en pCv3804 (pCV3807) para un total de nueve

endonucleasas de restriccidn: HiIindIII, EcoRI, BamHI, BglII,

|

XhoI, EcoRVY, Clal, Sall y PstI (Fig. 17a).
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4.- ORGANIZACION GENETICA DE LA REGION nod DE LA ESTIRPE
CIAT899 DE R. leguminosarum bv. phaseoli

E1l siguiente paso fue 1dent1ficar; mediante el uso de
sondas de ADN especificas, los genes contenidos en la fegién
clonada de CIAT899; simultaneamente, y con la ayuda del mapa
fisico construido, se establecidé la organizacidén de dichos
genes en la regidon de nodulaciodn.

Para todos 10s experimentos de hibridacidén, se usaron
membranas de nylon a las gue previamente se habfan transferi-
do geles que contenfan ADN total de la estirpe CIAT83% y de
su derivado curado RSPS00, asi como del cosmido pCVv38 y del
subclén pCV3807. Los ADNs totales se digerieron con HindIII,
(excepto cuando se hibridaron frente a nodE), pCV38 se cortd
con HindIII, HindIII+ EcoRI y HindIII+BamHI, y pCV3804 fue
digerido con varias combinaciones dobles y triples de las
enzimas utilizadas para la eslaboracién del mapa fisico (Fig.
18). Todas estas combinaciones se eligieron por proporcionar
un conjunto de fragmentos que, a la vez que abarcaban Ja
totalidad de 1la regidén clionada, eran 1lc suficientemente
pequeficos como para localizar de forma precisa las bandas de

hibridacién resultantes.

4.1.~ Deteccidn de nifH

Los genes estructurales de la enzima nitrogenasa (nifH,
D y K) se han descrito ligados a los genes de la nodulacion,

en el pléasmido Sym o en el cromosoma, y en algunos casos,



reiterados (ver Introduccién 5.4.1); por otro lado, estos ge-
nes parecen.estar muy conservados entre l1os microorganismos
diazotro6ficos, por 1o que los genes nif de una especie pueden
utilizarse como sonda radiocactiva para detectar los mismos
genes en otra.

Basdndonos en esto Ultimo, una de las membranas ante-
riormente descritas se hibridé frente al plasmido pCQi52, que
contiene una secuencia intragénica de 300 pb del gen nifH de

R. Jeguminosarum bv. phasecli CFN42 (Materiales & Métodos,

2).

La Unica banda de hibridacién detectada correspondid ail
ADN total de 1a estirpe CIAT899, siendo de 6,5 kb de tamano.
(Fig. 19). Como cabia esperar, no se encontrdé homologia en-
tre esta sonda v el ADN total del derivado curado RSPY900; es-
te resultado ratifica trabajos anteriores, en 10s que se des-
cribe a CIAT89¢% como un representante de la bv. phaseolil en
el que los genes nif, localizados en el plédsmido simbidtico,
no se encuentran reiterados.

Por otro lado, la ausencia de sefial en la regidén de no-
dutlacidén clonada concuerda con el fenotipo Fix- de ios nddu-
los inducidos por 1los cosmidos aislades, por 1o gue el gen
nifH debe estar localizadc en ocro lugar del pSym de la cepa

CIAT899, pero no incluide en la regidon de nodulacion de-

finida por Jos césmidos plv38, pCVv117 y pCVe1,
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4.2.- Deteccidn de genes nod

Al igual que Tlos genes nifHDK, los genes nod han demos-
trado estar muy conservados (a nivel de secuencia de nucled-
tidos) entre diferentes especies de rizobidceas, homologia
que en el caso de algunos genes (los nod "comunes”) va
acompafiada de equivalencia funcional, mientras gue en el caso
de otros (los genes nod “especificos”) no se ha encontrado
dicha eguivalencia {(ver Introduccidén 5.2).

Con objeto de definir la organizacidén genética de la re-
gién clonada, se procedid a hibridar las membranas anterior-
mente descritas frente a scndas de genes nod previamente ca-

racterizados: nodAB, nodC v nodD de R. meliloti, y nodld vy

nodE de R. Jleguminosarum bv. viciae (Materiales & Métodos).

Con estas sondas se tiene una buena representacidén de los ge-
nes de nodulacidn; por una parte genes nhod T“comunes”
(nodABCIJ), por otra nod “"especificos” (nodE), y finalmente,
el gen regulador nodD, gue a su vez también juega un pape]

muy importante en la especificidad de hospedador.
4.2.1.- Deteccidn de nodAB

La Figura 20 ilustra los resultados obtenidos cuandoc l1os
genes NcdAB de R. meliilcti se usaron como sonda radicactiva
frente a uno de los filtros descritos. Tanto en el ADN teotal

de Ta estirpe silvestre CIATE899 (carril 2) comoc en los ca-

rriles 2 y 4, correspondientes al cdsmido pCVv38, se obtuvo



hibridacidn en una s6la banda HindIII de 4 kb.

Los fragmentos HindIII-BamHI de 1,6 y 4,8 del c16n pCV38
(carril 5), que también hibridaron frente a la sonda ncdAB,
corresponden a una banda contenida en Ta de 4 kb HindIII y a
otra adyacente a esta Ultima (ver mapa fisico Figura 15a).

Por Gltimo, las bandas de hibridacién encontradas en l1os
carriles 6 al 15, que contenfan el ADN del subcldn pCV3807,
nos revelaron més exactamente la situacidn de ios genes homd-

logos a nodAB de R. meliloti, localizandolos en un fragmento

de 4 kb.

~

4.2.2.- Deteccidén de nodC

Como se muestra en ta Figura 21, la misma banda HindIIl

de 4kb que hibridd frente a nodA3 resultd ser homdioga a’

gen nodC de R. meliloti. Este hecho no fue de extrafiar, va
gue el gen nodC se situa en el mismo operdn gue nodAB en
todas 1as especies estudiadas (ver Introduccidén 7.1).

La hibridacién con 1a banda HindIII-BamHI de 2.4 kb, asi

como las sefiales obtenidas con los fragmentos correspondien-
tes al plédsmidc pCVY3807, indicaron que el gen homdélogo a nocc
se localizaba a 1la derecha de nodAB, concretamente en un
fraghento PstlI de 1,0 kb; dicho fragmento did la seffial mas
fuerte de las observadas en todos los experimentos de hibri-

dacidén, indicando la existencia de una gran homologia entre

los genes nodC de R. melilot

iy R. legumingsarum bv. phaseo-
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11 CIAT8S9.

4.2.3.- Deteccidn de nodlJd

Cuando se usaron como sonda radicactiva l1os genes nodlJ

de R.Jleguminosarum bv. viciae, no se detectd seffial de hibri-

dacidén alguna en el ADN correspondiente al subcién pCV3807;
sin embargo, si se encontrd homologia entre estos genes y la
banda HindIII-BamHI de 4,8 kb contigua a la gue hibridd con
nodABC de R. meliloti, ademés de otro fragmento HindIII de 21
kb gue incluye a la de 4,8 kb HindIII- BamHI (Fig 22).

Asi pues, los genes nodlJ se localizan fuera de las 6.4

Kb HindIII suficientes para la nodulacidn, pero muy cercancs

a ésta, en un fragmento situado a la derecha de nodABC.

4.2.4.,~ Deteccidn de nodD

Las estirpes 8002 y CE2, representantes del tipo I de R.

iegumincsarum bv. phaseoli, poseen tres copias del gen re-

rales de la enzima nitrcgenasa; por el contrario, CiA7899
sdlo contiene una copia de los genes nifHDK y, tal y como se
1lustra en la Figura 23, su gen nodD no estd repetidc.

Tanto en el ADN total de CIAT899 como en el del cdsmido
pCV38, una sola banda HindIII de 2,4 kb (incluida en el sub-

clén pCV3807) hibridd frente a la sonda nodD de R. melil

o

ti.

Con respecto al ADN de pCV3807, y dentro de la banda
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indIII de 2,4 kb, el fragmento mas pequefio homdlogo al gen

nodD de R. meliloti fue uno EcoRI-HindIII de 0.6 kb, 1locali-

Por lo tanto, R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899 sdélo

contiene un gen homdélogo al nodbD de R. meliloti, el cual estd

localizado en la regién de nodulacidn clonada.

4,2.5,.- Deteccidn de nodE

Para la hibridacidon con la sonda nodE de R. leguminosa-

rum bv. viciae, se usd una membrana en la gue la uUnica di-
ferencia con las anteriocores fue gue los ADN totales se dige-
rieron con HindIII+EcoRI.

Al dgual que nodld,

nodfE no se localiza en la regidn de
nodulacién subclonada en pCV3807, sinc que, a Jjuzgar por las
sefales de hibridacidén, se encuentra en un Tragmento IcoRI-

HindIII de 1,9 kb, situadc a aproximadamente 12 kb de los ge-

nes nodABC (Fig. 24).

Como resumen, 1a organizacidn genética de la regidn de
nodulacidén clonada, obtenida a partir de los experimentos de
hibridacién descritos, se muestra en la Fig. 25. Como se
esperaba, en cada caso, las bandas de hibridacidén estuvieron
representadas en el ADN total de CIAT899, mientras que no se
detectaron sefiales de hibridacién en el ADN total de su de-

rivado curado RSPS00; esto viene a confirmar la localizaciodn

plasmidica de ios genes de ncdulacidn de R leguminosarum bv.
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phaseoli CIAT899, previamente seflalada por otros autores

(Martinez y col., 1985; Brom y col., 1988).

5.~ ENSAYOS EN OTRAS PLANTAS HOSPEDADORAS DE R. leguminosarum
bv. phaseoli CIAT899

Las estirpes tipo II de R. leguminosarum bv. phaseoli, ¥y

entre ellas CIAT899, poseen un rangoc de hospedador amplio
(Martinez y col., 1985), que les confiere la capacidad de no-

dular a otras leguminosas ademds de Phaseolus vulgaris (fri-

jol), tales como Leucaena esculenta (leucaena) y Macroptilium

atropurpureum (siratro). Por el contrario, las cepas tipo I

de esta biovariedad tienen un rango de hospedador limitado
(Martinez y col., 13985; Palacios y col., 1987); tal es el ca-
so de la cepa CE3, gque puede establecer simbiosis sdlamente
con plantas de P. vdlgaris. Por ello, 1la estirpe CE3 fue
elegida como receptora para estos experimentcs de ampliacion
del rango de hospedador.

Los ensayos en otras plantas hospedadoras se realizaron
en colaboracion con la Unidad de Biologia Molecular de Plan-
tas y Biotecnologia Vegstal de la UNAM (Universidad Nacional
Auténoma de México):; en esta Unidad, y a partir de otra geno-
teca de ADN total de CIAT899 (Construida en el césmido
pSUP205), se habia aislado un césmido recombinante, pCV382Z0
{(Fig. 28a), que contenia dos fragmentos EcoRI contiguos de 16
y 6,2 kb, y que habia sidoc capaz de extender el rango de hos-

pedador de la estirpe CE3 a plantas de leucaena, aungue no de

complementar a la cepa curada RSP3S00 para nodular ninguno de

135



los hospedadores de CIAT899. Los dos fragmentos EcCoRI de 16 y
6,2 kb de pCV3820 habian sido subclonados (también en el vec-
tor pSUP205), resultando 1los plasmidos pCV3821 y pCV3822,
respectivamente (Fig. 26b); de ambos subclones, sélo pCv3822
habia seguido manteniendo las propiedades de extensidén de

rango de hospedador de pCv3820 (vVargas y col., 1980)

5.1.- Hibridacidén de los ADNs totales de CJIAT8938 Y RSPY9Q0, v
de l1os ADNs de pCV38 y pCV3807 frente a la regidn
subcichada en pCV3822

Segln se ha descrito anteriormente, la region de R. le-

guminosarum bv. phaseoli CIAT83% subclcnada en pCV3SO4 es ca-

paz de extender el rango de hospedador de R. eliloti vy

]

leguminosarum bv. trifolii hasta frijol. Por esta razdn,

se creyd interesante determinar si la misma regidén contiene
Ta informacidén para nodular a las otras dos piantas hospeda-
doras, leucaena y siratro, o si, por el contrario, existen
diferentes regiones qgue se encuentran dispersas en el pSym,
poseyendo cada una la informacidén para nodular cada uno de
los hospedadores de CIATS389,

En primer lugar, se quiso comprobar si la regidén de no-
dulacidn de CIAT839S aislada por nosotros (de 28,8 kb, clcnada
en el sitio HindIII del vector pVKi102) incluia a la region
aislada por el grupc mejicano (de 22,2 kb, clonada en el si-
tio EcoRI del vector pSUP205) o si, por el contrario, se tra-

taba de dos zonas distintas del pSym de CIAT883, codificando
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informacién, la primera para nhodular frijol y la segunda para
Ta nodulacidén de otra planta hospedadora, leucaena.

Para e{1o, el fragmento EcoRI de 6,2 kb del subclidn
pCV3822 se utilizdé como sonda radioactiva frente a una
membrana que contenia los ADNs totales de CIAT889 y RSP900
(cortados con la enzima HindIII), y ADNs de pCV38 y pCV3g07
digeridos con varias endonucleasas de restriccidn (Fig. 27a).
E1 resultado, que se ilustra en la Figura 27b, fue una fuerte
hibridacidén positiva en la banda HindIII de 4 kb de los clo-
ones pCV38 y pCV3807 que habia hibridado anteriormente frente

a las sondas nodAB y nodC de R. melijcti, asi como en otras

bandas vecinas a ésta; ademds, dicha banda se encontrd pre-
esente en el ADN total de CIAT838S pero no en el ADN total de
RSP200. |

En conclusidén, se trata de 1a misma regidén, lo cual ya
se sospechaba puesto que el plasmido pCV38 contiene dos
fragmentos EcoRI precisamente de 6,2 y 16 kb de Tlongitud

(ver Fig. t8a). El1 hecho de que la regidon de R. leguminosarum

bv. phaseoli CIAT899 clonada en el codosmido pCV3820 (EcoRI de
22,2 kb) sea incapaz de complementar al derivado curado
RSP300, y que el subclén pCcv3804 si 1o sea, implica qgue la
parte jzquierda de pCV3804 (HindIII-EcoRI de 1,8 kb) es
imprescindible al menos para la nodulacién de plantas de

frijol.
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5.2.- Ensayos de extensién del rango de hospedador

Una vez establecido que ambos grupos estédbamos trabajan-
do con regiones de ADN solapadas, se procedidé a realizar una

serie de experimentos en plantas de Leucaena esculenta (leu-

caena) y Macroptilium atropurpureum (siratro), utilizando pa-

ra ello varios de los subclones existentes, que se transfi-
rieron a la estirpe CE3 y a tres derivados curados, RSPS00

(curada de CIAT8389), CFN2001 (curada de CE3) y A. tumefaciens

GMIS023 (curada de C58), 1inoculandose 1los transconjugantes

*

obtenidos en semillas germinadas de leucaena y siratro. La
Tabla IX y las Figuras 28 y 29 ilustran los plasmidos utilti-
zados y los resultados obtenidos en todos estos ensayos de
ampliacidén del rango de hospedador. Como se observa en la
Tabla IX, no hubc diferencias entre los resultados obtenidos
a partir de los tests de ncdulacidén en ambas plantas hospeqa—
ta estirpe CE3 fue la receptora, los plasmidos
pCv3e, pCVvii7 y pCVe1 indujeron ta formacidn de nddulcs tanto
en leucasna come en siratro, aunque éstos fueron peqguefics vy
pecco desarrcilados (Fig. 28c). Por el contrario, los trans-
conjugantes CE3(plV3804) dieron lugar a ndédulos similares a
los formados por la estirpe silvestre CIAT899 (Fig. 28d),
aungque, con respecto a #stos, su numero fue menor. Ademas de

pCV38C4, otro subcldn de pCVv38, pCV3802, extendid el rango de

hospedador de la estirpe CE3 hasta L. esculenta y M.atropur-

pureum, aungue se formaron escasos ndédulocs, y éstos fueron



TABLA IX. Fenotipo simbiético, en plantas de Tleucaena y si-
ratro, de los transconjugantes de R. leguminosarum bv. pha-
seoli CE3 y RSP900, y de A. tumefaciens GMIS023, que han re-
cibido los " clones recombinantes pCv3s, pCV117, pCVvé61,
pCv3801, pCv3802, pCV3804, pCVv3820, pCv3821 y pCv3822.

Clon introducido Estirpe receptora2
CE3 RSP900P GMI9023

Leuc. Sir. Leuc. Sir. Leuc. Sir
pCV38 + + + + + +
pCV117 + + N . . .
PCV6 1 4 + . N . N
pCV3804 + + + + + +
pCV3820 + + - - - -
pCV3821 | | - - _ _ ~ B
pcves22 | + + _ _ _ )
pCV3801 | - _ NTe  NT NT T
pCV3802 + + NT - NT NT NT

a.- Se utilizaron 20 plantas/ensayo de nodulacién. Ademds de
los transconjugantes, se inccularon tanto controles posi-
tivos (CIAT899), como negativos (CE3, RSP9CO, CFN200t vy
GMIZS023); asimismo, 10 plantas se dejaron sin inocular
como control negativo de contaminacion.,

D.- Los resultados para CFN2001 fueron los mismos gque para
RSP900, por 1o que no se reflejan en la Tabla.

c.- NT: los subclcnes pCV3801 y pCV3802 no se ensayaron sobre
cepas curadas.




pequerios y poco desarrollados (Fig. 28e).

Los transconjugantes de CE3 con 1os clones pCV3820,
pCv3821 y pév3822 se ensayaron de nuevo en piantas de leuca-
ena, y, por primera vez, en plantas de siratro. Los ndédulos
inducidos por pCV3820 fueron muy similares, en apariencia ex-
terna, a los formados por CIAT899, mientras que pCV3822 dio
lugar a pocos nédulos, menos desarrollados gue en el caso del
plasmido pCV3820 y pCvV3821 fue 1incapaz de inducir la forma-
cidn de nddulos en cualgquiera de las plantas hospedadoras.

Por otro lado, cuando se usaron como receptores las ce-
pas curadas RSP300 y CFN2001, tantoc pCV38 como pCVii7 y‘pCV61'
fueron capaces de mantener el amplio rango de hospedador de
la estirpe silvestre CIAT898, aungue, con respecto a éstas,
el numerc de ndédulos fue menor (Figs. 29b y 30b).

Lcs Transconjugantes de RSP3S00 y CFN2001 gue habfan re-
cibido €1 subclén pCV3804 1indujeron la formacidn de nddulios
radicales en las plantas inoculadas, siendo éste el Unicc de
los subclones construidos capaz de inducir una respuesta de
nodulacidn en una estirpe curada (Figs. 2%c y 30c). Por
tantc, 1a misma regidén de ADN de CIAT293 contiene informacion
suficiente para 1a nodulacidn de los tres hospedadores.

Finaimente, la movilizacién de pCV38, pCV1ii7, pCVetl vy

pCV3804 hasta A. tumefaciens GMI2023 origind transconjugantes

capaces de formar pseudonddulos en la raices de leucaena y
siratro, siendo el resto de los subclones incapaces de indu-
cir respuesta alguna por parte de GMIS023 (Fig. 28d).

Asi pues, parece ser que Jla minima informacidn reguerida
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para ampliar el rango de hospedador de R. leguminosarum bv.

phaseoli CEQ se encuentra en el plasmido pCv3802 (ver Fig.
25), y més concretamente en el fragmento EcoRI-HindIII de 0,6
kb gue habia mostrado homologia con 1la sonda nhodD de R.
meliloti; noétese que tanto el subcldédn pCV3822 como pCV3802,
que Unicamente comparten ese fragmento de ADN, son capaces de
extender el rango de hospedador de la estirpe CE3 hasta L.

esculenta y M. atropurpureum.

6.—- EL GEN nodD DE R. lequminosarum bv. phaseoli CIAT899 COMO

DETERMINANTE DE LA ESPECIFICIDAD DE HOSPEDADOR

Los experimentos realizados sugieren que la regidn de
DNA de CIAT899 que hibrida con el gen nodD de R. meliloti es
responsable de la extension del rango de hospedador de 1ta
estirpe CE3 (tipo 1), capacitdndola para nodular plantas de
leucaena y siratro. Por otro lado, ya se habia demostrado que

el subcidn pCV3804 podia ampliar el rango de hospedador de R.

meliloti ¥y R. Jleguminosarum bv. trifolii hasta frijcl, perc

no se conocia exactamente gue parte de pCV3804 era la respon-

sable de este fendmeno.

o

on objeto de dilucidar esta cuestidn, Tos subclones
pCvV3820, pCV3821, pCV3822, pCVv3801 y pCV3802 se movilizaron

hasta R. leguminosarum bv. trifolii RS1051 y los transconju-

gantes obtenidos se inocularon en semillas germinadas de P.
vulgaris (frijol). Los resultados de estos ensayos se resumen
en la Tabla X.

Ce la misma forma gue extendieron el rango de hospedador



de la estirpe CE3 hasta leucaena vy siratro, los subclones
pCV3820, pCV3822 y pCV3802 (ademés de pCv3804) también confi-
rieron a RS1051 la capacidad de nodular plantas de frijol;
puesto gque estos plasmidos sdlo tienen en comun el fragmento
ECORI-HindIII de 0,6 kb homélogo a nodD, parece ser que esta
regién es también la responsable para la extensidén del rango
de hospedador a plantas de P. vulgaris.

Por dltimo, el transconjugante RS1051(pCV3802) se ensayd
en plantas de leucaena y siratro; sin embargo, y a pesar de
gue esta cepa fue capaz de nodular frijol, el fenotipo en los
otros dos hospedadores de CIAT8389 fue Nod-, indicando gue en
este caso, la extensidén del rango de hospedador reqguiere

otros genes adicionales, no contenidos en el subcldn pCV3g02.
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Tabla X. Fenotipo de plantas de P. vulgaris tras ser ino-
culadas con transconjugantes de RS1051 que contienen Jlos
pléasmidos récombinantes pCV3820, pCv3821, pCv3822, pCV3801 y
pCv3802.3

Clon 1introducido Fenotipo en P. vulgaris
pCVv3820 Nod+
pCV3821 Nod-
pCv3822 Nod+*
pCV3801 | Nod-
pCVv3802 Nod*

a2 Se 1inocularon 20 plantas/ensayo de hodulacidén; asimismo
se realizaron controles de nodulacidén positivos (10 plan-
tas inoculadas con CIAT8989) y negativos (10 plantas sin
inocular y otras 10 inoculadas con RS1051).

7.- ANALISIS DEL COSMIDO pCV61

Al analizar en conjunto todos los datos cbtenidos hasta

este punto, inevitabiemente surge una notable contradiccién:

si la regién de CIATE89 homdloga a nodD de R. melilotil pue-

de extender e rango de hospedador de otras estirpes y hacer
gue nodulen Tas plantas hospedadoras de CIAT889, ¢ por gué el

césmido pCVE1, al que aparentemente le faita el gen nodD (ver

n

ig. 25) es capaz, nc sdlo de complementar a los derivados
curados, sino también de conferir a otras estirpes silvestres
la capacidad de nodular cualquiera de los hospedadores de R.

leguminosarum bv. phaseoli”?.

La explicacidn més facil podria ser que algun gen conte-
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nido en pCv3802 (que es el clon més pequefioc gue confiere es-
pecificidad de hospedador) tuviese otra copia funcional en
otra parte de la regién de nodulacidén clonada; este gen po-
dria ser incluso otro nhodD, no habiéndose detectado en 1la
primera hibridacién por falta de homologia con el de R.
meliloti, pero gue es capaz de reemplazar en sus funciones al
nodD primeramente localizado.

Para intentar aclarar esta cuestidon, el ADN dei subcldn
pCV3805 (ver Fig 17) se digeridé con HindIII+EcoRI y 1los dos
fragmentos resultantes, de 1,8 v 0,6 kb de tamaho, se usaron
como sondas radiocactivas frente a membranas gue contenian ADN
del cdsmido pCV38 (gque a su vez incluye a pCV81) digerido con
varias enzimas de restriccidén asi como con aligunas de sus
combinaciones dobles. E1 resultado, ilustradc en las Figuras
31 y 32, fue, a excepcidn de los fragmentos gque incluian a
las bandas utilizadas como sondas, una falta total de homolo-
gia entre éstas y el resto de la regidn clonada.

Asi pues, en el pldasmido pCV61 no parece existir una
copia del gen homdlogo a nedD de R, meliloti, ni de otrc gen

gue estuviese contenido en pCV3802. A pesar de todo estce,

[0}

este cion habia mostradc repetidas veces su funcicnalidad en
los test de nodulacidén (Figs. 33 y 34), comprobdndose gue se
trataba efectivamente del codsmido pCVET antes y después de

cada ensayo,
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8.~ ENSAYO PRELIMINAR DE LA FUNCIONALIDAD DEL GEN nodD
DE R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899

Los resultados descritos demuestran que la regidén de
CIAT898 hibrida frente al gen nodD de R. melilcti puede ex-
tender el rango de hospedador de otras estirpes de Rhizobium
hasta las plantas hospedadoras de CIAT899. Por otro lado, se
ha descrito que el gen nodD actua como regulador positivo de
los otros genes nod en conjunto con factores exudados por 1la
planta (Innes y col., 1985; Mulligan y Long, 1985; Rossen vy
col., 13885).

A fin de determinar si la regidn clonada en pCVv3802
posee un gen regulatoric ncdD funcional, asi como para
intentar aclarar el comportamiento del cdsmido pCV61l, se pro-
cedidé a realizar un ensayoc preliminar cualitative.

En este experimento, los clones pCv3804, pCVve1l y pCv3g
se movilizaron al derivado curado CFN2001, en el que previa-
mente se habia introducido el pldasmido pMP154; este plasmido

contiene el gen nodA de R. leguminosarum bv. viciae fusionado

al gen informador lacZ, de forma gue, en presencia de exuda-
dos de la planta (o de un flavonoide inductor apropiado, como
la naringenina), la actividad -galactosidasa (detectable por
el color azul de las colonias en placas con Xgal) es indica-
lador nodD (ver Introduccidn 4.2 y 7.2).

Para este ensayo se emplearon placas de medio TY adicio-
nado de Xgal y naringenina, sembrando en ellas Jos transcon-

jugantes obtenidos, asi como la estirpe CFN2001(pMP154), como
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control negativo de actividad inductora.

Tanto los transconjugantes de CFN2001(pMP154) que habian
recibido pCV38 como 1os que contenian el subclédn pCV3802 die-
ron lugar a colonias azules (indicativo de la produccién de

-galactosidasa); sin embargo, en este ensayo preliminar cua-
litative no se pudo demostrar actividad inductora por parte
del cdsmido pCV61, cuyo comportamiento, a falta de un estudio

mas exhaustivo, permanece de momento sin aclarar.

Finalmente, teniendo en cuenta 1los resultados de ‘os
experimentos de la transferencia del plasmido pCvV3802 a otras
estirpes, la demostracidén de la actividad inductora por parte
del ADN contenido en este subclén y la homologia de su frag-
mento EcoRI-HindIII de 0,8 kb con el gen nodD de R. meliloti,

parece razonable proponer gue el gen nodD de R. legumincsarum

bv. phasecli estd implicado en la especificidad de rango de

nospedador.
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V.- DISCUSION



DISCUSION

Dentro del género Rhizobium, la genética bacteriana de
la nodulacién se ha analizado en mayor detalle en la especie

R. meliloti y en las biovariedades yviciae y trifolii de R.

leguminosarum; en todas ellas, 1los genes nod se encuentran,

junto con algunos genes nif y fix, en regiones relativamente
pequefias de su plésmido simbidtico (Downie y col., 1983;
Schofield y col., 1983; Kondorosi y col., 1984).

Los genes de nodulacidén de R. leguminosarum bv. viciae

y R. Jeguminosarum bv. trifolii se localizan en dos fragmen-

tos de ADN cde 10 kb y 14 kb, respectivamente (Downie y col.,
1983; Schofield y col., 1984), en los que los diferentes ge-
nes se ordenan de forma continua; por ellc, la transferencia
de estas peguefias regiones de ADN a otras especies de
Rhizobium les confiere la capacidad de nodular el guisante vy
el tréboi, respectivamente (Downie y col., 1983; Schofield vy
col., 1884). Sin embargc, en R. meliloti 41, estos genes se
ordenan en dos grupos, separados por aproximadamente 6 kb
(Kondorosi y col., 1984; Horvath y col., 1986), siendo nece-
saria la transferencia de ambos fragmentos para que la estir-
pe receptora adquiera la capacidad de formar nédulos radica-
les en la alfalfa (Putnoky y Kondorosi, 19886).

En contraste con la profundidad gue han alcanzado oS
estudios en las estirpes citadas anteriormente, es relativa-

mente escasa la informacién disponible sobre los genes de no-

dulacidn de la bv. phaseoli de R. leguminosarum; en l1os re-

presentantes del tipo I, tales como la estirpe CEB, se sabe
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gue dos regignes del pSym, separadas por aproximadamente

20 kb, son esenciales para restaurar la capacidad de inducir
nédulos en las raices del frijol (Cevalios y col., 1889); es-
tos datos, junto con los obtenidos por Lamb y col. (1985) y
Vazquez y col. (sometido a publicacidén), sugieren que en el

pldsmido Sym de las cepas del tipo I de R. leguminosarum bv.

phaseoli, existen al menos dos fragmentos separados gue son
requeridos para la induccién y el desarrcllo de los nédulos.
Con el propésitc de comparar las regiones de nodulacidn

de ambos tipos de estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoll,

en este trabajo de investigacién se procedid a la clonacion y
caracterizacién de los genes nod de un representante del tipo

II: R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899.

-
!

Nuestros datos indican que, a diferencia de l1os resulta-

dos obtenidos con la cepa CE3, R. leguminosarum bv. phasecli

CIAT899 posee una sdéla regidn que contiene la informacidn re-
guerida para la nodulacién de sus tres leguminosas hospedado-
ras (frijol, leucaena y siratro); ademds, la organizacidn ge-
nética de ambas regiones es diferente: mientras gue 10s genes

nod de CIAT8%9 se ordenan de forma similar a los de R. meli-

Joti y los de las bvs. viciae y trifolii de R. legumincsarum,
en la estirpe CE3 se ha encontrado que el gen nodA estd con-

tenido en un fragmento EcoRI de 3.5 kb, localizado a unas 20

kb de los genes nodBC y nodD (Vazquez y col., sometidc a pu-

blicacién). Estas diferencias entre las regiones nod de ambas

estirpes vienen a confirmar la gran divergencia existente en-

tre los dos tipos de cepas de la bv. phaseoli de R. legumino-
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(Piiero y col., 1988).

N

E1 primer paso para la clonacidén de la regién de nodula-
cién de CIAT899 consistid en la construccién de un banco de
genes de dicha estirpe, el cual, una vez comprobada su cali-
dad, se utilizé para complementar a los derivados curados
RSP300 y GMISC23, aisléandose por este procedimiento los cés-
midos sclapados pCV38, pCV61 y pCV117 (Fig. ).

Cichos plasmidos, cuando se reintrodujeron en las mismas
estirpes curadas, volvieron a inducir la formacién de nédulos
radicales en plantas de frijol y, por otra parte, mostraron
hibridacién frente a una sonda que contenfa los genes nod
"comunes” de R. meliloti 41; estos experimentos confirmaron
la clonacidén de la regidén de nodulacidn (al menos para su
principal hospedador, el frijel), a la vez que demcstraron la

existencia de una gran homologfia entre los genes de nodula-

acién de R. meliloti v R. leguminosarum bv. phaseoli.

Por otro jado, el cdsmido pCVEE, que se aisld de Jos né-
dulos en el experimento de complementacién inicial, fue inca-
paz de volver a inducir nodulacidén cuandco se transfirid de
nuevo a RSPY900 y GMI%023, Jo que 1indica que dicho cdsmido,
aungue comparte algunas de las bandas HIndIII con los otros
tres aisiados, nc posee toda la informacidn necesaria para la
nrodulacidén, encontrandose dicha informacidén precisamente en

aguellas bandas ausentes en pCVe5, de 4 kb y 2,4 kb de longi-



tud, gque hibhidaron frente a 1a sonda nodD de R. meliloti.

E1 hecho de que el cdésmido pCv65 fuese inicialmente ais-
lado de los ndédulos, pero en experimentos posteriores se mos-
trara incapaz de inducir nodulacidn, podria explicarse por el
aislamiento simultdneo de pCV65 con otro de 1los césmidos a
partir de transconjugantes que contenian ambos recombinantes,
pudiéndose separar ambos cdsmidos cuando fueron extraidos los
ADNs de éstos, transformados en E. coli y vueltos a introdu-
cir en los derivados curadocs, que ahora sélo contendrian uno
ellos.

Los nédulos formados en frijol por los transconjugantes
de RSP900‘y GMIQ023 que contenian unc de 1os tres césmidos
sclapados (pCV38, pCveétl o pCVvit17), fuercn muy semejantes a
los inducidos por la estirpe silvestre CIAT82%, incluso mu-
chos fueron rosados, indicativo de la produccidén de leghemc-
globina; a pesar de estc, los ensayos de reduccidn de nitrs-
geno demostraron que dichos nddulos eran Fix-, 1o gue quiere
decir gue, aunqgue J1os cdsmidos aislados contienen todos los
genes necesarios para las etapas tempranas de la nodulacidn,
no ocurre asi con los genes responsables de la fijacidon; este
necho se confirmd en los experimentecs de hibridacidn poste-
riores, en Jlos gue no se detectd seffal de hibridacidn entre

la regidén clonada y la sonda nifH de R. legumingsarum bv.

phaseoli CFN42.
Asi pues, aunque el pSym de CIAT899 contiene toda la in-
formacidén genética necesaria para la formacfén de noédulos fi-

jadores de nitrdgeno, ésta no se encuentra totalmente inclui-



da en la rggién clonada, pudiendo estos genes de fijacidn
estar dispersos en el pSym o, alternativamente, préximos a la
regién de nodulaciédn aunque no incluidos en ella. En este
sentido, la Unica regién clonada que contiene toda la
informacién necesaria para la nodulacién y la fijacidn de
nitrégeno ha sido descrita por Innes y col. (1888), que de—
mostraron gque la induccidn de nédulos fijadores en plantas de
trébol requiere Unicamente 32 kb del pldsmido simbidtico de

R. leguminosarum bv. trifolii ANU843, en las gue se han loca-

Tizado todos los genes hod de ANU842 conccidos, sSus genes
estructurales de la enzima nitrogenasa nifHDK y genes homdlo-

gos a los genes fixABC, nifA, nifB, nifE y nifN de otras

bacterias fijadoras de nitrdégeno.

Una vez clonada la regidén de nodulacién de R. legumino-
sarum bv. phaseoli CIAT839, y con el objeto de delimitar di-
cha regidn, se procedidé a la subclonacidn del plasmido pCv3g
(el mayor de los aislados), ensayando los subclones resultan-
tes en su capacidad para complementar el fenotipo Nod- del
derivadc curado RSPS00.

E1 resultado fue gue sélo uno de los subclones, pCV3804,
fue capaz de inducir la formacidén de néduios‘por parte de la
estirpe RSPSGO. \Este pldsmido, al igual que 1los cosmidos
pCV38, pCVB1 y pCViI17, no sélo confirié a cualguiera de 1os
derivados curados la capacidad de nodular plantas de frigol,
sino que también fue capaz de extender el rango de hospedador

de dos estirpes silvestres de R. meliloti y R. leguminosarum

bv. trifolii hasta dicho hospedador; estos resultados indican
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gue en tan sé]o 6,4 kb del pléasmido simbidético de la estirpe
CIAT899 (clonadas en pCv3804) se localizan tocdos 1os genes
necesarios para las etapas tempranas del proceso de la nodu-
lacién, esto es, genes nod "comunes” y "especificos”, y ambos

grupos son funcionales en R. meliloti y R. legumincsarum bv.

phaseoli.

Esta extensidn del rango de hospedador de R. leguminosa-

rum bv. trifolii vy A. tumefaciens también se ha observado por

parte de las regiones de nodulaciédn de otras especies (Hirsch
y col., 1885; Putnoky y Kondorosi, 1986; Ramakrishnan y col.,
1986; Nayadu y Rolfe, 1987; Rodriguez-Quinones y col., 19838);
sin embargc, no todas las regiones de nodulacidén clonadas han
logrado extender el rango de hospedador de R. meliloti, como

es el caso de la regién nod de R. leguminosarum bv. trifolii

(Fischer y col., 1985; Innes y col., 19387), indicandoc una

dominancia de los gehes nod "especificos” de R. meliloti so-

bre ios de R. leguminosarum bv. trifolii; por el contrario,

la regién aislada de R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT89S,

al igual que la de la estirpe CE3 de esta misma biovariedad,

(Cevallos y col., 18839) o de Rhizcbium sp. NGR234 (Lewin ¥y

1., 1387) extendid el rango de hospedador de R. meliioti

co
hasta frijol, 1o gue sugiere gue esta dominancia de 1os genes
"especificos” de R. meliloti podria estar restringida sdlo a
algunas especies de Rhizobium.

E1l aspecto externo de los ndédulos inducidos por los tres

césmidos solapados y por el subcldén pCV3804 fue similar al de

los formados por la estirpe silvestre CIAT899; no obstante se
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observd una diferencia, en aquellas plantas inoculadas con
cualquiera de 1los derivados curados que habfian recibido el
plasmido pCV3804, el numero de de ndédulos se redujo dréastica-
mente con respectc a 10os inducidos por CIAT899 o los cébdsmidos
pCV38, pCVB1 o pCV117, lo gque indica que, aungue la minima
cantidad de ADN c¢lonado necesario para complementar a un
derivado curado estd representada por el subclén pCVv3804,
otros genes implicados en la nodulacidén deben estar presentes
en el cdsmido pCvV38, pero fuera de la regién incluida en el
subcldén pCV3804. Esto UGltimo se confirmdé cuando, con el
objeto de definir la corganizacidén genética de la regidn de
CIAT899 clonada, estd se hibridé frente a varios genés nod
previamente caracterizados, encontrdandose homologia con los

genes nodAB, nodC y hodD de R. meliloti (para todos ellcs en

el ADN contenido en ei subcldn pCV3804), y nodlJ y nocdE de R.

legumincesarum bv. viciae, que se localizaron fuera de Tla

region subclonada en pCV3&04.

1

yT
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Los trabajos dedicados ai estudio de l1os gene

0

Lo

AV
J

nodE han demestrado gue las mutaciones en 1cs genes nodlJd

ic

conducen a un fenotipoc de nodulacidn retrasada (Cjordjevic vy
col., 1985; Evans y Docwnie, 1986), mientras gue el gen nodE
gstd implicado en la especificidad de hospedador y sus muta-

ciones afectan al desarrollio del corddn de infeccidn y dan
lugar a un retraso en ‘a nodulacidn del hospedador especifico
{Shearman y col., 18886 ..... ); basandonos en estos datos, ne
parece probable que el fenotipo producido'por los derivados

curados en los que se introdujo el subclédn pCV3804 sea debide
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a la ausencia de secuencias homdélogas a los genes nodlJd o
nodE; es posible por consiguiente, que otros genes todavia no
identificades, pero presentes en el cdsmido pCV38, aumenten
la eficiencia de nodulacién. En este sentido, Cabe mencionar

gue las mutaciones en el gen nodlL, descrito en las biovarie-

dades viciae y trifolii de R. leguminosarum, dan lugar a una

reduccidn significativa del numero de ndédulos en algunas
plantas hospedadoras (Surin y Downie, 1988), por 10 gue pu-
diera ser gue este gen también estuviese representado en la
regién de nodutacidén de la biovariedad phaseoli.

Con respecto a la organizacidén genética de la regidn nod

de R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899, nuestros datos in-

dican gue en esta estirpe Ja ordenacién de Jlos genes

las bvs. viciae y trifciii (ver Fig. de la Intrcduccidén).

A diferencia de los representantes del tipeo I de R. legumino-
sarum bv. phaseoli, gue poseen tres copias del gen regulato-

rio nodb (Cevallos y col., 1989), en CIAT899 1la hibridacién
frente al gen nodD de R. meliloti reveld una sé6la banda

oRI-HindIII de 0,6 kb y Jlocalizada adygcente a los genes

lﬂ"l

zobios; sin embargo, el fragmento homéloge al gen nodf se lo-
calizé a aproximadamente 19 kb de Jos genes nodABC, la cual
es una distancia inusualmente larga si se compara con otras
especies de Rhizobigm (ver Introduccidén ).

Mientras que Jlas estirpes de R. legumingsarum_ bv.

phaseoli tipo I (como CE3) sbdlamente nodulan el frijol,
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CIAT899 es capaz de infectar no solo a su hospedador origi-

nal, Phaseolus vulgaris (frijol), sino también a otras plan-

tas leguminosas tales como Leucaena esculenta (leucaena) vy

Macroptilium atropurpureum {(siratro). Por ello, y en tercer

lugar, resulté interesante determinar si la regién de CIAT899
clonada era suficiente para la nodulacién de los tres hospe-
dadores o si, por el contrario, existian varias regiones dis-
persas por el plésmido Sym, cada una codificandc informacidén
para la nodulacién de una planta; estos experimentcs se
realizaron en colaboracidén con la Unidad de Biologia Molecu-
lar de Plantas y Biotecnologia Vegetal de 1a UNAM (Universi-
dad Nacional Autdénoma de México), por 1o gue ademds se utili-
zaron tres clones construidos en dicha unidad (ver apartado &
de Resultados).

Los resultades obtenidos 1indican gque CIATE98 posee unha
sola regidén en su plasmidoc simbidtico gque codifica informa-
cidén para la nodulacién de sus tres plantas hospedadoras;
esta regidn, contenida en el subcldén pCv3804, es suficiente
para complementar a cualquiera de las cepas curadas de Rhizo-

iu

o
=

gue se ensayaron, aungue el numero de nddulos se reduce

con respecto a la estirpe silvestre CIAT889. Ninguno de los
otros subclones ensayadcs fue capaz de inducir la formacidn
de noédules por parte de los derivados curados (aungue si 1o
hiciercon los césmidos pCv38, pCVv61 y pCV1i7), ni siquiera 1os
clones pCV3820 o pCv3822 (los cuales solapan parcialmente con
pCvV3804), 1o‘que sugiere que el fragmento HindIII-EcoRI de

1,8 kb Tocalizado en la parte izguierda del plasmido pCv3804
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(y ausente en pCv3820 y pCV3822) es esencial para la nodula-
cién de las tres plantas hospedadoras, frijol, Jleucaena vy
siratro; no obstante, la informacién codificada por dicha

regién debe también estar presente en R. legumingsarum bv.

trifolii (vya que pCv3822 la capacita para ncdular frijol) y

en R. leguminosarum bv. phasecli CE3 (ya que pCVvV3822 la capa-

cita para nodular leucaena y siratro).

Por otro lado, cuandc se introdujeron en A. tumefaciens

GMI9023 los clones pCv38, pCvetl, pCV1i17 y pCV3804, los trans-
conjugantes tan sdlo lograron inducir la formacidén de pseudo-
nédulos en plantas de leucaena y siratro, en contraste con
los nédulos inducidos en plantas de frijol, aque fuerocn
similares a los formados por la estirpe silvestre; parecs
pues gue existe informacidén genética adicional, bien en e]
cromocsoma, bien en €] otro pldasmido de CIAT833, necesaria
para una ncduiacidn efectiva de los hospedadores leucaena y
siratro.

Una caracteristica interesante fue el hecho de que la
apariencia externa de los ndédulos formados en los hospeda-
dores leucaena y siratro resultd ser dependiente de la estir-
pe de Rhizobium receptcra: mientras que Tos nédulos inducidos
por los transconjugantes CE3{pCV3804) fueron grandes y bien
desarrollados, similares a los formados por CIATS829, lcs
transconjugantes de CE2 con los coésmidos pCV38, pCVEY o
pCV117 dieron lugar a noddulos peguefios y poco desarrcllados
en ambhas plantas hospedadcras; sin embargo, cuando el recep-
tor fue una estirpe de Rhizeobium curada (RSP300 o CFN20C1),
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se
observé el fenotipo opuesto, los transconjugantes con Jlos
cbsmidos pCV38, pCVB1 o pCV1I17 formaron ndédulos grandes vy
desarroilados mientras que el subclén pCV3804 sédlamente fue
capaz de 1inducir las mismas estructuras que las formadas por
los transconjugantes CE3(pCv38), CE3(pCVB81) o CE3(pCV117).

Todo esto sugiere gue la informacidn genética contenida
en 21 pSym de la estirpe CE3, pero ausente en los derivados
curados, estd interfiriendo con la contenida en los cdésmidos
recombinantes para nodular los hospedadores heterdlogos de ia
estirpe CE3, leucaena y siratro.

A este respecto, no es la primera vez gue se describe
gue los genes gque influyen en el rango de hospedador de espe-

stcs se

[¢4]

cies o biovariedades diferentes pueden interferir gi

encuentran juntos. Cuandc el pSym de R. Jleguminosarum bv.

viciae se introdujo en una cepa de la bv. phasecli, Jos
transconjugantes produjeron muy pocos ndédulos en guisante,
perc las bacterias aisladas a partir de estos nédulos pudie-
ron volver a nodular el guisante normalmente; estas bacterias

se analizaron, encontrandose que habfan perdido el pléasmidc

simbidtico de R. leguminosarum bv. phaseoli o bien éste hatia

sufrido grandes deleciones (Johnston y col., 19882), asi, ali-

gunos genes del pSym de 1a bv. phaseoli 1impiden a la cepa

"hibrida” ncdular el guisante, inclusc cuando el pSym de la
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gen nodE de R. meliloti capacitan a esta especie para produ-
cir la curvatura del pelo radical del trébol, aungue 1los
mutantes son incapaces de formar cordones de infeccidén ni noé-
dulos (Debellé y col., 1986). Asimismo, para las biovarieda-

des viciae y trifolii de R. leguminosarum, el operdn que

contiene los genes nodFE parece ser muy importante en la es-
pecificidad de hospedador: Djordjevic y col. (1985) demcstra-

ron gque los mutantes en el gen nhodE de R. Jleguminosarum bv.

trifolii son capaces de nodular plantas de guisante; en linea

con estos resultados, Spaink y col. (1989) indicarcn que e]

rango de hospedador de R. leguminosarum bvs. trifolii vy

viciae, 1o gque por otra parte coincide con los resultados de
Surin y Downie {(1989), los cuales sugirieron gue la proteinza

NodkE de R. Jleguminosarum bv. viciae podria antagonizar la

nodutacidén del trébol por la bv. trifolii, y viceversa, el

precductc del gen nodE de la bv. trifolii modula negativamente

la nodulacidn del guisante pcr R. leguminosarum bv. viciae.

A este respecto, cabe indicar que el fragmento de ADN
homéloge al gen nodE se localiza en el césmide pCV3E8 pero
fuera de la regidén subclonada en el pldasmidec pCVv3804, por 1o
gue pudiera ser que el gen nodE de la estirpe CE3 de la bv.
phaseoli esté regulando negativamente la capacidad inductor=z
de Jos cosmidos pCV38, pCVE1 y pCV1I17 para la nodulacidon ds

los hospedadcores heterdloges leucaena y siratro.

Parece clarc, entonces, gue la presencia de los gen

®
n
Q
48]

-
H
1

especificidad "equivocados® pueden inhibir a nodulacidn.
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Conceptua]mgnte, este fendmeno se parece al de la avirulencia
en interacciones planta-patégeno; existen muchcs ejemplos en
los que una determinada estirpe de bacteria, virus u hongo es
incapaz de inducir una enfermedad, no porque haya perdido al-
guna propiedad, sino porque contiene un gen dominante que ha-
ce que sea reconocido y rechazado por el potencial hospedador
( ).

Con respecto a la contradiccidn que se origina por los
resultados obtenidos con el césmido pCVE1, al gue, faltdndole
la regidén gque hibrida con nodD es capaz de extender el rango
de hospedador de otras estirpes de Rhizobium hasta plantas de
frijol, leucaena y siratro, una vez demostrado gue nNc existe
hemologia entre este cdésmido y el ADN contenido en el subcién
pCV3802, sdlo nos cabe apuntar la posibilidad de gue exista
un gen(es) funcionalmente eqguivalente, aungue no detectable
por hibridacidn; este nhipotético gen deberia realizar enton-

ces las funciones del gen nodD, al menos en su aspecto regu-

tatoric, y guizas también en sus propiedades como determinan-
te de la especificidad de hospedador.

Aungue en el ensayo preliminar de capacidad inductora el
césmido pCVE1 dio un resultado negative, hay gue resaltar gue
se trataba de un ensayo cualitativo, siendo necesaria su re-
peticidén de forma cuantitativa (en medio liguido); alternati-
vamente, podria ser posible que el hipotéticeo gen regulador
contenido en el cosmido pcy61 no respondiese al inductor en-
sayado, 1a naringenina, pero si lo hiciera a otra moléculas

presentes en 10s exudados de las tres plantas hospedadoras.
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Asi pues, se hace necesario un estudio mds profundo a fin de
aclarar el particular comportamiento de este cdésmido.

Por otro lado, cabe citar que este no es el UGnico caso
descrito en el que un pléasmido, al que aparentemente le falta
el gen regulatorio nodD es capaz de inducir nodulacidén; més
concretamente, el pldsmido pSM927, que se aisldé a partir de

un btanco de genes de la estirpe CE3 de R. Jleguminosarum bv.

phaseoli, carece de la zona que hibrida con el gen nodD de
R. meliloti y es capaz de complementar a un derivado curado
para nodular plantas de frijol (Cevalios y col., 1983).
Finalmente, nuestros resultados demuestran gue la minima
cantidad de ADN clonado necesario para extender el rango de
hcspedador de 1a estirpe CE3 hasta leucaena y siratro, y de
la cepa RS1051 hasta frijol, estd representada en el subclion
pCV3802; ademas, y pueste gue tanto este subcidn como pCV382:Z
fueron capaces de ampiiar los rangos de hospedador de las
estirpes citadas, es probable que el gen (o Tos genes) regue-
ridos para esta ampliacidén de rango se localicen en el frag-
mentc comin a ambes plasmidos, banda gue resultd homdloga al

gern nodD de R. eliloti. Por otra parte, en un ensayo

preliminar, la regioén de ADN contenida en el subcldén pCV3g0?2
demostrd capacidad inductora del promotor nod de R.

Fan)

Jeguminosarum bv. viciae. En conclusién, todos estos dates

nos llevan a proponer que la regidén de CIAT899 homdloga al
gen nodD de R. meliloti estd implicada en la especificidad de

hospedador.

Actualmente es un hecho reconocido gue &1 gen AaodD,
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ademas de su‘funcién reguladora, pueda ser un determinante de
la especificidad de hospedador (Horvath y col., 1887; Spaink
y col., 1987; Honma y Ausubel, 1987; Gydérgypal y col., 1988),
probablemente como el resultado de su interaccién especifica
con los flavonoides de las plantas hospedadoras.

Asi pues, parece ser que, al igual gue ocurre con 1o0s
genes nodl de las estirpes tropicales de Rhizcobium MPIK3030 vy
NGR234 {(Horvath y col., 1987; Bassam y col., 1888), el gen

nodD de R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899 puede extender

la capacidad de nodulacién de otras estirpes de Rhizobium
hasta sus plantas hospedadoras, posiblemente debido a que
tiene unos requisitos poco exigentes en cuanto a los factores
de la planta, siendo capaz de reconocer moléculas inductoras
de los tres hospedadores,

Sin embargo, se necesita una caracterizacidén mas comple-
“a de este hipotético gen nodD con el objeto de determinar su
preciso papel en la simbiosis. Por otro lado, no se puede

excluir la posibilidad de gue otros genes de CIAT8389, tales

como nodld, nodE u otros aln no identificados puedan influir

en la especificidad; en este sentido, el hecho de que el
transconjugante RS1051(pCV3802) sea capaz de nodular plantas
de frijol pero no a los otros hospedadores leucaena y sira-
tro, indica claramente la necesidad de otros genes adiciona-
les, no contenidos en el subclén pCV3802. Las propiedades de
amplio rango de hospedador de la estirpe NGR234 de Rhizobium

pueden ser parcialmente explicadas por su unico y funcional

gen nodD: cuando este se transfiere a la estirpe ANUB43 de
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R. leguminosarum bv. trifolii, extiende su rango hasta varios

de los hospedadores de NGR234, pero no a todcos (Bassam vy
col., 1988), 1o gue 1indica que existen otros "loci” en el
plasmido simbidético de esta cepa, que codifican informacién
para la nodulacidén de otros hospedadores, "loci” que ademds
se encuentran dispersos en el plasmido Sym (Lewin y col.,

1987; Nayadu y Rolfe, 1987).
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VI.- CONCLUSIONES



1

.— A diferencia de las estirpes de Rhizobium legumingsarum

biovariedad phaseoli tipo I, 1la cepa CIAT899 de R.

leguminosarum bv. phaseoli (tipo 1II) posee una sdéla

regién en su pldsmido simbidético, que contiene la infor-
macidén necesaria para la nodulacién de sus tres plantas

hospedadoras: Phaseolus vulgaris (frijol), Leucaena escu-

lenta (leucaena) y Macroptilium atropurpureum (siratro).

La organizacién de la regidén de nodulacidén de CIAT89S es
muy similar, en cuanto a la ordenacién de los genes ncd
"comunes”, a la de las regiones nod de R. meliloti y de

R. Jleguminosarum bvs. trifolii y viciae; no obstante, el

gen “"especifico” nodE se localiza a aproximadamente 19 kb
de nodABC, la cual es una distancia inusualmente larga si

se compara con Tas regiones citadas anteriormente.

Al igual que occurre en las estirpes tropicales de amplio
rango de hospedador Rhizobium sp. NGR234 y Rhizobium sp.

MPIK3030, e1 gen nodD de R. leguminosarum bv. phasecli

CIAT899 puede extender el rango de hospedador de otras
especies hasta las plantas noduladas por CIAT899, prcba-

blemente porque es capaz de reconocer a 1las moleculas
inductoras de los exudados de todas ellas. Por tanto, en

la estirpe CIATE92 de R. Jeguminosarum bv. phasecli, ei

gen nodD  es un determinante importante de la

especificidad de hospedador.
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