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0. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo ha sido enfocado al estudio en detalle
de los genes implicados en los estadios tempranos de 1a nodulaci6n de Rhizobium

trifolii R§1051 clonados previamente en los cdsmidos pER14 y pER1S (935).

Este estudio se ha basado en las siquientes consideraciones:
a) Importancia ecénomica y en la agricultura del ferdmeno de la simbiosis Rhizo-
bium-lequminosas ( B4 ), puesto que , econ6micamente, la parte de la simbiosis
que beneficia a la planta es de sinqular importancia, especialmente cuando es

el nitrégeno uno de los nutrientes limitantes mas decisivos ( 17 ).

b} La cepa R51051 de R. trifolii estd siendo estudiada en nuestro laboratorio a
distintos niveles (95,76,20), con lo que en este estudio se trata de complemen-
tar nuestro conocimiento de la misma con datos referentes a 13 organizacion y

distribucién de una parte de su genoma , por otra parte de gran importancia por

su relacion directa con el fendmenc simbidtico .

©) Hay, ademis, precedentes de la existencia de diferencias mafcadas respecto a
1a cepa de R. trifolii més estudiada, ANUBA3 ( 108 ). Entre estas, cabe desta-
car, la existencia de dos copias del gen nodl en RS1051 ( 44 ), mientras que
s6lo existe una en ANUSB43 ( 28 , 41 ). Por otra parte, mientras que la reqién
nod clonada de ANUBA3, es capaz de inducir nodulacion en trébol de la especie

NGR234 ( 4 , 108 ), resultados de experimentos previos ( 95 ), y confirmados



en este trabajo, demuestran que tanto pFKR14 como pERLIS son incapaces de aumen~

tar el rango de hospedador de NGR234 a trébkol.

4) Este es, en todo caso, un estudio comparativo de las.dos cepas de R. trifo-
lii, ANUB4A3 y RS1051, en lo que se refiere 3 las regiones de su genoma que codi-

fican las etapas tempranas de 1a nodulacién.



1. TAXONOMIA DEL GENERO RHIZOBIUM

Este qénero se encuentra en la 93 edicidén del Manual de Bergey
(1984) incluido en la Familia Rhizobiaceae, que ademas incluye 3 los géneros

Bradyrhizobium, Phyllobacterium y Agrobacterium, diferenciindose en el tipo de

planta en 13 que producen un praceso de nodulacidén o hipertirofia y en su capa-

cidad para fijar nitrégeno atmosférico.

El género Rhizobium agrupa a bacterias formadoras de nadulos en
raices de plantas lequminosas de zonas templadas. Dichos nédulos fijan nitrdge-
no atmosférico gracias a la colaboracién de estas bacterias diferenciadas en el
ntdulo en bacteroides, células que no se dividen y estan especializadas en lav
fijacién de nitrdqeno, colaboracién que puede llegar a considerarse hasia cler-

to punto como altruista por parte de la bacteris.

La rlasificacion dentro del género Rhizobium se habia venido ha-
ciendo dnicamente sequin un criterio de infeccién basado en un hospedador distin-
to para cada especie ( 123 ). Actualmente y debido a los avances en genética
v el consiquiente conocimiento del génoma bacteriano, asi como por los trata-
mientos aplicados por la taxonomia numérica, se viene a desenmarafar la confu-
5i6n creada por 13 aparicién en este género de estirpes con amplic rango de hos-

pedador y que son capaces incluso de nodular en plantas no leguminosas ( 1, 33,

118, 119).



Hoy dia, R. meliloti sique como especie separada, pero R. trifolii

R. phaseoli y K. lequminosarum, que nodulan en trebol, judia y quisante respec-
tivamente, se consideran tres biovariedades de 13z misma especie: R. lequminosa-

rum biovar trifolii, phasegli y viciae respectivamente.

Han sido descritas asimismo, dos nuevas especies, R. loti ( 122 )
que nodula en altramuz y garbanzo, y K. japonicum, descrita por Keyser y col
( 59 ) que seqin 13 descripcién original nodulaba sélo cultivares silvestres
de soja pero no era capaz de formar nddulos efectivos (fijadores) en cultivares
comerciales. Pero, han aparercido resultados recientes ( 15 ) que muestran la

existencia de estirpes mejoradas capaces de fijar también en cultivares comer-

ciales.

Los R. japonicum, se diferencian en dos grupos: los llamados de
crecimiento rapido con un tiempo de qeneraci6n inferior a 6 horas, que acidu-
lan el medio donde crecen y que constituyen la especie K. fredii, y los de cre-
cimiento lento con un tiempo de generacién mucho mayor, que alcalinizan el me-
dio en el que crecen, y que se separan en el nuevo género Bradyrhizobium japoni

cum ( 120 ).

Es converiente sefalar que mientras los términos aqui seralados de

R, loti y el genérico Bradyrhizobium ¢ para los rizobios de crecimiento lento)

han sido ampliamente aceptados, no ha ocurrido lo mismo con la unificacion de
K. trifolii, K. phaseoli v K. lequminosarum y su sistematizacién en biovarieds-
des, y preferimos en este trabajo y siguiendo el criterio general de los gene-

tistas de Rhizobium, referirnos a la especie que ocupa nuestro interés como R.

-



trifolii y no como K. lequminosarum biovar trifelii,

2. LA SIMRBIOSIS RHIZOEBIUM-LEGUMINOSA

De acuerdo con las conclusiones del IV Congreso Internacional de
Fotosintesis (1977), la produccién de lequminosas granc en todo el munda, debe-
r4 incrementarse hasta llegar 2 unos 500 millones de toneladas a final de siglo
(1az produccibn actual es de 130 millones de toreladas) para poder suministrar
las proteinas suficientes para las exigencias de la poblacién gie se prevee ha-

bra en el afio 2000.

Asi, parece sensato prestar mas atencidn a estas plantas, no sdlo
por su particular incidencia en la alimentaciér humana y animal, sino también
por su relativa indepencia de la fertilizacién nitrogenada. Tan especial compor-
tamiento se debe 3 su capacidad de fijar nitrégenoc molecular en simbiosis mu-

tualista con Rhizobium.

Esta asociacidn simbidticas utiliza la luz como fuente de energia
para llevar a cabo el proceso de reduccidn de nitrdgeno 3 amoniaco, lo que supo-

ne un importante ahorro de combustibles fésiles necesarios para la fijacion qui~

mica por el proceso Haber-Kosch.

El establecimiento de la simbiosis Rhizobium-legquminosa es un pro-
ceso de desarrollo complejo ( 46 ), en que rizobios activos reconocen primero,
y se unen Jdespués 3 las raices. Aunque no se conocen exactamente a nivel molecu-

lar los mecanismos necesarios para el establecimiento de 13 simbiosis, el inter



cambio de sefales moleculares entre planta y rizobio ha demostrado ser necesario

para el inicio, desarrollo y mantenimiento de la simbiosis ( 46, 32 ).

El reconocimiento, es probablemente un proceso debido no 3 un sélo
paso, sino 3 1a culminacidn de una cadena de eventos. Asi, el fallo de riczobios
homélogos o de plantas para reconocer y responder con rapidez a una sefal mole-
cular podria impedir el establecimiento de 1z relacidénm simbidtica entre ambos

%

( 3.

Se ha sugerido que las lectinas de la plantas hospedadoras mediar—
en el reconocimiento y la unién de un Rhizobium especifico por el polisacarido

(también especifico) de su pared celular{ 46 )

Después de la unién del rizobio asi reconocido a 1a superficie ra~
dicular, se produce una curvatura del pelo radical, que envuelve al microorga-
nismo, paso que parece jugar un papel importante en el proceso de infeccidn .
El nuevo material sintetizado por 1a planta para su pared celular es utilizado
ahora para construir una estructura tubular llamada cordén de infeccién, por el

que, en fila india, peretran los rizobios al interior.

Las células corticales se dividen y diferencian en tejide nodular
mientras las bacterias liberadas del cordén de infeccidn se rodean de una mem-
brana de origen vegetal llamada membrana peribacteroidal, diferenciandose en

lracteroides maduros capaces de cumplir su funcidn f£i jadora.

Ademas, se ha demostrado que el establecimiento de un proceso acti-



vo de fijacién requiere tanto de la presencia de productos originados por la
planta( glutamina sintetasa y leghemoglobina) como por la bacteria ( nitrogena-

sa, nodulinas) ( 32, 46, 45, 112 ).

Ademas del mecanismo antes sefialado existe otra forma en la que
los microorqanismos pueden acceder a los meristemos de 1a planta para estable-
cer su relaci6n simbidtica , y sin 13 formacién del cordén de infeccidn ( 80 ).
En este caso, las bacterias inician la infeccién en la base de los pelos radi-
culares, en las axilas de las raices laterales emergentes, a través de los espa-
cios que dejan las células epidérmicas y proliferan en los espacios intercelu-
lares antes de invadir las celulas corticales; este proceso se conoce como

"track eniry’.

Aungue el proceso de nodulacién estd caracterizado por un alto
grado de especificidad en la relacidén Rhizobium-lequminosa, esto es cierto
s6lo en las especies de crecimiento répide con 1a excepcién hecha de Rhizo-
bium sp. NGR234 y K. meliloti L5-30, pues 1las especies de crecimiento lento

del género Bradyrhizobium son promiscuas y pueden formar una simbiosis efectiva

con un amplio rango de hospedadores.

3. GENETICA DE LA SIMBIGSIS RHIZORIUM-LEGUMINOSAS

Hay tres factores fundamentales que han servido de pilares para
la localizacién exacta de los genes simbidticos esenciales en multitud de ce-

p3s de Rhizobium:



- La homologia entre los bien conocidos gqenes pif de Klebsiells pneumoniae y

los de otros microorganismos fijadores de nitrégenc.

- El mapeo fisico y genético de amplias reqiones de los plésmidos simbidticos

{pSym).

~ El anslisis de complementacién de cepas defectivas con clones recombinantes.
Hasta ahora, entre los genes involucrados en el proceso simbidtico

se han identificado:

A) Génes nod.- Involucrados en las etapas tempranas de la nodulacidn, y en los
que hay que diferenciar los genes piod 'comunes®, llamados asi por el hecho de
que pueden ser complementados con los homénimos de otro Rhizobium, y los genes
gque confieren la especificidad para el hospedador, llamados también hsn por
algunos autores ( 49 ), mientras que otros autores consideran todos estos ge-—

nes como nod sin distincién de ningun tipo ( 101, 109 , 111 ).

B) Genes pif.- Que codifican la enzima nitrogenasa y se encuentran reunidos en

un operén (nifKDH) altamente conservado en los microorganismos fijadores de ni-

tréqeno. Primeramente estudiado en Klebsiella pneumoniae ( 12, 14 ), ha demos-

trado estar presente en todos los microorganismos fijadores de mitrogeno tanto
gramnegativos (Azotobacter, Rhizobium, Rhodopseudomonas), como grampositivos

( ostridium pasteurianum) y actinomicetos ( Erankia).

La extraordinaria conservacién del operdn pifKDH, (104) sugiere un



intercambio o distribucidén del mismo entra las distintas especies fijadoras de
nitrégeno en un tiempo relativamente reciente, segin se deduce de estudios de

secuenciacién realizados en distintas especies como R. meliloti, Anabaena, Azo-

tobacter, Clostridium y Klebsiella ( 116 )} . Estudios posteriores demostraron
gque estos genes, ademas, eran funcionales, debido 3 que eran expresados activa-
mente en nddulos, lo que se demostré por hibridacién de AKNm de nddulos con ADN

de nif (22, 66).

Estos qenes nifKDH, se hallan ligados a megapléasmidos en especies
de crecimiento rapido ( 3, 47 ,81, 99 ), ademis de estar intimamente ligados co-
mo unidad transcripcional simple (22) o reiterada ( 73, 87 ) y a su vez en

proximidad fisica a los genes nod en los plasmidos simbidticos (2, 108, 49, 67).

En los casos de especies de crecimiento lento como B. japonicum, se
sugiere su localizacidén cromosémica , y tanto nifH como nifKD se encuentran en
una sola copia por genoma y ademds estin separados (58). Estos operones, lo mis-
mo que los nod, estan requlades, en este caso por la unidad nifA, que 3 su vez
estd requlada por el oxigenc ( 39, 40 ).

-

Genes fix.- Son genes de fumcién no muy bien conocida y que no son nod ni nif

pero que intervienen en el mantenimiento del nédulo y en su desarrollo poste-
rior, puesto que las mutaciones en estos genes resultan indefectiblemente en .

un fenotipo Nod+ Fix~ (55).

Estos genes han demostrado estar en mucho mayor nimero que los ge-

nes nod seqdn anilisis genéticos de varias especies de Rhizobium ( 8, 42, 71,

e I



74 ). Algunos de estos genes han sido localizados y mapeados, encontriandose
bien en la reqién nod-nif (34, 92)junto a los g9enes nod, en las especies de cre-
cimiento rapido, todo elle localizado en plasmidos autéctonos de alto Pm, que

por eso se han llamado plasmidos simbibticos (pSym)(44, 48, 64, 66, 83, 88,97).

Genes ndv.- También de funcién poco conocida, son un grupo de genes requeridos
por los rizobios para el establecimiento de una relacidn simbidtica completa.
Relacionados estructural y funcionalmente a los genes de Agqrobacterium que
afectan a 1a virulencia (y ubicados en dos loci cercanos del cfomosoma deromi-
nados chvA y chvB)( 35, 18)), han sido denominados pdvA y ndvB. Se ha visto que
mutantes en estos genes dan lugar a la formacién de *nédulos' o estructuras
pseudonodulares no iﬁvasivas, y que no contienen bacteroides ni cordones de in-

feccidn ( 35 ).

Debido a 13 relacién estructural y funcional entre pdv y chy, y que
©@5tos estan involucrados en aladn paso del proceso de sintesis del polisacdrido
de Agrobacterium ( 18 ) es posible gue los genes ndv también estén relacionados
con 13 sintesis de algin componente del polisacsrido de Rhizobium, aunque los

datos que se tienen actualmente no son del todo concluyentes ( 35 ).

Esta relacién se acentda con el hecho de que el polisacirido ha mos
trado jugar un papel importante en la interaccién planta-microorganismo ( 70 )
tanto en el caso de Rhizobium ( 121, 29 ) como en el de Agqrobacterium ¢ 115,89
influyendo tanto en la patogenicidad de la Gltima, como en la capacidad y posi-

bilidad de desarrolle de 1a relacitn simbiética en la primera.

=10~



4. ORGANIZACION DE LOS GENES NOD

Los genes nod y su organizacién, fisico-genética han sido estudia-
dos ampliamente en las especies de crecimiento rapido de Rhiszobium ( 2, 41, 54,
67, 68, 96 ) siendo la especie R.meliloti 13 mejor conocida en laz actualidad

( 41, 44, 49, 54, 67 ).

De estos estudios, tanto en esta especie como en otras de crecimien-
to rapido como R.trifolii, R.lequminosarum, Rhizobium sp. NGR234, se ha obteni-
do un modelo de organizacién génica, al parecer comin para todas ellas. Asi,
por aislamiento de césmidos recombinantes ( 91 ) y estudios fisico-genéticos de
los pSym correspondientes se han podido discernir dos grupos de genes relaciona-

dos con las etapas iniciales de 13 nodulacién:

A) Genes pod aqrupados en un bloque al que se da la denominacidén de region pod

*comin' y constituido por un grupe de cuatro genes agrupados en dos unidades
transeripcionales y normalmente con direcciones opuestas, nodABC y nodl ¢ 117,
44 ). Los nodABC juegan entre otros un papel importante en la curvatura del
pelo radical y los mutantes en esta zona exhiben un clafo fenotipo Nod- ( 2, 27
y 28 ). El gen podll puede estar presente en una, dos o tres copias sequn la
especie, de las qgue s6lo una o dos son funcionales ( 28; 31, 41, 44, 96 ), de-
terminandose esto porque las mutaciones en dichos gqenes comducian a un retraso
en 13 nodudlacion o 2 un fenotipo Nod-( 44 ). Las otras copias Jdel gen nodD pue-
den encontrarse en el mismo replicén (pSym) o bien en otro distinto ( 49, 101,

44 ). Ademis, en K. lequminosarum se han Jescriteo otros dos genes agrupados en

13 unidad transcripcional nodIl ( 32, 38 ) y homélogos funcionzlmente a la

~11-



region II de R. trifolii, cuyo estudio por intensa mutagénesis con Ing reveld
sy papel requlador neqative sobre los operones antes citados, asi como en la

formacién del cordén de infeccién ( 31, 32, 108 ).

También en Kle 248, Rtr ANUB43, Rhizobium sp MPKI3030, el estudio
detallado de los genes nod indica una organizacién similar entre ellos y con
k. meliloti ( 2, 107, 79 ). Ademas, al estudiar la homologia entre las distin-
tas especies, se ha observado un alto grado de conservacién de estos genes asi

1lamados ‘comunes® ( 96, 103 ). -

B) Genes nod,que agrupados en un sequndo bloque también constituido por cuatro
gqenes en dos unidades transcripcionales,seqin se desprende de datos de secuen-
ciacién{ 49 ), influyen en la especificidad para el hospedador, son llamados
genes hsn por algunos autores ( 49, 54, 117), mientras otros autores siguen de
nomindndolos como podEEGH, v que se corresponden con 12 reqiones III y IV de

E. trifolii ANUB43 ¢ 100, 108, 111J.

Sequin el estudio detallado de estos genes realizado en E:meliloti,

también presenta dos unidades transcripecionales hsnABC (nodEEG) y hsnll (nodH),

-

también con direcciones opuestas(49). S6lo los mutantes en psnl muestiran un fe-
notipo Nod- mientras que los mutantes en hsnABC muestran un retraso en la nodu-
lacion (44,49,101) lo que apunta hacia hsnl como el principal responsable de la
especificidad, lo que ademas, ha sido comprobado por estudios de hibridacién

con sondas intragénicas hsnB*y hsnll X 44, 96 ).

También se ha visto que mutantes obtenidos en esta zona de especi-
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ficidad de hospedador pueden dar lugar a un ferotipo con rango de hospedador
alterado, asi, K.lequminosarum con inserciones por Ind en hsn es capaz de
nodular en alfalfa y K.trifolii con inserciones por InS en la regi6n III (recor-
demos que era la equivalente a hsn) es ahora capaz de modular en quisante ( 27,
31 ).

De todas maneras siempre hay que considerar que estas divisiones
son meros artificios para una mejor comprension del hecho simbidtico, ya que el
hecho probado de la especificid;d de especie que se presenta en la interaccién
del producto del gen nodD con su inductor, al menos en el caso de 13 simblosis
trebol rojo- R.trifolii, parece sugerir una revisién en cuanto a considerar 2

nodD como un gen "comin® ( 114). Ademis este gen se encuentra ligado a genes

nsn tanto en K. meliloti ( 44 ) como en Rhizobium sp. NGR234 ( 4 ).

Un esquema comparativo de las reqiones nod de las cepas R.meliloti,

R.lequminosarum v R.irifplii, se muestra en la fiqura l.
5. KREGULACION DE LOS GENES NOD

En cuanto 2 1a requlacién de las unidades transcripecionales antes

-

descritas, hay tres factores decisivos implicados directamentel

El gqen gggﬂ .~ Es un gen que se ha visto que regula 13 expresién del operén
rodABC ¢ 78 ) e incluso sufre uma autorrequlacién en el caso de R.lequminosa-
run{31). También y debido 3 13 estrecha unién entre genes nod y hsn en K.lequmi-

nosarum y R.trifolii ( 98) parece asimismo que requla a estos dltimos, pues

se ha visto que 1a expresién de estos es dependiente de un gen nodl funcional,



[ D>

o H H E EB 3 1 3 ?
T T T TTTTTT(C D ITATBIndC > T~  C 1T < hsnB TAl
pRme 415
| Bl B & B
TTTTTC E JFIL XD IIATBInodC ST T oL T > ~— 77~
pRLIJI
Bo Bo e Bg Bg
- { W K E TFIX D TTATB T nodC 3 1] )
pRIrANUE43
1Kb

Figura 1. Mapa genético de las regiones nod de los pSym de Rhizobium meliloti 41 (pRmedlb), R, leguminosarun YBOO (pRL1JI) v e

R.trifolii ANU843 (pRtrANU843). B= BamHI; Bl= BelT; Bg= Bglll; E= EcoRI; H= HindIII; S= Sall.



asi como de los ewudados de la planta que actuan como factores desencadenantes

( 30, 31, 32, 50, 54, 78, 98, 114, 124).

Las 'cajas de nodulacién'.- Que son estructuras particulares y diferenciadas
dentro del geroma, y constituidas por unas secuencias de 47 pb altamente con-
servadas, descritas por Rostas y col(101) que se encontraban en rimero de seis
en K.meliloti, cuatro de ellas al frente de las unidades transcripcionales nod

y hsn y otras dos en lugares~sih aparenie relacidn.( 44 ).

Es posible por tanio pensar en una corregulacién entre el gen nodl
y las cajas de nodulacién, lo que parece estar en directa correspondencia con
el hecho de que mientras que en E.lequminosarum con una sola copia de nodll hay
tres cajas de nodulacidn, en R.meliloti con dos copias de nodD funcionales

existen seis cajas de nodulacién.

Exudados de 1a planta.- Se sabia que el exudado de plantas lequminosas inducia

la expresidn de muchos operones pod localizados en los plasmidos simbidticos

( 50, 98 ), proceso en el que el producto del gen nodD (expresado constituti-
vamente) se supone que actua como un requlador positivo ( 50, 98 ). Estos
compuestos inductores del exudado han sido identificados como flavonas, flava-

nonas o compuestos relacionados ( 30, 38, 93, 125), y todos ellos presentes en

plantas lequminosas en cantidades apreciables.

Estos compuestos pueden actuar como activadores de la expresidn de
estos genes ( 30, 125),como inhibidores, o como requladores (30,38,93,123). El

: . /’ . . .
hecho de que las diferencias entre los compuestos que actuan como inhibidores o



como activadores sea muy pequefia (por ejemplo sustitucidn de un grupo hidroxilo
por un metoxilo) hace suponer un alto grado de especificidad en el reconocimien-
to, pudiendose pensar en una unién inductor-producto génico similar a la unidn

farmaco-receptor. .

El hecho de que tanto inhibidores como activadores sean sécretados
por 1a misma planta hace evidente que los genes nod de Rhizobium estan sujetos
a un control, mediante su activacién o inhibicién por diferentes flavonoides
especificos de la planta huesped. La especificidad de los compuestos fen6licos
excretados por 1a planta (30,38,93) , que varian de una planta a otra, y su
interaccion con el producto, por otra parte también especifico, del gen nodl
(78) serian el principal control sobre el rango de hospedador de un determina-

do Khizobium.

Concluyendo, podemos decir que se ha presentado un modele de regqula-
ci6n de los qenes nod por Rossen y col ( 100 ), similar a el propuesto para el

operén de la arabinosa de Escherichia coli. Rossen especula que el blanco de

los compuestos fen6licos tanto estimuladores como inhibidores es el producto de
el gen nodll. De tal manera que los productos activadores mediarian la conver-
5i16n del producto del qen nodl en una conformaci6n que actuaria como requlador
positivo, mientras que los compuestos inhibidores, competirian en la ocupacién
del sitio de unién de los activadores resultando entonces en una nula o pobre
activacién. Esta conformacién activada de nodD deberia estimular la transcrip-

cién de las cajas de nodulacidn situadas al frente de los operones nod (101,

111 ).
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6. MUTAGENESIS DIRIGIDA CON In3

Los elementos genéticos transponibles, que ademds confieren resis-
tencia 3 antibiéticos han demostrado ser muy dtiles como herramientas de traba-
jo en ingenieria genética, hasta el punto de que su uso en 13 actuslidad es muy
frecuente ( Ver 13 y 61 para revisién). Estos *elementos In® o ‘transposones’

tienen las siquientes propiedades:

A) Su transposicién dentro de un gen, normalmente conduce a la-inactivacidn del
mismo, dando lugar a una mutacién por insercién que generalmente es estable

( 61 ).

B) Esta insercidn muestra efectos polares en operones multigénicos, inactivando-
se Onicamente aquellos genes que se encuentran, en relacidn con el sentido de

lectura,®"a continuacidén® del sitio de la insercidén ( 77 ).

Este efecto se piensa que es debido a sefales de terminacién (codo-
nes de terminacién) de la transcripcién y de la traduccién en el transposon.
C) Un mutante por tramsposici6n, muestra un nueve fenotipo (p.e. resistencia a
ur 3ntibidtico (56) , o unm gen lac inactivado (23) ) que sirve como marcador se

lectivo de qran utilidad.

D) El sitio de insercidn puede ser analizado fécilmente por andlisis de restric

cién o por hibridacién, lo que es de gran utilidad en el caso de mapeo del cro-

mosoma o de plasmidos.
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E} La inserci6n produce "irmunidad® a la transposicién de un nuevo elemento
transponible. Asi, un InS residente, reduce la frecuencia de transposicidn de

un nuevo Tnd 2 un décimo de la normal (23).

El transposén usado en este trabajo ha sido el Inj , elemento trans-
ponible de 5400 pb( 5 ) de las que las 1540 pb estdn repetidas en los dos ex-
tremos y forman las secuencias de insercién (IS)(102), mientras que las que
forman 1a zonan central (2700 pb) codifican resistencia a antibiéticos aminoglu-
cosidicos como kanamicina, neomicina ( 6) y también estreptomicina en el caso

de Khizobium meliloti ¢ 6 , 90 ).

La mutagénesis con InS ha sido utilizada con éxito en el analisis
genético de un gran nimero de especies bacterianas, tanto de genes cromosdmicos

{13, 16, 61, 75, 76 ), como de episomas y plismidos.

También se ha usado el InS como marcador para la deteccién de 1a
transferencia de plésmidos, mediante el uso del transposén quimérico Ing:imob,

que ha sido usado ampliamente en diversos vehiculos suicidas ( 9, 57 ).

Ademss, se extendid su uso al estudio de los géneros de la familia
Rhizobiaceae, pero en este caso, como el fermotipo de una mutacién en un gen in-
volucrado en la simbiosis sélo era detectable en plantas, las técnicas conven-
cionales de mutagénesis y deteccién, eran de uso limitado, so pena de trabajar
con un rndmero elevadisimo de plantas para obtener pocos o nulos resultados. De

esta manera, 13 aparicién de um vecior especifico para introducir el Ind ( 9)
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hizo posible la preseleccidn de mutaciones al azar, reduciendo el nimero de

plantas a estudiar.

Mas tarde Ruvkun y Ausubel (105) y mis recientemente G. Ditta ( 26 )

extendieron l1a metodologia de la mutagénesis con métodos eficaces y generales
de mutagéresis dirigqida. En estos casos lo que se asegqura es que la mutacioén
sea en una determinada zona del genoma que nos interesa, y no simplemente al
azar. Bisicamente, este método consiste en clonar 1a zona de interes en un vec-
tor multicopia, mutagenizar el clon con Ing, y después reintroducirlo en Khizo-
bium forzando el intercambio entre el genoma silvestre y la zona mutada con el
Tn3. De esta manera, se han caracterizado amplias zonas de los pSym involucra-

das en la simbiosis (10, 37, 29, 55, 70, 121).

Este método de mutasénesis dirigida ha sido el utilizado en este tra
bajo dehido a que ya se encontraba clonada la zona de interés(93) pero en lugar
de proceder 31 intercambio de zenes entrs la cepa silvestre y el clon mutado,
este Oltimo se introdujo en derivados curades, que igualmente sirven de blanco

de pruebas de complementacidn.
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1. BACTERIAS Y FLASMIDOS

En 1a tabla I se muestran los microorganismos y plasmidos (o

cosmidos) empleados en este trabajo.

La nomenclatura adobtada para los plismidos nativos de Rnizobium
es la misma que la propuesta por Sciacky y col. ( 106 ) para plasmidos de ele-

vado peso molecular de Agrobacterium tumefaciens, y generalizada a Rhizobium

por otros autores ( 19, 88 ).

2. PLANTAS

Se emplearon Trifolium repens (irébol blanco) ,var Huia; Trifolium

pratense {(trébol rojo}, var. Hamus ; Medicago sativa (alfalfa) variedades Nagis

zenas y Aragon (I.N.I.4),y Hacroptilium atropurpureum (siratrol.

3.MEIIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Rhizobium meliloti fue crecido ern aireacién en medio rico YIA (82)

o en medic minimo GIS ( 60 Y , a 34 @ C. Las demds especies de Rhizobium se
crecieron en medio TY ( 7 ) o en medio minimo MM ( 20 ) 3 30 9C y en airea-

cion.

Escherichia coli fue crecida a 379C y con aireacidn en medio LE
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(72,

Cuando fue necesario, se le afadié al medio el antibidtico reque-—

rido previamente esterilizado por filtracidn. .
4. ENZIMAS E ISOTOPOS

Las restrictasas EQ;II, EcoRI, HindIII y Xhol asi como la T4
IINA ligasa fueron suministradas por Boehringer Mannheim (R.E.Al) y utilizadas
seqin las recomendaciones de los suministradores y siempre gquardande las adver-

tencias de las guias de uso de koberts ( 94 ) y Fuchs y Blakesley ( 43 ).

Salvo cuando se diga lo contrario, a la mezcla final de ligacidn se

afiadié un 4% de PEG 6000 con objeto de aumentar la eficiencia de ligacidn (83).

3 . . L
Como marcador radiactivo se utilizé %“ﬂCTP del Kit * Multiprime
[INA Oligolabelling System®de Amersham Inc. (Gran Bretana) ,basado en la téeni-
ca descrita por Feinberg y Vogelstein ( 36 ) , y siquiendo las indicaciones de

&l proveedor.
9. ANTIRIOTICOS

Los antibiéticos que a continuacién se mencionan, asi como el qui-
mioterépico 4cido nalidixice, fueron disueltos en agua destilada estéril (salvo
la rifampicina que lo fue en metancl) y, justo antes de su uso, esterilizados

por filtracién al ser afadidos a los medios, 2 las concentraciones finales aba-
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jo indicadas:

Kanamicina

Rifampicina

Espectinomicina

Tetraciclina

f. Nalidixico

6. TEST DE NODULACION

(Km)

(Rif)

(Spe)

(Ic)

(Nal)

25/49/m1 para E. coli

200/»9!m1 para Khizobium y Agqrobacterium
50/»9/m1
50/»9/m1
ls/uglml

15/@3/m1

Las semillas de alfalfa, irébol y siratro fueron esterilizadas su-

perficialmerte con cloruro mercdrico/etanol, tal y como han descrito otros au-

tores ( 63, 123 ).

Una vez estériles y lavadas, las semillas fueron germinadas sobre

placas de agar agua ( 1% de agar Oxoid n@ 1 en agquz destilada ) ( 63.) vy fi-

nalmente implantadas en solucidén de Gibson ¢ 123 ) adicionada de agar al 0,8%

y contenida en tubos como asar inclinado para las semillas de alfalfa y siratro

( 63 ) , o en placas para las semillas de trébol ( 97 } . Se coloct una semilla

de alfalfa o siratro por tubo y cuatro semillas de trébol por placa.
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Las semillas fueron inoculadas antes de transcurridas 48 horas des-
de su implantacién con aproximadamente 0,1 ml con una suspensién bacteriana comr

teniendo no mis de 108 células por mililitro ( 63, 97 ).

Las placas se situaron en posicién vertical y, como los tubos, se
incubaron en cimara de plantas a 22 OC y fotoperiodo de 16 horas de luz a 130

Nhney 8 horas de oscuridad.
La presencia o ausencia de nodulacién se analizd a 1a primera sema-
ra y a partir de entonces cada tres dias hasta completar un total de 5 para tré

bol y 6 para siratro.

En todos los casos fueron realizados los ensayos en 20 paralelos vy

confirmados los resultados por una sequnda serie de ensayos.

_D4-



TABLA I. Bacterias y plismidos empleados en este trabajo

A. Rhizobium trifolii, silvestre

R_.R

KS1051 Spc Rif ( 95
B. K. trifolii, derivados de kS105l

KS1019, RS1022, RS1023,

k51033, RS1034, /N\pRtrkS1051a, Nod {95)

RS1043 pktrkS1051a , Nod ( 95 )

C. R. meliloti

AKG31 Dlerivado compacto de A. Kondorosi.

R. meliloti 41 tipo si1l-
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ZR 157

2% 138

vestre.

AK631 rniod ‘comdn®

AK631l nod-nif

Tipo silvestire

L5~30 nod ‘*comin®

Il. Otras especies de Rhizobium

R. leguminosarum300

Rhizobium sp NGR234

Rif

R
Rif EurR

E. Agqrobacterium tumefaciens

GMI 2017

F. Escherichia coli

HE101

€2110

€38 pAt™ Ti™ EU}RRifR

nsdS hsdd pro leu thi gal

R
93lY rech str

" R R
polA his rha Nal Rif

Z. Banfalvi.

Z. Banfalvi.

J. Denarié.

J. Denarié.

J. E. Beringer.

(118

C. Kosenberg

(11)

G. Ditta
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i. Plismidos y cosmidos

pyK102

plis72

pEK14,pEK1S

pEK1504, pER1508

pER1506, pER1509

pER1501, pER1502

pFR1503, pER1507

HB101::TnS

césmido derivado de pRK290

césmido derivado de pRk290

derivados de pVK102 lle-
vando las regiones nod
*comin" y hsn de R. tri-

folii KS1051

derivados delecionados
pFE1S llevando las reqiones
nod 'comdn*, hsn y efn de

pEK1S

derivados delecionados de
pFR1S llevando laz regqiones
nod *comin' y hsn pero no

1a regidén efn

derivados delecionados Nod™

de pFR1S
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Este trabajo

Este trabajo
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pRK2013 plasmido *helper® KmR (37 )
pkk2073 plasmido "helper® SpcR . G. Ditta

pHEE1 pGS72: ifragmento Xhol-Xhol Este trabajo

de 15 Kb de pFRI1G

K92, k4l, K12, R19, 114 Inserciones de Tn3 - Este trabajo

en la zona de pFR1S que
*
nibrida con nodC

Kl4, 25, 4, K101, F24 Inserciones por Ing en Este trabajo
i3 zona de pFR1S que hi-

#
brida con nodD

1%, 9, R23, k63, F12, Inserciones por Tnd en Este trabsjo
K104, 17 la zona de pFR1S que hi-
¥*

brida con hsnk

13 Insercidn por InS en la Este trabajo

reqidn efn propuesta



7. KEAISLAMIENTQ DE BACTERIAS A PARTIR IE NODULOS

Los nodulos fueron esterilizados superficialmenie con etanol
de 96Z/Aqua Oxigenada 1:1, durante 2 minutos, y 2 continuacidn lavados con
aburdante agua detilada estéril. Finalmente, los nédulos son lisados y trasplar-

tados 2 medio rico TY ( 65 ).

Las colonias resultantes fueron siempre probadas en los medios se-

lectivos oportunos.

8. ANALISIS DE PERFIL DE PLASMIDOS

Se realizd tal y como se indics en F. Rodriquez-fuifones, Tesis

doctoral (95 , 39 ).
9. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

El ADN purificado, total o digerido, fue corrido en geles horizon
tales de agarosa sumerqidos en tampon TEA ( Tris-acetato, 40 mM; AEDI Na , 1mM;
pH 8,0) y preparadas, por lo general al 1% en el mismo tampén, tal y como se

indica en Maniatis y col. ( 72 ).

El gel se tife durante una hora con Bromuro de Etidio (O,S)LS/N1



en TBE), se destifie durante veinte minutos en agua destilada y se visualiza en
transiluminador de luz ultravioleta a 254 nm. Se fotografia en pelicula Kodak

Tri-X Pan 400 ASA con filtro Kodak Wratten 23 A.

Los pesos moleculares de los fragmentos de AN fueron calculados
seqin la curva log Pm / movilidad obtenida de acuerdo con las distancias de mi-
gracion de los fragmentos HindIII del standar lambda cIBS7 (Riolabs Co. E.E.U.

U.d: 23,7 3 9,5 5 6,7 5 4,3 3 2,3 ; 2,03 0,6y 0,1 Kb.

10. RECUPERACION DEL ADN & PARTIR DE LOS GELES

Los fragmentos de ADN fueron recuperados de los geles por medio
de la técnica de electroelucién, tal y como estd descrita por Maniatis y col.
y segquida de purificacién con ferol / cloroformo y precipitacién con etanol

del 96X ( 72 J.

1l1. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

A) ADN Total .- ADIN genémico total de especies de Rhizobium y Agrobacterium

fue obtenido por lisis con SIS/pronasa (Merck) sequida de sucesivas purificacio-
nes con fenol, fenol/cloroformo, cloroformo y finalmente precipitade con etanel

y lavado con etanol del 70X, exactamente como se describe en ( 24 ).

B) ADN Plasmidico .- El ADN de plasmidos o césmidos, tanto a3 gran escala como

en minipreparaciones ( a3 partir de 1 litro o 1 mililitro de cultivo), fue aisla

do por el método de lisis alcalina descrito en el manual de Maniatis y col.(72)

~30-



En las preparaciones a gran escala, el AIDN es adicionalmente puri-
ficado por centrifugacidn isopicnica a equilibrio en gradiente de Clorurc de Ce
sio-Bromuro de Etidio, cargindose por cada litro de muestra un gradiente de 34
ml que se ultracentrifuga en rotor vertical Sorvall TV 850 durante 24 horas, a2

39000 rpm y 18 OC.

Tras 12 centrifuga&ién, el Bromuro de Etidio es extraido con alco-
hol isoamilico y el cloruro de cesio eliminado por dislisis prolongada frente a

tampon TEA.

Cuando fue necesaric, el ADN se concentré por precipitacién con

etanol.
C) Plasmidos de Rbhizobiun .- Los plésmidos recombinantes contenidos en Rhizobi-

um son 3islados por una modificacién del método de Ish-Horowics y Burke ( 52 @
Las células de 5 ml de un cultivo en fase estacionaria temprana son recogidas

y lavadas con 1SQ/L1 de TEN (Tris-clorhidrico, 10 mM; AEDT Na , 1lmM; NaCl, 100
wM) conteniendo un 0,1% de Sarkosyl (Sigma). Tras centrifuqacién, las células
son resuspendidas en IGO/LI de solucidén I (Tris HC1, 25 miM; AEDT Na , 10 mM;
qlucosa, 50 mM; pH 8,0) y dejadas 15 minutos a temperatura ambiente. Se araden
a continuacion 200/#1 de soluciéon IT (NaOH 0,2 N; SIS 1X) recién preparada, y
tras 10 minutos en hielo se adicionan 250}&1 de solucidn III (acetato potdsi-
co 5M, pH 4,8), dejando progresar 13 reaccién otros 10 minutos en hielo. Iras

centrifugar, el sobrenadante es fenolizado y el ADN finalwmente precipitade con

etanol y lavado con etanol 21 70% ( 72 ).
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12. OBTENCION DE DERIVADOS DELECIONADOS DE pER1S

pFR1S fue sometido a digestién limitada separadamente con Bql II
y Hind III, estableciendo las condiciones por tratamientos de la misma cantidad
de ADN con 1a misma cantidad de enzima y en tiempos variables como se recomien-

da en Maniatis y col. ( 72).

La digestién parcial a gran escala se llevé a cabd en las condi-
ciones en que se encontrd una mayor fluorescencia en 13 reqién de 35-33 Kb, pe-
ro anadiendo la mitad de unidades de los enzimas, con objeto de minimizar la so-

breestimacidén de tamafios moleculares usualmente observada en gel.

La separacidn de los fragmentos del tamafio deseado se realizd en
gradiente continuc de sazcarosa {(10-40%) exactamenite como se explica en el ma-
nual de Maniatis y col.{ 72). Posteriormente se ultracentrifugé en rotor bascu-
lante Sorvall AH-267 3 26000 rpm durante 24 horas 3 20 9C. Por cada aradiente
(5 ml} se cargaron BGO}LQ de ADN parcialmente digerido.

Se recoqieron fracciones de 100 w1, que fueron cuidadosamente es-
tudiadas en geles de agarosa de bajs concentracién (0,6%), corridos a baja ten—

si6n durante largo tiempo.
Las fracciones conteniendo ADN, fueron diluidas con agua bidesti-

1lada estéril hasta una concentracidn de sacarosa iqual o inferior al 10%Z, y en-

tonces precipitadas con etanol, lavadas con etanol del 70% y gquardadas = 4 2C.
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Estas fracciones, una vez tratadas con T4 DNA ligasa, se trans-
formaron en E. coli HB10l. Los transformantes obtenidos se seleccionaron por

crecimiento en medio rico LE adicionado de tetraciclina.

Su contenido en plasmidos se analizé por minipreparacidn y diges—
tién con las enzimas adecuadas, obteniéndose los derivados indicados en las fi-

Al

quras 2 y 3.

13. MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DIE ADN

A) Conjugacién.- La transferencia conjugativa se realizé sequn lo descrito por
Kondorosi y col. ( 64 ) . 0,1 ml de cultivo en fase estacionaria temprana del
donador fueron mezclados con 0,1 ml de cultivo del receptor de las mismas carac
teristicas, sobre placa de Petri conteniendo medic rico TY. Tras 16 horas de
incubacién 3 30 9C, la masa bacteriana fue recogidz en 5 ml de soluciotn salina
estéril al 0,9% y sembrada en los medios selectivos apropiados tras conveniente
dilucidn.

En la conjugacién triparental, se incorporan otros 0,1 ml de
cultivo de E. coli que contiene el plasmido *Helper® pRK2013,0 el pRK2073 de a-

cuerdo con lo descrito por Ditta y col ( 25 ).
Para obtener los mutantes con InS la eficiencia de conjuga-

cién se aumentd ligeramente realizindola sobre membrana millipore (0,43 m de

diametro de poro) sequn la técnica de Jacobs y col. ( 53 ).
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Figura 2. A) Mapa fisico de la regidén del pSym de RS1lo51 clonada en pFR14, pFR15 y pMFB1 mostr'ando los fragmentos en que se de-
’ .

tectd homologia con sondas nodc¥* nodn® y hsnB*de Rmedl, asi como la regibén efn propuesta. B) Mapa fisico con HindIII

de pFR1S5 y derivados conseguidos tras digestidén parcial con dicho enzima. C) Mapa fisico para BglII de pFR15 y deriva

dos obtenidos tras digestidn parcial con este enzima. B= BglII; H= HindIII; E= EcoRI; X= Xhol.



Figura 3. A) Digestiones con BglII de pFR15 (2), pFR1505 (3), pFR1506 (4), pFR1507
(5), pFRI508 (6) y DFR1S09 (7); carril 1, A digerido con HindIII. B) Digestiones
con HindIII de pFR15 (1), pFR1501 (2), pFR1502 (3), pFR1503 (4) y pFR1504 (5).




B) Transformacién.- Células de E. coli HE101 fueron hechas competentes por tra-

tamiento con cloruro cilecico en frio segin la técnica de Cohen y col. ( 21 ) .
40 ml de un cultive de HEB101 fueron crecidos hasta una 00= 0,6 3 600 nm. Las cé-
lulas fueron centrifugadas y resuspendidas en el mismo volumen de sulfato magne
sico 10 mM; Tris-HC1 S mM, pH 7,4, previamente enfriado en hiele. Tras 30 minu-
tos en hielo, las células fueron nuevamente sedimentadas, suspendidas en 40 ml
cloruro calecico 30 mi; Tris—HCl\S mM, pH 7,4 a 0 C y quardadas 20 minutos mas
en hielo. Finalmente, las células competentes se recuperaron por centrifugacién
suave (4000 rpm) y se resuspendieron en 200/»1 de cloruro cilcico 50 mM; Tris-

HC1 5 mM, pH 7,4 preenfriado en hielo. Las células competentes se conservaron a

4 9C hasts su uso que fue siempre el mismo dia de su preparacidn.

Para los 200/&1 de células asi tratadas, prdcedentes de 40 ml
de cultivo, se observé en nuestro laboratorio una eficiencia midxima de transfor
macioén para 3,4“0,6}L9 de ADN , cayendo bruscamente esa eficiencia cuando se
anadia mis de 1/;9 de ADN. Asi pues, el ADN hasta un miximo de 1/03, diluido en
lOO/Ll de Tris-Hel 5 mM, pH 7,4, fue afadido a los 200 ml de células competen-

tes, y siempre se gquardé esta proporcidén de células competentes / ADN.

La mezcla de las células con el ADN se mantuvo en hielo duran
te 1 hora y después fue expuesta a un choque térmico a 42 8C durante 2 minutos.
Se afadieron después 5 ml de LB estéril y se incubd durante 30-60 minutos a

37 OC para permitir la expresién de los marcadores.

Finalmente, las células se concentraron en 0,5 ml de LB y se



plaquearon en los medios selectivos para los transformantes.

14. HIBRIDACIONES DE ADN

La hibridacién del ADN se realizé de acuerdo con lo descrito

por Kondorosi y col.( 65 ) .

A) Preparacién de los filtros.- Los geles de agarosa fueron desnaturalizados

con NaOH y neutralizados con Tris-HC1 pH 8,0 exactamente como se describe en el
manual de Maniatis y col.(72).El ADN de los geles fue transferido a los filtros
de nitrocelulosa (Schleicher & Schiill BA 85, de 45 m de didmetro de poro) por
capilaridad de acuerdo con la técnica de Southern ( 113 ) , utilizando 20x 85C
como solucién de transferencia (1 x &80 = NaCl 0.15 M; Citrato Sédico 0,015 N,
pH 7,0). Iras la transferencia, los filtros fueron lavados con 2 % §SC, secados

v horneados a vacio durante 2 horas a3 80 G8C.

E) Prehibridacién.~ Los filtros fueron prehibridados durante 12 horas a 37 oC

en bolsas herméticamente cerradas conteniendo 3 x SSC, 50X de formamida desioni-
zada; fosfato diséddico 25 mM; fosfato monosédico 25 mM; 0,02%4 de BSA, de PVP y

-

de Ficoll 400 (FPharmacia), y 500 g/ml de ADN competidor.

C) Hibridacién.- La hibridacién se llevd a cabo durante 24 horas en idénticas
8
condiciones pero adicionando a la solucién anterior la sonda radiactiva ( 10

cpm ¢»9 de ADN ) desnaturalizada por calor ( 10-15 minwtos a 100 8C).

) Lavado de los filtros.- Tras la hibridacién, los filtros se lavaron dos ve-
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ces a 42 9C durante una hora, cada una, con 2 x SSC + 0.1% de SDS, y cuatro ve-

ces durante una hora con 2 % S5C.

E) Exposicién de los filtros.- Una vez secos, los filtros se expusieron a -70 @

C durante 1 a 3 dias sobre pelicula Kodak X-Omat K con pantalla amplificadora

Illford ( 69).
15. MARCAJE DE ADN

El fragmento BqlII-BqlII de 1,45 Kb de pER1508 fue electroeluido
y marcado con el kit *Multiprime DNA labelling systems® de Amersham Inc (Gran

Bretafal)seqin las indicaciones del proveedor, obteniendose 108 cpm4¢9 de ADN
16. SUBCLONAC ION

pER1S fue digerido completamente con Xhol y el fragmento Xhol -
Xhol de 15 Kb electroeluido, purificado y disuelto en agua bidestilada esté-
ril. Asimismo, pAS72 fue linearizado con XhoI ,y ligado al fragmento anterior
con T4 DNA ligasa. La mezcla de ligacién fue transformada en 100/»1 de HE101

-

hechas competentes seqdn se describid anteriormente.

Se seleccionaron los transformantes en medio rico con tetracicli-
na para la presencia del plésmido, y repicando en medio con kanamicina viendo
1a presencia del inserto por la aparicién de colonias sensibles a dicho antibid

tico.
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Se comprobd que el inserto era el deseado por minipreparacidn de
ADN de las colonias seleccionadas y andlisis por restriccion del mismo tal como
se indicé anteriormente. Asi se consiquié el plasmido recombinante pMEBl cuya
relacién con los plismidos pFR14 y pFK1S ( del que se origind) puede apreciarse

en la figqura 2.

17. MUTAGENESIS DIRIGIDA

pER1508 fue seleccionado como blanco para su mapeo por Ing de-—
bido a ser el representante de los derivados delecionados obtenidos con un me-
nor tamafo conteniendo todos los genes necesarios para la nodulacidn ademas de

1a propuesta regién efn.

El protocolo de mutagénesis fue exactamente el descrite por G.
Ditta (26) . HB10l::Tn 5 (10) fue transformado con ADN plasmidico obtenido de
pER1S0E . Los transformantes seleccionadas en Hw v Tc fueron usados como donado-
res en una conjugacién triparental que incluia como receptor a C2110 y como
*helper*pRK2073, evitando el uso de pRK2013 por ser este ultimo resistente a Ka-
namicina. Los transconjugantes asi obtenidos fueron sembrados en medio selecti-
vo adecuado. De cada colonia obtenida se hizo preparacién de AIN en pequena e;:
cala seqdn se indicéd anteriormente y este AN transformado en HE1Ol. Los trans-
formantes seleccionados por su contenido en plasmidos que habian incorporado
el Ing fueron analizados por obtencidn de su ADN y posterior digestién con las

enzimas adecuadas, corridos los fragmentos en geles de agarosa y calculados los

tamafios moleculares seqin lo explicado anteriormente.
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1. ESTUDIO DEL RANGO DE HOSPEDADOR INDUCIDO POR pER14 y pERLS
pER14 y pFR15 fueron inmtroducidos por conjugacién triparental, y
usande pRK2013 como plésmido "helper® tal y como se indica en Materiales y Mé-

todos, en los siquientes hospedadores:

- Derivados de Khizobium trifolii RS1019, RS1022, KS1023, RKS1033, RS1034 vy

kKS1043, para ver si restauraba su capacidad de nodular en trébol.

- khizobium sp. NGR234, R. lequminosarum 300, R. meliloti AK631, ZR375, ZB138,

1.5-30, L5-22 y Agrobacterium tumefaciens GMI9017, para ver si era capaz de

inducirles la capacidad de nodular en trébol. Ademis, en el caso de los deri-
vados deletados ZB37S, ZE138 y L5-22 para ver si restaurabs su capacidad de

nodulzr en o alfalfs.

De tal manera que los transconjugantes obtenidos se resuspendieron
@n solucidn salina estéril, y fueron usados come inoculantes en las plantas co-
rrespondientes, alfalfa para el caso de los derivados de R.meliloti y trébol ro-

-

jo y blanco para los de K. trifolii, R.lequminosarum, Agqrobacterium tumefaciens

y Rhizobium sp.NGR234, estudiando la cinética de nodulacién tal y como se indi-

3 en Materiales y Métodos.
Los resultados en alfalfa fueron todos negativos, pues no hubo com

plementacidn en el caso de los derivados deletados, ni tampoco hubo una diferer-

cia significativa en cuanto al ndmero de néddulos o tiempo requerido para 1a no-
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dulacién en el caso de L5-30 o AKG631 con o sin plasmidos.

En el caso del trébol, no hubo diferencias enire trébol rojo y tré
kol blanco, produciéndose un 100% de nodulacidnm, alecanzindose el 507 de 1a mis-
ma en 19 diass tanto para 1a cepa silvestre RS1051 como para todos sus derivados
complementados con pFR14 o pFR1S, excepto en el caso del derivado curado k51043
, que experimerntd un retraso de aproximadamente 3 dias.

También se produjo un 100% de nodulacién en el cast de Rle 300
con pFR14 o pFR1S, alcanzédndose el 507 de 1a nodulacién con un retraso de 1,5

dias.

Er el caso de At GMI9017 con pFR14 o pER1S se formaron pseudonddu-

los pero con un retrase de unes 12 dias.

Mi NGEZ34 ni ninquno de los R.umeliloti probades extendid su rango

de nospedador ni con pFR14 mi con pFE1S.

En todos los casos se comprobd que 1a nodulacidén era ‘bona fide®

-

por reaislamiento 3 partir de los nddulos, seleccidn en medio rico TY adiciona-
do de tetraciclins (10 microgramos/ml), vy 2 las hbacterias reaisladas se les com
probo:

- Marcadores fenotipicos y caracteristicas culturales del receptor.

-~ Presencia de plasmidos de donador o receptor por:
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A) Andlisis de perfil de plasmidos segin se explica en Materiales

y Métodos (dato no mostrado).

B} Obtencidén de ADN plasmidico de Rhizobium, transformacion de es-
te a E.coli HE101l, y reaislamiento de plismidos de los trasfor-
mantes para comprobar por anilisis con restrictasas que los

plasmidos residentes eran pFR14 ¢ pERLS.

Ademis, todos los ensayos se repitieron al menos dos veces, una de
ellas en tubo y con 20 paralelos y otra en placa con 25 paralelos, incluyéndose
en todos los casos controles positivos (cepa silvestre), asi como neqativeos (no

inoculadas o bien el receptor Nod-}.
Las cinéticas de nodulacidn se muestran en 1z figura 4.
2. NODULACION INDUCIDA POR EL PLASMIDG RECOMBINANTE pMEEL
pMEE1l, construido como se indica en Hateriales y Métodos, contiene
un inserto de 15 Kb del fragmento XhoI-Xhol de pFR1S, y que comprende parte da
13 zona comin de pFkl4 y pFR15, a excepcién de las 2,6 Kb *primeras" de pFR13G,

como puede observarse en la figura 2.

pMERL fue introducido por conjugacidn triparental y usando como

plasmido®helper® pRK2013 en los receptores:

—43~



- RS1019 y RS1043 para ver si era capaz de restaurar la capacidad de nodular en

trébol.

- Rle 300 y At GMI9017, para ver si era capaz de inducirles a3 nodular en treébol

Los transconjugantes se usaron como indculo para tréboel, con las

Al
mismas condiciones y controles que en el apartado anterior.

Se obtuvo 100%Z de nodulacién y sin retraso con respecto a la cepa
silvestre RS1051 en el caso de Rle 300(pMER1), asi como pseudonddulos en el 50%
de las plantas inoculadas con At GMI9017 (pMFEL), aunque en este caso con un

retraso de 10 dias.

En ninguro de los derivados delecionado (RS1019) o curade (RS1043)
aparecid nodulscidn sino escasos pseudonddulos con un retrasc de 20 dias y solo

ern un 10% de las plantas.

Estos resultados estin representados en la grifica de cinética de

-

nodulacién de la fiqura 4.
3. EXPERIMENTOS DE RECONSTRUCCION CON LOS DERIVADOS DELECIONADOS DE pERID
Los plasmidos derivados delecionados de pER1S, obtenidos tal y como

se explica en Materiales y Hétodos se usaron como donadores en una conjugacion

triparental con pRK2013 como plésmido *helper*', realizindose por tanto conjuga-
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Figura 4. A) Cinética de nodulacién en trébol rojo de los derivados indicados conte
niendo pFR14 o pFR15, obteniéndose idénticos resultados en trébol blanco: RS1019,
RS1022, RS1034 y R1e300 ( O); RS1023, RS1033 y RS1043 (A); GMr9o17 (M); RS1051 (e)
fue usado como control positive. B) Cinética de nodulacidén de los derivados indi-
cados conteniendo pMFB1 en trébol rojo: R1e300 (O ); GMISO17 (% ); RS1019 y RS1043
(#); igual que antes se usd RS1051 (@) como control positivo. % NOD. = Porcenta-
je de plantas noduladas o con engrosamientos ( en el caso de GMI9017).
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ciones en las que receptores y donadores fueron los siquientes:

~ Donadores: pFR1501, pER1502, pFK1503, pFK1504, pFR1S06, pEK1507, pER1S08 y

pFR1509 y pFR1% que actuaba como control positivo.

- Receptores: R. trifolii K51019, RS1022, RS1023, RS1033, RS51034 y KS51043; asi

como R. lequminosarum 300 y Agrobacterium tumefaciens GMI9017.

Al

Los transconjugantes obtenidos se usaron para inocular trébol rojo
como se indicé en apartados anteriores y realizando también el mismo numero de

pruebas con idénticos paralelos y controles, obiteniéndose quel

A) pFR1S04 tuve iqual comportamiento que pFR1508 y que pERLS (=pER14), restau-
rando ambos la capacidad de nodular eficazmente en todos los derivados deleta-~
dos de RS1051 incluyendo el derivado curade RS1043, aunque en este con un re-
traso de 3 dias. También indujeron laz nodulacidn en Rle 300 y en At GHIZ0L7,pe-
ro en este dltimo con un retrasc Jde 10 dias. Ambos retrases, el de R51043 y el
de At GMI90L7, eran ya esperados sequin su comportamiento fremte 3 pERIS y han
de considerarse mads bien debidos 3 13 idiosincracia de ambas cepas que a una

falta de gen o genes necesarios para 13 nodulacién en el plasmide donador.

E) pERIS06 y pFR1S09 se comportaron de igqual marnera que los anteriores, indu--

ciendo 3 una nodulacidén efectiva, s6lo en el caso de Rle 300.

C) pER1Z0G y pFR1S09, al ser introducidos en los &erivados delecionados y cura-

do de RS§1051, asi como en AL GMI9017, se redujo dristicamente el porcentaje de
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nodulacién alcanzado, sufriemdo de igual manera un retraso en 1a nodulacidn y
en el nimero de nédulos por planta a 13 mitad del consequido por pEKR13 o sus

equivalentes y que se puede esquematizar:

- At GMI9017 (pFR15906 o pFR1509), sufrieron un retraso de 25 diass respecto al

control y s6lo se consiquieron pseudonédulos en un 30%4 de las plantas.

- RS1019, R81033 ¢ RS51022 (pERleG o pFR1%09),tuvieron un retraso de 7 dias res

pecto al control y sélo nodularon el 60%Z de las plantas.

- Para RS1023, RS1043 6 R51034 (pFR1506 o pEFR1S09), el retraso fue de 14 dias

nodulando sélo el 40% de las plantas.

Las grificas de cinética de nodulacién representativas de cada gru-

[ =

po se muestran en la fiqura 3.

4. HIBRIDACION CONTRA LA REGION BqlII-BqlII DE 1,45 Kb DE pFR1S08

Habida cuenta que los resultados anteriores, demostraban fehaciente
mente el hecho de que esta reqidén influia en la eficiencia de la nodulacidn, es
to hizo pensar en el hecho de que fuera una reqién comdn y conservada, y esto
nos condujo 3 realizar 1a hibridacién de dicho fragmento usindolo como sonda ra
diactiva, preparada como se explica en Materiales y Métodos, fremta a ADN total
digerido con BqlIl y HindIII, preparado como se indica en Materiales y Métodos,

de distintas especies de Rhizobium relacionados o no, usando como control negs-

tivo A. tumefaciens GMI9017 . Se obtuvo el resultado gue se muestra en la figu-
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Figura 5. A) Cinética de nodulacién en trébol rojo de R1e300 (pFR15) (@) y GMISO17
(pFR15) (%), usados como controles positivos; R1e300 (pFR1504 o pFR1508) (O),
(pFR1506 o pFR1509) (A); GMI9017 (pFR1504 o pFR1508 ) (M), (pFR1506 o pFR1509) (#)
B) Idem para RS1019 (pFR15) (@) y RS1043 (pFR15) (), controles positivos; RS1019
(pFR1504 o pFR1508) (0O), (pFR1506 o pFR1509) (A); RS1043 (pFR1504 o pFR1508) (3 ),

(pFR1506 o pFR1509) (# ). % NOD. = Porcentaje de plantas noduladas o con engrosa-
mientos { en el caso de GMIS017).
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ra 6. Seqin se puede ver:

- No aparece ningdn tipo de homologia con At GMI9017 que nos servia como con--

trol negativo.

- En R51031 se encontraron al meros dos copias de 1a reqién de 1,45 Kb, de las
que una todavis persiste en los derivados delecionados RS1019, kE1022, RS1033
mientras que los derivados RS1023 y K51034 con deleciones mayores, lo mismo

que el derivado curado KS51043 carecen por completo de 13 reqidn estudiada.

- Como era de esperar segin los resultados obtenidos en planta, también en R.le-

quminosarum 300 se observa homologia con 1a regidn de 1,45 Kb.

- Se detecta sin embargo sélo debil homologia en el caso de Khizobium sp.NGRZ34
y en K. meliloti AKG2Ll, en el que también zparecen dos copiss, una de las cua

les esii ausente en sus derivades ZE138 y ZR37Z.

3. FENOTIPO SIMRIOTICO DE LOS MUTANTES pFRISO8::In3
Los mutantes obtenidos por insercién de Tng en pFR1508 como se ex—
plica en Materiales y Métodos fueron mapesdos, y localizado su sitio de inser-

cion en pFRIS08, cuya disposicidn se muestra en 1a figqura 7.
Una vez conecida su posicién exacta interesaba saber el fenotipo

simbidtico de dichas mutaciones, por lo que dichos mutantes fueron usados como

denadores en una conjugacién triparental usando pRK2073 en este caso como plis-
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Figura 6. A) ADN total digerido con HindIIT de RS1051 (1), RS1019 (2), RS1022 (3), RS1033 (4), RS1034 (5), RS1023 (6), RS1043

Rle 300 (8), NGR234 (9), GMIQ017 (10), AK631 (11), ZB375 (12) y ZB138 (13). B) Autorradiograma frente a efn*. El tiem
po de exposicién fue de 24 horas. Las distancias marcadas son tamafos en Kb.
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Figura 6. C) ADN total digerido con BglII de RS1051 (1), RSIOin(Q), RS1022 (3), RS1033 (4), RS1034 (5), RS1023 (6), RS1043 (7)

Rle 300 (8), NGR234 (9), GMI9017 (10), AK631 (11), ZB375 (12), ZB138 (13). D) Autorradiograma frente a efn* E1l tiem

po de exposicién fue de 24 horas. Las distancias marcadas son tamafios en Kb.



mido *helper*, y como receptores fueron usados tanto los derivados RS1043 (cu~
rado) y RS1019 (deletado) de R. trifolii, como R. leguminosarum 300, sirviendo

de controles los mismos receptores a3 los que se les introdujo pER1G08.

Los resultados son también mostrados en la figura 7, concluyendose
que se obtuvieron fundamentalmente tres fenotipos: Nodulacidm, no nodulacién o
retraso en la nodulacién. Esto est4 relacionado con la zona mutada de acuerdo

w

con lo siguiente:

- Regitn nod “comdn®, que corresponde a los fragmentos XhoI-EcoRI y EcoRI-Hind
II1 de pFR1508, que hibridaban respectivamente frente a ggggi; ggggj Cuatro de
las inserciones condujeron a un fernotipo Nod- cuando se trato de complementar
cor ellas a los derivados deletado (KS1019) y curado (RS1043) y de las siete
inserciones que se obtuvieron en esta zona, 13 insercién 25 mostird un retraso
ern 1a nodulacidén, = la vez que también un menor rimero de nédulos por planta,

mieniras gque con las R19 v F24 sdlo hubo una disminucidn en el ndmerc de nddu-

lps.

Er el caso en que el receptor fue Rle 300, cinco de estas insercio-
nes no variaron de maners alguna ni el rwimero de nédulos por planta, ni hubo
retraso en 13 nodulacidn respecto a los controles con pFR1S08. En dos de las
inserciones de esta zona hubo un comportamierto distinto, pues en el caso de
K101 hubo una disminuecidn de hasta 1a mitad en el rwimero de nddulos por planta

mientrzs que en caso de F24 se produjo un retraso en la nodulacién de unos 20

dias y se obtuvieron ires veces menos nddulos que en los controles.
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Figura 7. Mapa fisico de las insercfones por TnS obtenidas en pFR1508, y fenotipo de las mismas al ser introducidas en los

receptores indicados. (@) Nod+; ( O) Nod-: (®) retraso en la nodulacién; B sobre el simbolo indica que el nime-

ro de nédulos por planta fue la mitad que en los controles con PFR1508. B= BglII; H= HindIII; E= EcoRI; X= Xhol.



~ Region 'hsn'! las inserciones en 13 region HindIII- BqlII de pFR1S08 que hi-
bridaba con nggﬂthue se usaron para complementar K51019 y RS1043 condujeron a
ur fenotipo Nod- en el caso de 9, K23 y F12, un retraso en la nodulacion y la
mitad de n6édulos por planta en el caso de K63 mientras que con K104 y 19 se mos
traba un claro fenotipo Nod+. La insercién 17 mostréd un ferotipo de nodulacion
con un retraso de 1,5 dias respecto al control con pFR1S508, y el nimerc de nodu-
los por plants se redujo 3 13 mitad, dando por tanto resultados similares a los
de el control con pFR1IS06 por lo\que esta insercién se considera similar 3 la

13 como se explicard mis adelante.

Cuarudo el receptor fue Rle 300, se produjo un clarc retrasoc en la
rodulacién de hasta 10 dias para el caso de 9, K63, R23 y F12, a la vez que el
riimero de nddulos por planta se reducia a la mitad. K104 y 19 mostraron un feno-

tipo Nod+, pero en 13 19 el ndmero de nddulos se redujeo a la mitad.

= Kegion "egfn': Se correspondes con 1z ozons de
de pFR1506. En esta =ona sélo se obiuve la insercion 13, que condujo como se es-
peraba sequn los test de nodulacidn efectuados anteriormente a2 un fenctipo Nod+
pero con un retraso de 1,5 y 10 dias con respectc 21 control y com la mitad de
nddulos por planta que este cuando los receptores fueron KS51019 y RS51043, pero
en el caso de Rle 300 no se produje variacidn en absoluto ni en 21 tiempo nece-
sario para la nodulacién ni en el ndmero de nédulos por planta, lo que estd en

plena concordancia con los experimentos de reconstruccidn con pFR1S08 y pER1SO0G,

- Reqidn Xhol- HindIII de 2,4 Kb *primeras® de pFR1S02 y'anteriores® a3 la zona

nod "comin®. En las pocas inserciones que se obtuvieron en esta zona, s6lo se
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observo un fenotipo Nod+, aunque por la disposicién y niimero de estas no se
pueden sacar conclusiones definitivas, los posibles supuestos que se deducen co-
mo consecuencia de este y otros experimentos se detallan en los capitulos de
Iiscusion y Conclusiones. En honor a la claridad y para. adecuar nuestros resul-
tados a3 los de otros autores también vamos 3 considerar esta zona como regidén

riod *comun® {ver Discusidn).

- . Al . - >
Las cinéticas de nodulacién obtenidas se exponen en la figura 8.
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1001

% NOD.

1007

% NOD.

DIAS

DiAS

Figura 8. A) Cinética de nodulacién de los controles RS1051 (), RS1019 (pFR1508)
(A), RS1019 (pFR1506) (#), RS1043 (pFR1508) (%), RS1043 (pFR1506) (¥). B) Ciné-
tica de nodulacidén de R1e300 (pFR1508: :Tn_El): Inserciones K101, 4, 19, Ki2, K104,
13, R14, 17, 25, R19, K41, 113, 114, K92 (®); inserciones 9, F12, R23, K63 (O);
insercién F24 (A). % NOD. = Porcentaje de plantas noduladas ( trébol rojo).



1007

% NOD.

507

% NOD.

DIAS

Figura 8. C) Cinética de nodulacién de RS1019 (pFR1508::Tn5): Inserciones 19, K4l,
113, k92, F24, K12, K104, R19 (@); inserciones 13 y 17 (0); inserciones K63 y 25
(A). D) Idem para RS1043 ( pFRlSOB::TQé): Inserciones 19, K41, 113, K92, F24, K12,
K104, R19 (A); inserciones 13 y 17 (@®); inserciones K63 y 25 (O). % NOD. = Por-
centaje de plantas noduladas ( trébol rojo).
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Ie los experimentos de complementaciér realizados con los ge-

nes nod de Rhizobium trifolii KS10S1 clonados en pER14 y pFR1S(93), observamos

que a3 diferencia de los homélogos de R. trifolii ANUB43, clonados en pkt03Z,

rni pFR14 ni pFR1S son capaces de inducir nodulacién en trébol de Ehigobium sp.

NGR234 (108}, pero sin embargo,‘si eran capaces de inducir la formacién de en~
qrosamientos o pseudonédulos en trébol cuando se introducian err Agrobacterium
tumefaciens GMI9017, lo que esti en concordancia con resultados anteriores {63)

y si bien en este caso, con un retraso de unos 20 dias.

Esto nos hace pensar que debe haber alguna diferencia entre
los genes nod o hsn de K.irifolii RE1051 y ANUB43, que haga 2 la primers tener
un rango de hospedador mis estrecho o bien que los productos de genes psp de
NGE234 intervenqan inhibiendo 1z expresién de los qenes hsn de RE1OS1 v no de

ANUB43, algo similar 3 1o que vz ha sido sugerido para K. meliloti ¢ 51 ).

También £3116 el intento de ampliar el range de hospedador de
R. meliloti AKG631 y L5-30 a trébol usando pFk14 y pFR1S, lo cual es coincidente
con resultados publicados antericrmente ( 41, 91 ) y que hacen mencién 3 una po-
sible especificidad del gen hsnl en la relacidn simbidtica R. meliloti-alfalfa

v la posibilidad de que este gen ademis de intervenir en las especificidad inter-

venga también en la nodulacién 'per se®, mientras que los genmes hsn de R. trifo-

ii intervendrian dnicamente en 13 especificidad.

"
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Es también curioso el hecho de que usando como sonda hgnﬂtesta

s6lo hibridase frente a ADN total de distintos R.meliloti y de las especies de

amplio rango de hospedador como Rhizobium sp. NGR234 y Br d rhizobiup japonicum
mientras que no se aprecié sefal alguna en el caso de R. trifolii ni R. lequmi-
nosarum (96) . De este modo es posihle relacionar 1a presencia del gen hsnll con
13 incapacidad de los genes de otras especies para ampliar el rango de hospeda-
dor de estas especies, o lo que es lo mismo que estas especies con un g9en parti-
cular de su relacién simbiética como seria en este caso el hsnl, serian mis di-
ficilmente dirigidas por productos génicos extrafos a ellas para establecer una

mueva relacidén simbidtica.

Iqualmente, el gen nodl posee una importancia tremenda por su
papel regulador de los demis genes nod, ademss de que 21 menos en el caso de la
relacion R.trifolii-trébol blanco se le ha reconocido un papel en 1a especifi-
cidad de hospedador (114} y teniendc en cuenta gue R.meliloti tiene dos copias
funcionzles frente 3 una sola en R.trifolii, también es posible gue este caso
1a dominancia de los genes de K, meliloti sobre los de R. trifolil seas debido
a un fendmeno de dosis génica.

Otra diferencia marcada entre RS1051 y ANUBAZ en que mientra;
en esta dltimz, la reqidn mis pequefa descrits que contiene los geres necesa--
rios para la nodulacién en trébol es de 14Kh, lo cual se correspondia con 12 re
qion comdn a pFR14 y pFR1S, y la reqién subclonada en pFR1304, en este trabajo
se describe un clon (pFK1508) que contiene todos los genes necesarios para la
nodulacién en una reqidén no mayor de 10 Kb ademds de un fragmentco de 1,45 Kb

que influye en la eficiencia de la nodulacidén (que diferencia al anterior del
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clon pER1S06). Tanto pFR1508 como pFR1S06, restauran 13 modulacién de los deri-
vados deletades y curado de R51051, si bien en este (ltimo la falta de esta re-
gidén de 1,45 Kb retrasa drasticamente la nodulacidn y reduce en 13 mitad el nid-
mero de nddulos por planta. Por tanto y por similitud con una zona antes descri

ta por Putnoky y eol( 91 ) , hemos decidido llamar 3 esta mona efn.

Ite otra parte se intentd acortar adn mis la reqién pod, inten-
tando experimentos de complemenéacién corr el pléasmide recombinante pMERL, pero
los resultados fueron negativos tanto para los derivados deletados como para el
curado de KS1051, lo que demuestra que uno o mas genes comunes deben encontrar-
se en la zona de 2,5 Kb HindIII-Xhol de la *izquierda® de pFR1508. For lo tanto
pMEBl podia inducir a3 nodular trébol a R. lequminosarum 300 porque este posee
todos sus genescomunes” Asimismo era capaz de inducir la formacién de pseudond-
duleos cuando el receptor era A. tumefaciens, pero como es normal en esta bacte-

ria, con un retraseo de 15 dias.

81 bien no hubo nodulacién en el casoc de los derivades curado
y deletados de k810351 cor pMFELl, si se observé ls aparicién de pseudonddulos
en el 10X de las plantas y con un retrasc gue oscilaba entre los 20 y los 30 .
dias para los derivados deletado y curado respectivamente. Estos engrosamientos
pueden ser debidos quizd al efecto de productos de los genes hisn, que permiti-
rian unz interacciodn planta-microbio especificz, pero al faltar la accién de
uno o mas genes comunes degeneraria en este tipo particulsr de interaccidn sin
completsr la formacidn de un nddulo normal, lo cusl no es dificil que asi ocu-

rra puesto que los genes pod ‘comunes® se encuentran directamente relacionados

con las etapas iniciales del process de infeccidn como son la curvatura del pe-
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lo radical, la formacidén del cordén de infeccién, etc.( 108, 28).

S5i estas suposiciones son ciertas, esto explicaria también el
fendmeno que ocurre con ﬁ: tumefaciens en el que tanto el conjunte de los genes
nod clonados en pER14, pFR1S, pFR1504 o pER1S08 como los psn clonados en pHMEEL
conducen a 1a formacidén de pseudonddulos sin diferencia entre el tiempo reque-—

rido ni el ndmero de nddulos por plamta.

Es asi{ por tanto que A. tumefaciens no necesifa de los genes
nod "comunes® para establecer sy particular relacidn con las lequminosas, lo
que implicaria que el caminc de entrada de este microorganismo a los meristemos
de 13 planta no pasalpor 13 via de la curvatura del pelo radical con la forma-
cién del cordén de infeccidrn, fendmenos ambos controlados por los genes nod ‘co-
munes'. Y si esto es asi, también en el caso de los pseudonddulos formados tan-
to por RE1019 (pMEB1) como por RG1QA3(pMEE1l}, es m&s que probable que dicha in-
visién de los tejidos de 1z planta se deba 3 un mecanismo similzr al que se de-

sarrolle en A. tumefaciens.

El proceso de mutagénesis con Tng de pFR1508, sirvid para dibu-
jar con mis precisién el mapa fisico genético de la reqidn nod de R. trifoli{;
ya acortada al miximo en 11,45 Kb seqin los resuliados de los experimentos ante-
riores. La mutagénesis de este clon nos habris de servir para descubfir 1a ex-

tensién de los génes de una forma mas precisa gque con los datos de hibridacion

que ya poseiamos, asi como para averiguar la funcionalidad de dichos genes.

En 13 reqidén'comdn®, se observé que las inserciones sobre nodl



corducian a un ferotipo Nod- con lo que descubrimos que la segunda copia de

nodl no es funcional, o bien es una copia incompleta al igqual que ocurre en o-
tras especies de Rhizobium ¢ 44, 96 ). De las inserciones obtenidas en la zonz
gque hibridaba con gggﬁtobtuvimos que mientras que las centrales conducian a un
claro fenotipo Nod~ , a ambos lados aparecian inserciones que conducian 3 un re-
traso en la nodulacién, lo gue es indicador de inserciones marginales y que
sirven para delimitar aproximadamente las longitudes de los genes, en nuestro
caso el gen podll se puede encunf}ar sobre una reqién de un maximo de 1,3 Kb, en~
tre dos inserciones, una de las cuales es Nod+ y la otra presenta retraso en la

nodulacién ( ver figqura 7).

En 13 zona correspondiente al operon nodABC (que hibridd fren-—

te a nodC( 95, 96)), se obtuvieron sélo dos inserciones, una de ellas con una
disminucién en el nimero de nédulos, puede ser una linea divisoria enire dos
genes mientras que 1a otra con fenotipo Neod- es claramente una insercidén inbra-

génica, per lo que en base 2 esto podemos hacer dos supuestos!

A) Que el operon podARC, estd desde 1a dltima posicién detectads para nodll, es
decir desde 1a insercién 25 hasts 1a insercién R19, o bien que hasta esta inser-
cion constituya la fraceién nogddR v nodC corra desde R19 hasta un puhto que es~
taria como miximo en KI2, 1o que explicaria una falta de genes ‘rcomunes® en el
clon pMEEl, en este caso los genes comparables a los nodlJ descritos para R.le-
quminpsarum, y que tendrian una homologia funcional con 1a reqién II de R. tri-

folii ANUB43, cuya funcién parece ser reguladora de podABC e influir en la for-

macién del cordén de infeccién.
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B) que el operédn completo nodABC este comprendido entre las inserciones 29 y
K19, y de ahi en adelante estuviese el opero6n nodIl, y que parece ser se trans-

cribe a continuacidén de nodARC.

En el caso en gue R. legumingsarum 300 fue el receptor ninguno
de los mutantes en esta zona nod "comin® influyé de manera apreciable retrasan-
do 13 nodulacién o variando el rumerc de nddulos por planta.

Del estudio de 1a regi6n hsn se dedujo que esta se extendia a
lo sumo entre las inserciones 19 y K104 que ya mostraban un fenotipo Nod+, mier—
tras que las inserciones internas 9, K23 y F12, mostraban fenotipos Nod-, y la
k63 mostraba un retraso en 13 nodulacién, tipico de las inserciones marginales.
le ello se puede concluir que en 13 regién hsn hay 2l menos dos genes, gue se
encueniran probablemente agrupados en una unidad transcripeional hsnAR (nodEE)

igqual a3 las descritas anteriormente ( 27, 49, 6§, 108 ).

Ademis el hecho de que al utilizar como receptor K. lequmino-
sarum estas inserciones produjeran un retraso grande en 13 nodulacién, confirma
el hecho comprobado por hibridacién de que en esta zona se encuentren los ge-
res de especificidad de hospedador (hsn), a3 la ves que apunta un dato mas en fa-
vor de la diferente desiagnacién de estos geres respecto 3 los nod *comunes®. De'
todas maneras este operén puede estar en dos orientaciones posibles, una en que
se lea en la misma direccién que podl, o en 1a contraria, lo que no se puede de-

ducir con los datos que poseemos y seria necesario para ello un estudio mas de-

tallado por secuenciacién.
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La insercién 17 aunque se encuentra en la zona que hibridé con
hgg&t mostré un comportamiento idéntico 2 la insercién 13 de la regién EglII--
BglII de 1,45 Kb que se propuso como efn. Pues bien ambas inserciones, 13 y 17
se comportan en los derivados deletado RS1019 y curado ES1043, asi como en K.le-
quminosarum de igual manera que lo hace pFR1506, por lo que podemos concluir
qﬁe 13 reqién propuesta como efn se extiende ahora en una reqién que abarca 2Kb
aproximadzmente (hasta la3 insercién K104, considerada como limite por dar feno-

tipo Nod+ en todos los receptorés).

Usando el fragmento BglII-EqlII de 1,45 Kb como sonda radiacti-
va se observé su conservacién en distintas especies de Khizobium incluso poco
relacionadas como Rhizobium sp. NGR234, por lo que esta zona se puede conside-
Tar comn“ccmﬁnﬁ pues ademis se ha demostrado 3l menos en un caso gue esta homo-
logia es funcional, pues vease que no hay diferencia entre la nodulacién en tre-

kol de E. lequminosarum 300 con pER1G06 6 pER1GOE.

Esta reqién se encuentrz repetida al menos dos veces en RS51031
pero o bien las otras copias no son funcionales, puesto que las inserclones por
InS en 1a regién efn de pFR1508 conducen indefectiblemente a un comportamiento
idéntico al de pFR150G, o bien puede deberse 3 un problema de dosis qénica, y
que se necesite el producto de todas las copias de este gen para una nodulacidon
eficaz en clara concordancia con lo descrito para el gen nodD en K. meiiloti
(44). Pero de todas formas esto sélo seria cierto para R. trifelii RS1051, ya

que E. lequminosarum con su 4nica copia nodula igual de eficientemente trébol

con pFR1S08 & pER1G0G.






1.

Los plésmidos deletados pER1504 ( con un inserto de .14 Kb) y pERISOB ( con
un inserto de 11,45 Kb) son capaces de restaurar eficientemente la nodula-
cién de los derivados deletados y curade de R. trifolii R61051. Otros plas-
midos deletados pFR1S06 y pFR1S09 (com un inserto de 10 Kb) también restau-
raban la capacidad de nodular 3 los derivados deletados, perc con un retraso

de 1,5 dias y 13 mitad de nddulos per planta.

Se ha propuesto una regién efn, que influye en la eficiencia de 13 nodula-
cién, que pbr datpg de hibridacidn ha mostrado encontrarse en al menos dos
copias en K. trifolii KS1051, de las cuales parece ser que sélo es funcional
la clonada en pFR1S08, si bien también es factible 1a teoria de la dosis gé-

nics. Esta regién se ha demosirado que se extiende sobre una zona de 2 Kb,

+

sequn les datos obienidos por wutagénesis con Ind.

A

Usande como sonda de hibridacidn la reqidn efn de 1,45 Kb BglII-Bqlll, fren-
te a ADN total de varias especies de Rhizobium relaciocnados o no, se ha vis—

to que esta reqitn es'comin®a todas las especies probadas en las que se en-

cuentra al menps en una copia.

Se ha mapeado pFR1502 con 19 inserciones por Ing, con lo que se ha logrado

conocer de manera mas detallada la reqién pod de RS1051, destacando:

A)8e ha encontrado asociads 2 los senes hsn una regidn efn que se extiende a



continuacion de estos en una regidén no mayor de 2 Kb,

E)La regidén psp esta constituida al menos por dos genes y restringida a una

zona de 2 Kb como miximo. -
CynodD se extiende como maximo en una regién de 1,5 Kb.

I le 1a regién correspondiente a nodABCIJ sélo se puede asequrar que se ex-
tiende mds alls del punto Xhol de pFR1508, y que hay una separacién inter-
qénica determinads por la inserci6n K19. Datos mis precisos por intensa mu-

tagéresis de esta zona son necesarios para establecer nuevos postulados.

5. De las dos copias del gen podD que presentaba el genoma de RS1051, sélo es
funcional la clonada en pFK1S, ya que las inserciones por In3 en este gen

conducen a un fenotipo Nod-.

6. No s6lo pFR1S o pFR14 , sinc también sus derivados deletados pER1S04,pER1G06
v pFK1S08, asi como el plismide recombinante pHEEL son capaces de ampliar el
rango de hospedador de K. lequminosarum 300 a trébol. Asimismo, todos ellos

inducen a3 la formacién de pseudonddulos por parte de Agrobacterium tumefa-

ciens en tréhol.
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