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RESUMEN

La relacion simbidtica entre leguminosas y bacterias de rhizobia para
efectuar la fijacién bioldogica del nitrdgeno, inicia cuando la planta secreta
flavonoides que activan la transcripcion de los genes nod encargados de la
formacién y excrecién de lipoquitooligosacaridos o factores Nod, los cuales
inducen diversos cambios en la planta que finalmente llevan a la formacion
del nédulo radicular donde se establece el microsimbionte.

El gen nodT ha sido descrito en las tres biovariedades de R’
leguminosarum: bvs. viciae, trifolii y phaseoli; en dos de ellas formando
operones con genes de nodulacién. Mutaciones de este gen en R
leguminosarum bvs. viciae y trifolii no afectan significativamente la
nodulacién. Hay evidencias que sugieren que la proteina Nod T estd asociada a
la membrana bacteriana externa y muestra una limitada, pero clara similitud
con dominios especificos encontrados en una familia de proteinas de
membrana externa que incluyen a Tol C, Hly D y Cya E que forman parte de
un sistema de secrecién tipo ABC, de proteinas en bacterias Gram negativas.

Hemos propuesto, junto con otros grupos { Paulsen et al, 1997a y b ) que
el producto génico de nodT podria formar parte de un complejo de excrecién
de los factores Nod junto con las proteinas que se ha reportado  que
participan en este proceso ( Nod I y Nod J ).

En este trabajo presentamos la identificaciéon de dos copias del gen nodT
en Rhizobium etli CE3, su aislamiento, secuenciacidén, y localizacién gendmica.
Una de estas copias estd localizada en el pldsmido ¢ y la otra proponemos que
estd en cromosoma. Se reporta el analisis de las caracteristicas particulares a
nivel de secuencia, y los experimentos realizados para caracterizarlas
funcionalmente.

La copia del plasmido ¢ se localiza fisicamente cerca de regiones que
presentan identidad con dos genes que, en Escherichia coli, participan en un
sistema de transduccion de seflales de dos componentes involucrado en
respuesta a estrés caldrico. El otro gen nodI presenta, corriente arriba,
regiones que tienen homologia con genes que en Pseudomonas aeruginosa
forman un operdn que participa en la secreciéon de multiples drogas. Ninguna
de las dos copias presenta regiones con similitud a cajas de nodulacién en su
regién promotora. La expresién de la copia que proponemos ubicada en
cromosoma es independiente del inductor de genes de nodulacidn,
naringenina, en las condiciones en que fue analizada.

Encontramos que una cepa curada del plasmido ¢ secreta menos de la
mitad de los factores de nodulacién, sin embargo este efecto no depende de la
presencia del gen nodT que se encuentra en este pldsmido.



Estos datos en su conjunto, nos permiten proponer que en R. et/i CE3, los
genes nodT, inicialmente identificados como genes de nodulacién en otras
especies, podrian estar participando en funciones distintas que no estan
relacionadas directamente con el proceso de nodulacién, y que sus productos
puedan tener otro papel en el metabolismo bacteriano.



INTRODUCCION

Aproximadamente 170 millones de toneladas de nitrégeno atmosférico
son convertidas a amoniaco cada afio v de éstas, 120 millones de toneladas
son convertidas por bacterias que fijan nitrégeno en vida libre, en forma
asociada o en forma estrictamente simbidtica. El estudio de la fijacion
biolégica del nitrégeno ha sido la base para establecer programas de
inoculaciéon de leguminosas para aumentar la productividad agricola y este
proceso ha atraido a quimicos, bioquimicos y bidlogos moleculares.

La reduccién bioldgica del nitrégeno a amoniaco puede ser llevada a
cabo por algunos procariontes y es un proceso muy sensible al oxigeno. Los
microorganismos que fijan nitrégeno en forma maés eficiente, establecen una
simbiosis con plantas superiores, que son las que proveen la energia para la
fijacion de nitrégeno y que ayuda a aislar a las bacterias del oxigeno. Las
bacterias que normalmente se encuentran en el suelo llevan a cabo el proceso
simbidtico en organos que se desarrollan especialmente para este proceso,
como es el caso de la simbiosis entre rhizobia y plantas leguminosas { de
Bruijn y Downie, 1991; Hirsch, 1992 ) o de la bacteria Frankia sp. con
actinorhizas ( Hirsch y La Rue, 1997 ) donde sélo estos ejemplos contribuyen a
fijar aproximadamente 96 millones de toneladas de Nj;, mientras que la
cianobacteria Nostoc establece una relacién simbidtica con la angiosperma
Gunnera, donde las algas azules se encuentran en las células de la base de la
hoja sin formacién de nuevos érganos ( Brewin, 1991 ). En los tres casos, los
microorganismos fijan nitréogeno y permanecen dentro de las plantas, pero
estan separados del citoplasma por membranas derivadas del plasmalema.

La relacion simbidtica que se establece entre las bacterias del género
rhizobia y las raices de las plantas leguminosas inicia cuando los dos
participantes simbiéticos se encuentran uno al otro, inicidndose wun
intercambio de sefiales quimicas que se difunden en la rizésfera ( Fisher y
Long, 1992; Hirsh, 1992 ). Las raices de la planta secretan flavonoides, que
son compuestos heterociclicos que contienen oxigeno y un anillo comin 1,3-
difenilpropano, los cuales sirven como quimioatrayentes y afectan la
produccién de polisacdridos, y el crecimiento y metabolismo celular
bacteriano ( Brewin, 1991 ). Su principal funciéon es la de interactuar con las
proteinas reguladoras nodD producidas por la bacteria, las cuales funcionan
como activadores transcripcionales de los genes de nodulacidén ( genes nod )
que sintetizan y secretan lipoquitooligosacaridos ( factores Nod ).

Los genes de nodulacion se han localizado en plasmidos de alto peso
molecular, conocidos como plasmidos simbidticos, que en el caso de la cepa
Rhizobium NGR234 acaba de ser completamente secuenciado ( Freiberg er al,
1997 ). Algunos genes nod han sido localizados en cromosoma, como en el



caso de la bacteria de crecimiento lento Bradyrhizobium. Estos factores, en
concentraciones nanomolares, son capaces de inducir una serie de respuestas
en la planta, que van desde la deformacién de los pelos radiculares hasta la
formacion de primordios de nédulo ( Cardenas er al, 1995 ), y eventualmente
conducen a la formacién de un nuevo 4rgano, conocido como ndédulo, donde el
microorganismo se establece y comienza a fijar nitrégeno atmosférico para
hacerlo asimilable a la planta ( fig. 1 y 2D ). El ndédulo radicular es el sitio
donde el gas Nj es reducido a amoniaco por la bactéria y ésta lo transfiere a la
planta, donde es incorporado dentro de los aminodcidos que son usados para
sintetizar otros compuestos que contienen nitrogeno. Este ultimo paso es
complejo porque: i ) hay una reducciéon del dinitrégeno ( N ) por el complejo
de enzimas de la nitrogenasa, que requiere ¢l gasto de mas de 42 moles de
ATP por mol de Nj reducido; ii ) la enzima nitrogenasa es muy sensible al
oxigeno; y iii ) existe un gran numero de genes involucrados en la fijacién de
nitrogeno { para revision ver de Bruijn y Downie, 1991 ).

Dentro del grupo bacteriano que participa en la simbiosis con
leguminosas, hay cinco géneros distintos reportados: Sinorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium v Rhizobium . Las bacterias
que pertenecen a estos géneros varian en la cantidad de hospederos a los que
pueden infectar ( Dénairé y Debellé, 1993 ). Sinorhizobium meliloti es capaz
de nodular alfalfa (Medicago sativa) oMelilotus albus; R. tropici nodula frijol
( Phaseolus vulgaris )y Leucaena ; Mesorhizobium lofi induce nédulos en
Lotus sp. ( Palacios et al, 1998); R. fredii en soya ( Gycine max )y K.
leguminosarum bv. viciae nodula al chicharo (Pisum sativum ) y a la arveja
( Vicia sativa ). R. leguminosarum bv. trifolii nodula tréboles ( Trifolium sp. ),
y R. leguminosarum bv. phaseoli al frijol ( Downie, 1994 ). R. etli, la bacteria
que empleamos en este estudio, fué originalmente clasificada como R. phaseoli
( Segovia ef al 1993, Vézquez et al, 1991 ), y establece una asociacion
simbidtica con Phaseolus vulgaris. La bacteria de crecimiento lento
Bradyrhizobium japonicum nodula a la soya, Azhorizobium caulinodans a
Sesbania sp. ( provocando ndédulos en las raices y en el tallo ), y la especie de
Rhizobium, NGR234, tiene un amplio espectro de plantas a nodular ( arriba de
120 géneros de leguminosas ) entre ellas a Parasponia, que no es leguminosa
( para revisiéon ver Downie, 1994 ). Parasponia pertenece a la familia
Ulmaceae, pero los nddulos que se forman difieren de los de las leguminosas
en que estos son raices naturales modificadas y tienen un parénquima
vascular central ( Dénarié et al 1992 ).

INICIO Y MORFOLOGIA DEL NODULO

Los nddulos formados en leguminosas se dividen en dos tipos: nddulos
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determinados e indeterminados y el tipo de ndédulo a desarrollar depende de
la planta, no de la bacteria.

Los ndédulos indeterminados presentan un meristemo persistente el cual
falta en los determinados. El néduloe indeterminado ( fig. 3A ) se inicia
por medio de divisiones celulares anticlinales en el cortex interno de la raiz,
las que eventualmente forman un primordio de nédulo. Estas células
corticales en divisién estan separadas por una estructura tubular que se inicia
desde el pelo radicular ( hilo de infeccién ) y que al parecer es precedido por
la formaciéon de un puente citoplasmico que se genera en las células corticales
externas. El meristemo da lugar a todos los tejidos del nddulo maduro, excepto
el cortex y los tejidos de la zona basal. El cortex del nodulo indeterminado
proviene del crecimiento y divisién celular de la capa cortical externa de la
raiz y algunos de los tejidos basales se derivan de divisiones del periciclo y
tejidos asociados a éste. Las células endodérmicas de la raiz se dividen
tangencialmente y se extienden dentro del nodulo en desarrollo. Cuando el
nédulo incrementa su tamafio, la mitosis gradualmente cesa en las células que
estdn cercanas a la estela, pero continua en el extremo apical del nddulo. Al
irse alejando el meristemo de la estela de la raiz, el hilo de infeccidon, que ha
comenzado a invadir el primordio de nédulo, se ramifica y se extiende hacia el
meristemo del nddulo ( para revisidn ver McKhann y Hirsch, 1994 y Mylona
et al, 1995 ).

La presencia del meristemo hace que los noédulos indeterminados sean
alargados y con forma de mazo, porque hay una adicidén de células nuevas al
extremo distal del nddulo. El meristemo del noédulo da lugar a células
diferenciadas dentro del tejido central, el cual consiste de células infectadas y
no infectadas, ademéds de haces wvasculares periféricos rodeados por
endodermis vascular y parénquima de nédulo ( cortex interno ). La
diferenciacién de estos tejidos es acropétala. Debido a esto, los nddulos
indeterminados muestran un gradiente de diferenciacién desde el meristemo
distal del ndédulo hasta los tejidos mas viejos que estdn unidos a la raiz
parental. Este gradiente se refleja en una diferenciacién de zonas citolégicas
dentro de los nédulos maduros que fijan nitrégeno, ya que cierto nimero de
células forman la regién central del ndédulo. Cerca del meristemo del nddulo se
localiza la zona de invasién. No todas las células dentro de esta zona estan
invadidas por hiles de infeccion. Estas células son mas grandes y ligeramente
mds vacuoladas que las células del meristemo nodular. Una zona de células
mayores y mas vacuoladas se localiza cerca de la zona de invasién. Se ha
establecido una nomenclatura en base a los estados de desarrollo del
bacteroide para describir la histologia de los ndédulos indeterminados. Se le ha
designado “zona de prefijaciéon II” a las zonas de invasién y simbidticas
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FIG. 2.- Diversas micrografias electrénicas con un aumento de 15000X, de las etapas de vida
de Rhizobium.
A) R. leguminosarum bv. trifolii en su estado de vida libre en el suelo, rodeado por un halo
protector de exopolisacaridos, conocido como capsula.
B) Punta de un pelo radicular de trébol. Las estructuras cilindricas son las bacterias que se han
pegado a este pelo radicular.
C) Las microfibrillas de celulosa que se extienden desde Rhizobium hasta cubrir la superficie
del pelo radicular, le permiten a las bacterias unirse por si mismas a la célula vegetal.
D) Interior del nddulo radicular, mostrando a los bacteroides individuales.

Las fotografias fueron tomadas de las paginas de Netscape, en la direccidn electrdnica
que se indica.



tempranas. La zona simbidtica tardia ( zona III ) se subdivide en zona de
fijaciéon de nitrégeno y zona ineficiente. La zona IV es la zona de senescencia.
Rodeando a la zona de invasion y a todo el tejido central, hay tejidos que
consisten de varios tipos celulares, incluyendo el tejido vascular, la
endodermis vascular y las células del parénquima adyacente. El parénquima
nodular estd delimitado en su capa externa por la endodermis del nédulo, y
rodea completamente los haces vasculares y la endodermis vascular. Este tipo
de nédulos esta presente en arveja, trébol, alfalfa y chicharo { Brewin, 1991 ).

Los nédulos determinados ( fig. 3B ) son esféricos y también tienen
tejido central y periférico. El tejido periférico consiste de parénquima de
ndédulo y cortex del nédulo, los cuales estan separados por una endodermis.
Los haces vasculares estan embebidos en el parénquima del nddulo.

El cortex del nddulo estd hacia el exterior del endodermis y se deriva de
las células corticales radiculares que rodean al primordio de nédule. Las
primeras divisiones celulares ocurren en respuesta a la infeccidén rhizobial,
siendo anticlinales e hipodérmicas y mas tarde, cuando ocurre la divisién
celular en el periciclo v el cortex interno, varias células son removidas de las
divisiones iniciales. Posteriormente, las dos zonas meristematicamente activas
se unen y dan lugar a un ndédulo incipiente. Las que se derivan de las células
hipodérmicas forman el tejido central del nédulo, el cual estd compuesto en su
mayoria de células enriquecidas citopldsmicamente. Las derivadas del cortex
interno y del periciclo tienen una gran vacuola, y se desarrollan dentro del
parénquima que rodea al tejido central del nddulo. Los hilos vasculares se
diferencian a partir de células pequefias, citopldsmicamente densas, en el
parénquima nodular. La mayor parte de la actividad de divisiéon celular de la
regién central del nédulo, cesa de los 12 a los 18 dias de la inoculacién.
Algunas células del tejido central comienzan a ser invadidas por hilos de
infeccién. Esas células son grandes y densas, debido a la presencia de
bacterias liberadas que se diferencian a bacteroides. Esparcidas entre las
células infectadas hay células pequefias, con una gran vacuola, que no estan
infectadas. La forma que adquieren estos nddulos se debe a un aumento
celular y no a divisiones celulares. El frijol y la soya presentan nddulos
determinados ( Brewin,1991; Hirsch,1992 ).

PROCESO DE INFECCION

Cuando la bacteria se une a la pared celular del pelo radicular ( fig 2A,
By C), este altimo comienza a presentar un encurvamiento que alcanza un
angulo de 3600 y la bacteria queda englobada en esa zona. Comienza entonces
una hidrélisis de la pared celular vegetal en la zona .de encurvamiento; la
membrana plasmatica se invagina y comienza a depositarse nuevo material
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ZONA DE DIVISION DE LA CELULA VEGETAL

{ NO TIENE CAPACIDAD DE FIJAR NITROGENO }
REGION NUEVAMENTE INFECTADA

{ BAJA CAPACIDAD DE FISJAR NITROGENO )

TEJIDO VASCULAR
( FLOEMA, XILEMA )

ZONA MADURA
{ ALTA CAPACIDAD DE FIJAR NITROGENO )

ENDODERMIS

ZONA SENESCENTE
( BAJA O NULA CAPACIDAD

CORTEX RADICULAR - DE FIJAR NITROGENO )

ESCLERENQUIMA RADICULAR
PARENQUIMA RADICULAR

ZONA MADURA
{ ALTA CAPACIDAD DE FIJAR NITROGENO )
ZONA DE SENESCENCIA
{ BAJA O NULA CAPACIDAD DE FIJAR NITROGENO )

Fig. 3.- Esquema que sefiala las diferencias que se presentan entre los nddulos indeterminados
( A) vy los determinados ( B ) en las raices de las plantas leguminosas M).-meristemo;ZS) zona
senescente; ZM).- zona madura y ZNI) zona nuevamente infectada.



de la pared celular vegetal. Asi se forma una nueva estructura tubular que se
conoce como hilo de infeccidon y que contiene bacterias dividiéndose y en
crecimiento, las cuales atraviesan varias capas de células y llegan a las células
vegetales del ndédulo en desarrollo donde van a ser liberadas. Las bacterias
que estan dentro de este hilo de infeccion se encuentran rodeadas por una
matriz, que al parecer estd formada por materiales que provienen tanto de la
planta como de la bacteria ( McKhann y Hirsch, 1994 ).

Los genes de Rhizobium que parecen ser esenciales para la formacidn
del hilo de infeccién son ndv, Ips y exo los cuales estdn involucrados en la.
sintesis de B-1,2 glucano, lipopolisacaridos y exopolisacaridos 4cidos
respectivamente (  Carlson ef a/ 1994, Cheng y Walker, 1998; Petrovics,
1993 ), aunque se ha propuesto que los factores de nodulacién son también
requeridos para la formacién de esta estructura, pues si se inoculan raices de
V. unguiculata con mutantes nodABC de Rhizobium NGR234, estas mutantes
penetran a la raiz a través del hilo de infeccién ( Relic er al 1994 ).

La membrana celular de Rhizobium y los componentes de la superficie
celular producidos por los genes arriba mencionados estin involucrados de
alguna manera en la entrada de los rhizobia a las células vegetales. Hay
diferencias significativas en la forma en que una planta hospedera en
particular responde a la infeccion con mutantes exo o Ips ( Brewin, 1991 ) vy
la importancia de esta interaccién con respecto a las seflales producidas por la
bacteria continta estudidndose. También la planta contribuye en este
reconocimiento con sus propios genes. Por ejemplo, el gen ps/ que codifica
para una lectina, una proteina no enzimdtica que se une a azicares, es capaz
de permitir una interaccién especifica entre Rhizobium leguminosarum
bv.viciae, y plantas de trébol blanco transformadas con este gen, algo que
normalmente no ocurre en la naturaleza ( Diaz et al, 1995 )

Se ha demostrado que el hilo de infeccién es una continuacién de la
pared celular vegetal. Una mancha transparente usualmente es el primer
signo de la’ penetracién del hilo de infeccidén. En respuesta a la unidn de
rhizobia al pelo radicular, ocurre un marcado flujo citopldsmico. El nicleo
migra hacia la mancha refrictil. Después de la disolucion de la pared celular,
la membrana plasmatica del pelo radicular se invagina y el material de la
pared celular se deposita alrededor de la invaginacién permitiendo que las
bacterias entren. La invaginacién junto con la pared celular que se ha
regenerado forman el hilo de infeccién. El nucleo celular del hospedero, unido
por microtibulos a la punta del hilo de infeccidén, precede a éste conforme
atraviesa a la célula del pelo radicular. La bacteria viaja atravesando las
células del hospedero utilizando el hilo de infeccidén y sus ramificaciones
( para revision ver Hirsch, 1992 ).
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En la regién meristematica no se desarrollan hilos de infeccién, aunque
las células que se estdn dividiendo secretan una cierta cantidad de
glicoproteinas de la matriz. Probablemente debido a la estructura compacta de
esas células, a su pequefio tamafio y a la ausencia de un plano regular de
division, sean resistentes al desarrollo de hilos de infeccién. Inmediatamente
préximo al meristemo del nédulo, se observa que el hilo de infeccidén se
esparce de célula a célula a lo largo del eje longitudinal del nddulo.

Muchos pelos radiculares se deforman, sin embargo, muy pocos de ellos
forman verdaderos “cayados de pastor”. Los eventos de formacién del hilo de
infeccidén y penetracion son muy raros, lo que hace suponer que podria haber
una respuesta de la planta parecida a la respuesta hipersensible, la cual se ha
observado en las interacciones planta-patégeno ( paraz revision ver Hirsch,
1992; Lawson et al, 1994, para revision ver McKhann y Hirsch, 1994 ).
Después de que el primer primordio de nddulo se ha formado, aumenta la
proporcién de hilos de infeccién abortados en alguna o en pocas células
corticales de la rafz, donde se observa que tanto la bacteria como la célula
vegetal se necrotizan. En esas células se observa la acumulaciéon de
compuestos fendlicos y proteinas asociadas con mecanismos de defensas de la
planta, lo cual sugiere que la activacidn de una respuesta hipersensible es
parte de los mecanismos por los cuales la planta controla la infeccién y regula
la nodulaciéon ( Vasse er al, 1993 )

El siguiente estado de la invasion es la liberacién de la bacteria en el
citoplasma vegetal, cuando comienza a formarse un tubo de infeccidon, muy
parecido al hilo de infeccién, aunque al final se agranda como una bolsa
vesicular que permanece unida a la membrana plasmatica, porque no estd
rodeada por una pared celular especializada. Esta pequefia vesicula de
infeccion tiene un didmetro de 10-25 pm y contiene de 10 a 100 bacterias
( para revision ver Brewin, 1991 y McKhann y Hirsch, 1994 ). Una vez
liberada del hilo de infeccidén, la bacteria se establece en las células del
nddulo, se diferencia a bacteroide, v comienza a fijar nitrégeno atmdsferico

INTERCAMBIO DE SENALES

La comunicacién entre rhizobia y las leguminosas al parecer involucra
multiples intercambios de sefiales que tienen una regulaciéon muy complicada.
Una planta dada produce una mezcla de diferentes {lavonoides y la
interaccion de las diferentes proteinas reguladoras de los genes nod con los
flavonoides agonistas o antagonistas parecen determinar la fuerza y la calidad
de la induccién de los genes nod. Asi como los flavonoides inducen a los genes
nod, las sefiales que produce rhizobia consisten de una compleja mezcla de
factores Nod ( FN’s ) que van a causar cambios a nivel molecular y metabdlico
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en la planta. El reconocimiento de una cepa de Rhizobium por una planta
hospedera parece estar influenciado por un balance finamente regulado por
parte de la concentracion de seflales Nod activas y antagonistas ( para una
revisiéon ver Spaink, 1996 y Schultze y Kondorosi, 1996 ). También podrian
participar sefiales alfernas a la de los FN’s, como es el caso del &cido N-
acetilglutdmico ( a concentraciones micromolares ) y los diglicosildiacil
glicéridos ( a concentraciones nanomolares ), que una vez purificados de R
leguminosarum bv. trifolii son capaces de inducir divisiones celulares en el
cortex del trébol blanco ( Dazzo et al 1996 ). Todos estos datos reflejan una
adaptacién evolutiva entre ambos participantes.

REGULACION DE LOS GENES nod

La mayoria de los genes nod se mantienen transcripcionalmente
apagados cuando las bacterias crecen en cultivo. Su expresidn se controla por
el activador transcripcional NodD, que actia junto con los inductores de la
planta y también con otros reguladores bacterianos como NolR.

Una vez que NodD sensa a los flavonoides, interactia con las secuencias
consensos que Sse encuentran en la regién promotora conocida como “cajas
nod”, y se produce el doblamientoc del DNA ( Fisher and Long, 1993 ),
facilitando que la polimerasa inicie la transcripcidn. Estas cajas de nodulacién
son secuencias regulatorias en cis, altamente conservadas y con una longitud
de 47 pb ( Dénairé y Debellé, 1993 )

La caracterizacion inicial del los genes de nodulacién, demostrd que los
productos de los genes nodD procedentes de diversas especies bacterianas
parecen activar a los genes nod diferencialmente, en respuesta a mezclas
especificas de inductores derivados de las rafces de cada planta hospedera.
Entre los inductores se incluyen: luteolina, methoxichalcona, naringenina y la
daidzeina, y tambien existen inductores de naturaleza diferente a la de los
flavonoides como la trigonellina y la estaguidrina. El espectro de los
flavonoides secretados puede cambiar con las condiciones ambientales, lo que
puede tener consecuencias ecologicas y en el desarrollo de una bacteria
rhizobiana de vida libre, al no poder interactuar con su hospedero ( para
revision ver Dénairé et al, 1992 ). Ademsés, existen compuestos que en lugar
de inducir, reprimen la expresion de los genes nod, lo que puede disminuir el
namero de nddulos producidos en las plantas. Esto se observéd cuando las
bacterias fueron inoculadas en presencia de riboflavina, un componente del
espacio peribacteroidal ( Mellor, 1994 ). Otro tipo de compuestos que actian
como inductores son las chalconas, que son producidas en alfalfa, y
pertenecen a la familia de los fenilpropanoides ( Dixon et al, 1996 )

Las diversas respuestas a nivel de la induccidén de los genes nod estan
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mediadas en parte por la accién de los miembros de la familia multigénica
nodD. Sin embargo, estudios recientes indican que en el circuito de regulacidn
de los genes nod también se involucran genes reguladores adicionales y que
estos se expresan diferencialmente dependiendo de las etapas de la simbiosis,
lo que puede provocar efectos diferenciales en la sintesis de los FN’s que
probablemente dependen de la planta hospedera o del subconjunto de genes
nod que son inducidos.

Se ha observado que NodD3 de Rhizobium meliloti controla la
produccién de grupos acilos variados ( grupos N -acilados de 18 a 26
carbonos, con medificaciones ®-1-OH ) que estaban presentes en las
preparaciones de FN’s. Ademas, en R. meliloti cepa 41, se ha observado que el
represor NolR tiene diferentes cfectos sobre la expresién del operén de genes
nod comunes y sobre ofros operones con “cajas nod 7. Se sabe que NolR
reprime la expresiéon del gen activador nodDI, y del operdn comin nodA4BC, al
unirse a una regidn sobrelapada de los dos promotores junto al la caja nod nl.
Ademas se ha demostrado que NolR también controla la expresidn de dos
genes adicionales, nodD2 y nodM, pero no regula directamente la expresidén de
los genes de nodulacién hospedero-especifico localizados corriente abajo de
las cajas nod n2, n3 y n5. Los genes nod son diferencialmente regulados por
NolR, y sélo aquellos que van a tener funciones de nodulacién comunes, como
es la de determinar la estructura principal de los FN’s, estin sujetos a esta
regulacién negativa. Esto sugiere que la sintesis del conjunto de FN’s y los
grupos que modifican a la molécula, pueden ser regulados diferencialmente
( Cren et al, 1995 )

En esta especie bacteriana se observd que los factores externos, como la
presencia de amoniaco asimilable para la planta, afectan la expresion de los
genes de nodulacién por medio de un sistema detector de dos componentes.
Los niveles de nitrogeno fluctuantes son detectados por el sistema regulador
general de nitrogeno ( mtr ), que transmite la sefial a los genes syrM-nodD3,
que son los que determinan directamente el nivel de regulaciéon de los genes
nod dependiendo del amonio detectado. NtrR detecta altos niveles de
amoniaco y actud en conjunto con el activador transcripcional SyrM que
permite la expresion del activador transcripcional nodD3. NtrC detecta bajos
niveles de amoniaco y regula la activacién de los genes nod en R meliloti
permitiendo también la expresion de NodD3 ( Dusha y Kondorosi, 1993 ).

En el caso de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, se localizaron tres
copias de este gen regulador y cada una de esas copias era capaz de
complementar la capacidad de¢ nodulacidén en una mutante nodD de R.
leguminosarum bv. viciae para la nodulacién de chicharos lo que indica que
las tres copias son funcionales. Mutaciones en cada una de esas copias no
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interrumpen la nodulacion de frijol, aunque las propiedades regulatorias de
los tres genes nodD son diferentes ( Davis y Johnston, 1990b ) lo que habla de
lo complejo que puede ser este circuito de regulacién ( Davis y Johnston,
1990a ).

En B. japonicum se ha observado que operan reguladores adicionales,
como es el caso del gen nodW, que parece ser un regulador de dos
componentes. Su expresién es necesaria para una colonizacidén exitosa de
algunas plantas hospedero ( Vigna radiata, V. unguiculata y  Macroptilium
Jjaponicum ), y en su ausencia, los genes nod de B. japonicum no se expresan
completamente ( Grob er al, 1993 ).

El grupo de genes simbidticos de B. japonicum Iincluye al regulador
negativo nold, cuyo producto ejerce su efecto represor en forma indirecta
( Garcia er al, 1996 ), v un gen que participa en la sintesis de la molécula
sefial, nodZ, que no es controlado por NodD ( Stacey et af, 1994 ). Asi, existe
evidencia de que al menos en dos parejas simbidticas la regulacién de los
genes nod puede ser ajustada en respuesta a las sefiales especificas.

Por ultimo, se tiene que tomar en cuenta que hay otro tipo de regulacién
que no necesariamente se da por los activadores transcripcionales y por las
zonas promotoras del DNA. En el caso de R. meliloti se ha observado que el
gen nodD3 no puede actuar si la chaperona GroELc no se encuentra presente.
Esto indica que otro tipe de proteinas que se encargan de favorecer el
plegamiento de algunas proteinas podrian estar involucradas en la efectividad
de la simbiosis { Ogawa y Long, 1995 ).

FACTORES DE NODULACION

Las asociaciones planta-rhizobia son especificas, porque una bacteria
puede nodular un numero definido de plantas; sin embargo, el grado de
especificidad varia. Como se menciond arriba, R. meliloti y R. leguminosarum
bv. trifolii tienen un reducido margen de hospederos a nodular, pero
Rhizobium spp. NGR234 nodula alrededor de 120 leguminosas y a Parasponia,
que no es leguminosa.

Los sobrenadantes estériles de cultivos de rhizobia causan cambios en la
morfologia de los pelos radiculares y de la raiz de hospederos que pueden ser
nodulados y esta actividad es dependiente de los genes nodABC. Se
purificaron los FN’s extracelulares { Nod porque son producidos por los genes
nod ) Roche et al, 1991b ) de una cepa de Rhizobium meliloti genéticamente
modificada para sobreexpresar los genes nod. Los FN’s presentaron una
naturaleza anfifilica y fueron extraidos de cultivos filtrados, usandouna
extraccién liquida/liquida= agua/butancl y purificados por cromatografia de
intercambio idnico y cromatografia liquida de alta resolucién de fase reversa.
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Los FN’s purificados se analizaron por espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear y analisis quimicos, para identificarlos como lipo-
quitooligosacéridos. Estos factores son capaces de inducir la deformacién de
los ¢los radiculares.

Los FN’s han sido purificados de varias especies de rhizobia utilizando
métodos similares. A partir de cultivos bacterianos que fueron filtrados para
eliminar a las células, se extrajeron los FN’'s, tanto con butanol o con
procedimientos liquido/sélido usando columnas de CI18 en fase reversa o
polimeros cruzados de estireno divinilbenzeno. También se han realizado
métodos analiticos que incluyen cromatografia en capa fina, mono o
multidimensional, con fase reversa o directa, después de haber marcado
radicactivamente a los FN’s y crecer a rhizobia en presencia de precursores
radioactivos como acetato con 14C, glucosamina con 14C o sulfato con S;s
( Lerouge, 1990 ). Los FN’s de todas las especies rhizobiales pertenecen a la
misma familia quimica: son quitooligosacaridos mono-N-acilados, en su
mayoria pentameros y tetrameros. El esqueleto de los oligémeros de quitina
presenta diversas sustituciones en los dos extremos terminales de
glucosamina . Los FN’s de R. meliloti consisten de un esqueleto de oligémeros
de quitina que contiene de 4 a 5 residuos de glucosamina unidos por enlaces
tipo B,1-4. El esqueleto de oligémeros de quitina estd mono N-acilado en el
extremo terminal no reductor por &cidos grasos insaturados de 16 carbonos,
que poseen de uno a dos dobles enlaces conjugados con el grupo amido, N-
acilados en otros residuos, O-acetilados en el extremo no reductor y O-
sulfatados en el extremo reductor ( para una revision ver Spaink, 1994 y
1996 ).

Los FN’s purificados son moléculas seflales muy activas y son capaces de
provocar a concentraciones pico y nanomolares, muchas de las respuestas
simbioticas de la planta inducidas por la bacteria misma, como es la
deformacion y el encurvamiento de los pelos radiculares, cambios en los
niveles del calcio intracelular, rearreglos del citoesqueleto y formacion de
primordios de noddulos ( Cardenas ef al, 1995; Reli¢ et al, 1994 ).

EL ESQUELETO DE OLIGOMEROS DE QUITINA

SINTESIS DE PRECURSORES:

La ( GlcNAc ) es un constituyente importante del lipopolisacarido
localizado en la membrana externa y del peptodiglucano, los cuales son
componentes importantes de la cubierta bacteriana. El uridil difosfato ( UDP )-
GlcNAc es un precursor comun para la biosintesis de esos dos componentes y
también puede ser usado como un donador activo de azucar para la sintesis
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del esqueleto de los FN’s en las diferentes especies de rhizobia ( Price et al,
1994 ).

El gen nodM, identificado en R. meliloti ( Baev et al, 1991 ) v en R.
leguminosarum bv. viciae y trifolii, codifica para una glucosamina sintetasa,
Las mutantes nodM muestran un retardamiento en la nodulacién y un nivel
bajo de produccién de FN’s. Ademéas de nodM, R. leguminosarum bv. viciae
posee una proteina glucosamina sintetasa ( GImS ) y las proteinas NodM y
GImS tienen funciones intercambiables. Una doble mutante nodM/gimS es
auxotréfica para la glucosamina e incapaz de inducir la nodulacidn, pero la
presencia de cualquiera de esos dos genes en este fondo genético restaura la
prototrofia y las capacidades simbiodticas. Al parecer, las dos vias ( nod vy
gim ) alimentan una reserva de UDP-GlcNAc comun ( Marie ef al, 1992 )

SINTESIS DEL ESQUELETO QUITOOLIGOSACARIDO:

En todas las especies rhizobianas, los genes nodABC son requeridos para
la produccién de lipo-quitooligosacaridos. Por ejemplo, en una de las cepas de
R. leguminosarum bv. viciae curada del plasmido simbidtico, el gen regulador
nodD 'y los genes comunes nodABC son suficientes para producir un conjunto
de moléculas de FN’s con cuatro o cinco residuos de glucosamina, que no
tienen substituciones O y estdn N-acilados con 4acido vaccénico ( C18:1 ), que
es el acido graso membranal mas abundante en estas especies ( para revision
ver Dénarié y Debellé, 1993),

NodC presenta homologias significativas con varias B-glucosil
transferasas procesadoras: quitina sintetasas, celulosa sintetasa, Streptococcus
hialurano sintetasa, y con la proteina de desarrollo de Xenopus, DG42. La
comparacion a nivel de secuencia por varios métodos, incluyendo el analisis
de grupos hidrofébicos, indica que esas 8-glucosil transferasas constituyen
una familia de proteinas que tienen una arquitectura modular con dominios
transmembranales, unidos a una regién globular compuesta de dos dominios,
que estan presuntamente involucrados en la formacién del enlace B. Extractos
celulares que expresan nodC, en presencia de UDP-GlcNAc radioactivo como
donador de azicar, incorporan GlcNAc en los quitooligosacaridos con mas de
cinco residuos de glucosamina. Para que alcance su actividad maxima, la
reaccion requiere GlcNAc libre, la cual no puede ser substituida por
glucosamina, galactosamina, o N-acetil-D-galactosamina, como aceptor de
moléculas. Experimentos de pulso y caza indican que la eclongacién de la
cadena del oligosacarido avanza hacia el. extremo no reductor, y que la
reaccidén sigue un mecanismo simple, porque la quitobiosa libre, la quitotriosa
0 quitotetraosa no son sustratos para la iniciacion o la elongacién ( para
revision ver Carlson, 1994; Dénarié et al 1992 y Dénarié y Debellé 1993 ).
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La sintesis de los oligosacaridos o los polisacaridos a menudo ocurre por
Ia transferencia de glucosil activado, a un residuo de aztcar que esti unido
glucosidicamente a un primero de aglicona. Sin embargo, atn no existen
evidencias que demuestren la presencia de intermediarios lipidicos o
proteicos, en la sintesis in vitro dependiente de NodC de Ilos
quitooligosacaridos. La sintesis de los oligosacadridos de quitina por NodC es el
primer paso en la biosintesis de los lipo-quitino-oligosacdridos rhizobianos.
Los resultados indican que nodC contribuye a darle una especifidad por el
huésped a R. meliloti. .

Se ha propuesto un dominio hidrofébico de NodC en la regién carboxilo
terminal que le permite a esta zona estar ubicada en el periplasma y que la
regién que tiene la funcidén de beta-glucosil transferasa esta expuesta al
espacio citoplasmico donde se efectua la polimerizacion de las moléculas de N-
acetil glucosamina. NodC es el primer ejemplo de una nueva clase de § ( 1,4 )
N-acetil-D-glucosaminil transferasas. A diferencia de las quitino sintetasas,
NodC no estd involucrada en la sintesis de polimeros sino de oligdémeros.
Extractos celulares conteniendo NodC y las fracciones membranales,
especifican la incorporacién de GlcNAc en los oligdmeros con un tamafio
maéaximo de cinco, y no se detactan productos insolubles parecidos a la quitina.
Las especies rhizobiales producen esqueletos de FN’s constituidos por un
numero definido de residuos de glucosamina. Por ejemplo, la mayoria de los
FN’s excretados por R. meliloti  tienen cuatro residuos de glucosamina,
mientras que R. ftropici produce pentdmeros. La introduccién de nodC de R
tropici dentro de una mutante nodC de R. meliloti da como resultado la
produccién de una mayoria de pentdmeros, indicando que los genes nodC
estan involucrados en el control de la longitud de los esqueletos
quitooligosacaridos ( Carlson, 1994, Dénari¢ et al, 1992 ).

Extractos celulares de R. meliloti sobreproduciendo a NodA, convierte a
una quitotetrahosa purificada, marcada radioactivamente y desacetilada en el
extremo no reductor por NodB, en compuestos que comigran con los FN’s y
exhiben actividad biolégica de FN’s. Estos resultados son similares a los
obtenidos con células permeabilizadas de E. coli expresando combinanciones
de genes nod4d vy nodB de R. meliloti { Mergaert et al, 1995 ). La actividad de
acilacién es sensible a la longitud de la cadena del quitooligosacarido, con
tetrameros sirviendo como mejores aceptores que los dimeros y los trimeros.
NodA también muestra especificidad por el grupo acilo. En R. meliloti, al
reemplazar el gen nodd por el alelo nod4 de R. tropici, da como resultado la
producciéon de FN’s que estan acilados por el acido vaccénico { C13:1 ), el acilo
sustituiyente de los FN’s de R. tropici, y no por los grupos acilos de 16 carbonos
poliinsaturados y ( w-1 )-hidroxilados, que normalmente modifican los FN’s de
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R. meliloti ( Debellé et al, 1996 ). Todos esos datos muestran que NodA es
requerido para la N-acilacion de los FN’s y apoyan la hipdtesis de que NodA es
una N-aci] transferasa, con las cuales presenta similitud ( Rohrig et al, 1994 ).

Todos los factores Nod estdn N-acilados en el extremo no reductor, pero
las N -substituciones pueden variar entre las especies y pueden estar
involucradas en el control de la especificidad del hospedero. En la mayoria de
las especies, el 4tomo N esta acilado con un Acido graso comin y puede levar
un grupo metilo como una segunda substitucién. En unas pocas especies de
Rhizobium, los FN’s estdn N-acilados con 4cidos grasos poliinsaturados
especificos que son sintetizados bajo el control de los genes nod ( Debellé F.
1966 ).

NodB es homodloga 2 una quitino desacetilasa de hongos, que requiere un
sustratoc de al menos cuatro residuos de GIcNAc para su actividad.
Experimentos llevados a cabo in vivo, creciendo a las células bacterianas con
varias combinaciones de los genes nodABC, en presencia de precursores
radioactivos, indican que NodB es una deacetilasa especifica. La proteina NodB
de R. meliloti purificada, ha demostrado deacetilar el residuo de N-acetil
glucosamina terminal no reductor del quito-oligosacarido. El monosacarido N-
acetil glucosamina no es desacetilado por NodB, pero los quitooligosacaridos
con dos a seis N-acetil glucosaminas, si. El grupo amino libre resultante en el
extremo no reductor, puede entonces ser acilado, y en algunas especies,
metilado ( John et al 1993 ).

DECORACIONES ESPECIFICAS:

N-metilacion:

La presencia de un grupo N-metilo ha sido reportada en la mayoria de
las especies rhizobianas estudiadas hasta ahora. Este gen no es indispensable,
pero hace mas eficiente la nodulacion. La evidencia genética de ganancia de
funcién de una cepa de E. coli con los genes nod4dBCS de Azorhizobium
caulinodans, indica que nodS es responsable de la N-metilacién. La proteina
NodS tiene similitud con las proteinas metiliransferasas que - utilizan S-
adenosilmetionina. Los experimentos en general indican que NodS es una
metiltransferasa y sugieren que la N-metilacion precede a la acilacién
de los factores de nodulaciéon ( Gottfert er al, 1990; Mergaert ef al, 1995;
Villalobos et al, 1994 ).

Sustituyentes 4cido graso:
Los FN’s de la mayoria de las especies rhizobianas, son acilados con
acidos grasos comunes, El constituyente principal es el acido cis-vaccénico
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(A11-C18:1 ) y los menos comunes incluyen al acido palmitico ( C16:0 ), acido
palmitoleico ( C16:1 ) y el 4cido estearico ( C18:0 ).

Los genes nodFE estan involucrados en la sintesis de grupos acilos
poliinsaturados en R. leguminosarum bvs. viciae Yy trifolii y en R. meliloti.
NodF es homdlogo a una proteina acarreadora de acilos y transporta un grupo
4’-fosfopanteteino unido al residuo serina 45. NodE tiene homologia con varias
B-cetoacil sintetasas. En R. meliloti, los genes nodFE se requieren para la
infecciéon de alfalfa y especifican la sintesis de grupos acilos insaturados de 16
carbonos. La introduccién de los genes nodFE de R. [ bv. viciae, en mutantes
nodFE de R. meliloti da lugar a la formacion de grupos acilos insaturados de
18 carbonos ( para revision ver de Bruijn y Downie, 1991; Demont et al,
1993 ).

O-SUSTITUCIONES EN EL EXTREMO NO REDUCTOR:

O-acetilacidn:

Un grupo O-acetil ha sido encontrado en la posicién del carbono 6 en los
FN’s de R. meliloti, R. . viciazes y R. L trifolii. La proteina NodL tiene similitud
de secuencia con las acetil transferasas bacterianas, y las mutaciones en-el gen
nodL dan como resultado la produccién de FN’s que no estdn O-acetilados.
NodL especificamente substituye un grupo O-acetilo en el C6 del azicar no
reductor ( Dénarie et al, 1992; Dénarié y Cullimore, 1993; Dénarié y Debellé,
1993; Downie, 1994 ).

O-Carbamilacién:

En contraste con la O-acetilacidn, la O-carbamilacién es observada cn el
C-6, y también en las posiciones C-4 y posiblemente en C-3. En Rhizobium sp.
NGR234, la mayoria de los FN’s estin doblemente carbamilados con una
substitucion demostrada en el C-6 y la otra presuntamente en el C-3 o en C-4.
NodU tiene una alta similitud de secuencia con una proteina de Nocardia
involucrada en la biosintesis de antibidticos B-lactdmicos carbamilados. La
introduccion del gen nodU de R. sp. NGR234 en R. fredii USDA257 permite
que esta bacteria sea capaz de producir FN’s 6-O-carbamilados. Una mutacién
en nodU de R. sp. NGR234 hace que decaiga, pero no que se detenga la
carbamilacidén de los FN’s y suprime la formacidn de especies bis-
carbamiladas. Esos resultados sugieren que en la NGR234, nodU esta
involucrado en la 6-0O-carbamilaciéon, y que otros genes controlan la
carbamilacién en las posiciones 3 o 4. Adicionalmente, una mutante rodU en
la cepa NGR234, ha perdido la capacidad de nodular Leucaena. Por otro lado,
la transferencia de un gen nodU activo al simbionte de soya R. fredii
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USDA257, extiende su intervalo de hospedero a Leucaena, indicando que la 6-
O -carbamilacién de los FN’s es requerida para la especificidad en la
nodulacion de ciertos hospederos ( para revision ver Carlson et al, 1995;
Jabbouri et al, 1995 ).

O-SUSTITUCIONES EN EL EXTREMO REDUCTOR:

6-0-sulfatacién:

La sustitucién en la glucosamina con un sulfato que causa un notable
cambio en la carga de los FN’s ha sido encontrado en Rhizobium sp NGR234
( Hanin M. er al, 1997 ), R. meliloti ( Folch-Mallol et al, 1998 ), R. tropici
( Folch-Mallol er al, 1996 ), Rhizobium sp. ORS1001 y en Sinorhizobium
teranga ( Lorquin et al, 1997 )

En el primer caso, la proteina que tiene la actividad de
sulfotransfersasa, es NoeE la cual, si esta ausente en la cepa, ésta ya no
produce factores sulfatados, aunque el lugar que sulfata es en la fucosa. En R
meliloti, todos los FN’s estan sulfatados, y se ha demostrado que los genes
nodPQ vy nodH estan involucrados, tanto en la sulfatacidon de los FN’s, como en
la especificidad del hospedero a nodular. Las mutantes nodH producen
factores no sulfatados y presentan un cambio en su espectro de hospedero, ya
gue han perdido la capacidad de nodular alfalfa, y adquieren la capacidad de
nodular arveja, que normalmente no es su hospedero. Las mutantes nodPQ
producen una mezcla de FN’s sulfatados y no sulfatados y pueden infectar a la
alfalfa y la arveja. Esta actividad de sulfatacién es debida a la presencia de
copias homoélogas de nodP(Q en el genoma de R. meliloti, v las mutantes
alteradas en las dos copias sélo producen FN’s no sulfatados. Los factores
sulfatados purificados son activos en la alfalfa, mienfras que los factores no
sulfatados son activos en arveja ( Roche et al, 1991a)

NodH tiene homologia con las sulfotransferasas de mamiferos. En presencia
de PAPS, el NodH parcialmente purificado de R. meliloti o de E. coli transfierc
el grupo sulfato de los PAPS a los FN’s no sulfatados o a la quitotreosa.
Andlisis genéticos con factores de nodulacién, quito-oligosacdridos y sus
derivados  desacetilados, revelan que los FN’s son los sustratos preferidos y
que los factores tetraméricos son mejores sustratos que los triméricos o
pentaméricos. Esos datos sugieren que los diferentes lipoquitooligosacaridos
deben ser sintetizados previamente a su modificacién hospedero especifica
con un grupo sulfato ( Schwedock and Long, 1992 )

R. tropici produce una mezcla de FN’s 6-O-sulfatados y no sulfatados, y
esta capacidad contribuye a que esta cepa tenga un amplio espectro de
hospederos. La introduccién de los genes nodPQ de R. meliloti dentro de R.
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tropici da como resultado la sulfatacion completa de los FN's mientras que la
introduccién de nodH no tiene ningun efecto, sugiriendo que la sulfatacion
parcial es debida a una sintesis limitada de sulfato activado. La introduccidén
de los genes nodP(Q de R.meliloti también resulta en la produccién de una
mezcla de NF’s metilados y no metilados, sugiriendo una unién entre las vias
de sulfatacidon y metilacién dependiente de S-adenosilmetionina, con una
competencia entre esas dos vias por el limitado nimero de sulfatos activados
disponibles para la sintesis de los FN’s. La actividad de estos genes es
independiente de NodD ( Folch-Mallol er al, 1996, Folch-Mallol et al, 1998 )

O-acetilacion:

Esta rara modificaciéon solo ha sido observada en una cepa de R
leguminosarum bv.viciae, que tiene un espectro particular de hospedero.
Ciertas cepas de R. leguminosarum bv. viciae pueden nodular eficientemente
algunas variedades de chicharos, tales como el cultivar Afganistdn. Una cepa
representativa ( TOM ) tiene al gen adicional nodX, que es requerido para la
nodulacién del cultivar Afganistan. La cepa TOM hace FN's similares a los
producidos por otras cepas de R. [ viciae, pero nodX especifica la sintesis de
FN’s adicionales O-acetilados en el carbono 6 del residuo de glucosamina
reductor. Los FN’s pentaméricos presentan ésta acetilaciéon extra, 10 que no
sucede con los factores tetraméricos. La cepa TOM, por lo tanto, posee dos O-
acettltransferasas de los FN’s, NodL y NodX. Aungue tanto NodL y NodX O-
acetilan el mismo carbono ( C-6 ) de los residuos de glucosamina, existe muy
poca similitud entre esas dos enzimas, las cuales pertenecen a dos familias
distintas de acetil transferasas ( Davis, 1988; para revisién ver Dénarié vy
Debellé, 1993 ). La protefna NodL de R. leguminosarum bv. viciae purificada,
tiene actividad de transacetilasa in vitro, usando al acetilCoA como el donador
de acetilos, y esta actividad la ejerce sobre lipoquitooligosacéridos, fragmentos
de quitina v GIcNAc ( Bloemberg et al, 1994 ).

O-glucosilacidon:

Dos tipos de glucosilacién han sido reportadas: fucosilacién vy
arabinosilacién. Muchas especies rhizobianas tienen como sustitucién a una
fucosa y se sabe que esta glucosilacién puede posteriormente sufrir
modificaciones. Una mutaciéon en nodZ de B. japonicum, produce FN’s carentes
de 2-O-metil fucosil y tienen una nodulacién defectuosa de siratro. La
complementacién con el gen nodZ de R. leguminosarum bv.viciae, da como
resultado la produccién de lipoquitoligosacaridos con un residuo fucosil sobre
el carbono 6 de la GlcNAc del extremo reductor ( Loépez-Lara et al, 1996 ).
Ademaias, los ensayos enzimaticos jin vitro, han demostrado que NodZ de
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" Rhizobium es una fucosil transferasa ( Quinto et al 1997 ).

El residuo fucosil de R. etli y de R. loti en el extremo reductor puede ser
una 4-0- acetil-L-fucosa, y ¢l gen que participa en la 4-O-acetilaciéon es la
acetil transferasa codificada por el gen nolL. Esta modificacién permite que R
etli lleve a cabo una nodulacién eficiente de algunos cultivares de Phaseolus
vulgaris y de Vigna wumbellata. { Corvera et al, 1999)

La QO-arabinosilacién de los FN’s ha sido observada en las bacterias de
rhizobia que pueden nodular los tallos y las raices de Sesbania rostrata y de
S. saheli. En A. caulinodans, la proteina NodZ, que tiene una alta similitud con
la proteina NodZ de B. japonicum, estd involucrada en la arabinosilacion,
sugiriendo que las proteinas de esta familia estan involucradas en la O-
glucosilacién del residuo de glucosamina reductor. NolK puede tener una
participacion en la glucosilacidn ya que presenta homologia con las enzimas
azucar epimerasas/deshidrogenasas que unen NAD/NADP ( Mergaert et al
1996, 1997 ).

Sustituciones 1-0-glicerol:

Hay pocos reportes de sustituciones sobre el carbén anomérico. En B.
elkanii, los FN’s minoritarios tienen la glucosamina “reductora” unida al
glicerol. En B. japonicum, las mutantes no/O producen algunas derivados que
no estan 2-O-metil fucosilados pero estin glucosidicamente unidos al glicerol.
El hecho de que los FN’s que tengan glicerol unido sean compuestos
minoritarios en una bacteria silvestre y que puedan ser encontrados en una
mutante alterada en la sintesis de FN’s, sugiere que pueden existir
intermediarios biosintéticos ( para revisién ver Dénarié y Debellé, 1993;
Downie, 1994 ). En Rhizobium sp. NGR234, NolO y Noel estan involucrados en
la 3-O- carbamilacién del exremo no reductor y en la 2-O- metilacién del
grupo fucosil de los factores de nodulacién.Se ha demostrado la actividad de
carbamiltransferasa de NolO, aunque se supone que en esta cepa debe de
haber otras carbamiltrasferasas que puedan complementar una mutacién en
este gen ( Jabbouri er al, 1998 ).

En resumen, estas estructuras quimicas son diversas en su forma y
composicién quimica final, lo cual les permite tener especificidad sobre el
hospedero ( para revisién ver Dénarié et al, 1992, Dénarié¢ y Cullimore, 1993 ).
Aunque hasta la fecha no se ha determinado su forma de accién, se ha
postulado la participacion de un posible receptor en la membrana no descrito
hasta el momento. Otro posible papel de los factores de nodulacién podria ser
participando como una hormona. Las evidencias con que se cuenta hasta
ahora no descartan a ninguna de los dos hipétesis. Lo que se sabe es que
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estos factores son capaces de inducir la expresién de diversos genes que
codifican para las llamadas “nodulinas”, las cuales son especificas del
desarrollo del nédulo ( para revision ver Brewin 1991; Dénarié y Cullimore,
1993; Downie, 1994; Hirsch, 1992 y Long 1996; Vijn ef al, 1995 ). La bacteria
también induce la expresién de proteinas relacionadas con el sistema de
defensa contra patégenos y dafio reportados en las plantas superiores
( Ribeiro et al 1995 ), lo cual permite suponer que la bacteria es reconocida
como un agente extrafio que usa al factor para escapar del sistema de defensa
¢ infectar a la planta, v que las vias de sefiales para que la planta responda a
diversos estimulos estan relacionadas ( Lawson et a/ 1994; McKhann y Hirsch,
1994; Penmetsa y Cook, 1997 ). Por ejemplo, una leguminosa mufante con
insensibilidad al etileno, que es una molécula seflal de dafio, puede ser
hiperinfectada por una bacteria de Rhizobium  silvestre ( Penmetsa y Cook,
1997 ). Ademas los FN’'s son capaces de provocar cambios en el potencial de
membrana de la célula, alteracion del ciclo celular y cambios en los niveles de
calcio ( Ehrhardter al, 1996, Cardenas et al , sometido a publicacidn, Felle et al,
1995, Pingretet al, 1998, Yang et al, 1994 ) indicando que se les puede
considerar como moléculas sefalizadoras, aunque la forma en que son
detectados por la planta ain no se ha aclarado.

En la tabla 1 se hace un resumen de los genes de nodulacién
encontrados a la fecha y sus funciones de acuerdo con la informacién que se
ha reportado acerca de ellos.
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TABLA 1.
DEL Factor Nod

CONSTITUYENTE

N-Acetilglucosamina NodM
? NodN
N-Acetilglucosamina NodC

Acidos grasos (R1)Noda
Glucosamina terminal NodB
Acidos grasos con NodE
insaturaciones multigies (R1)
Acidos grasos con NodF
insaturagciones multiples {R1)
N-Metilgtucosamina (R2) NodSs
O-acetilgiucosamina {R3) NodlL
O-carbamilglucosamina  (R3) 7
Sulfato (R4} NodP,NodQ
Suifate {R4) NodH
N-acetiiglucosamina NodX
0-6 acec (R4)
Metilfucosa, Fucosa (R4) NodzZ
Q-Carbarmio {R4)  NoduU
Grupo metil sobre un 7
residue  fucosil

0-acetit sobre un residuo ?
metiifucosi

Sulfato sobre metilfucosit ?
Gliceral {RS) ?
------- Nodl,NodJ
....... NodT
""""" NodO

PROTEINA Nod PRODUCTO GENETICO

Glucosamino Sintasa
?

UDP-Acetilglucosamingsil
Transferasa

N-Aciltransferasa

N-Acetilasa

Enzima Condensante

Proteina Acarreadors
de Grupos Acile

S-Adenosil metionina
metil Transferasa

O-Acetil transferasa

ATP Sulfurilasa, APS
Kinasa

Sulfotransferasa

Acetif Transferasa

Fucosit  Transferasa

Carbamil transferasa

?
Proteinas Transportadoras
Proteinas  Transportadoras

Hemalisina, proteina
deunion a Caz+

EVIDENCIA

Similitud en secuencia
?

Similitud en secuencia
a Quitina Sintasa,
y Actividad Enzimatica

Actividad Enzmatica
Actividad Enzimatica
Similitud en secuencia
Similitud en secuenca

Actividad Enzimética

Actividad Enzimatica

Similitud = en _segcuencia
y Actividad Enzimatica

Actividad Enzimdtica

Similitud _ en secuencia,
su transferencia resulfa
en Factor con grupo acetio

Actividad Enzimatica

7

Actividad Enzimdtica

7Simiiitud  en  secuencia

Simiitud en  secuencia
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GENES nod REQUERIDOS PARA LA SINTESIS Y TRANSPORTE

FUNCION

Sintesis de glucosaminas
?

Regquerido parz la
nogulacién s

Reguen’do para la
nodulacién

Requerido

para la -
nodulacion

LCeterminante de especrficidad
del  huesped

Ceterminante de especificidad
del huesped P

Posible determinante del rango
del huesped

Determinante de especificidad
del huesped, unicamente para
R, Leguminosarum

Posibhle determinante del rango
del huesped ¢

Determinante de especificidad
del huesped

Determinante de especificidad
det huelsped P

Determinante de especifiaidad
del huesped

Determinante de especificidad
det huesped

7

Posible determinante del rango
de? huesped ¢

7

Trans) del factor Noda
traveg?j{g?a membrana celular

Transporte del factor NOdF
traves de la membrana celular?

Proteina formadora de poros



TRANSPORTE DE FACTORES DE NODULACION

SISTEMA DE TRANSPORTADORES ABC:

Muchas de las proteinas, de los péptidos, polisacaridos y otras moléculas
que son sintetizadas en el citoplasma bacteriano, a menudo deben cruzar una
0 méis membranas para alcanzar su destino final. La mayoria de las proteinas
bacterianas son secretadas por la via Sec. La secrecién dependiente de Sec
requiere que ¢l producto secretado sea una proteina con una secuencia sefial
amino terminal. Esto limita drasticamente el tipo de molécula que puede ser
transportado por este sistema porque no pueden usarlo las moléculas que no
son proteicas ni las proteinas extracelulares de bacterias Gram-negativas que
tienen que cruzar las dos membranas ( interna y externa ) ( para revision ver
Pugsley, 1993 ). Existen ademés proteinas bacterianas que no comparten las
caracteristicas de las que son transportadas por el sistema Sec y al parecer
son incompatibles con esta ruta de transporte. Por lo tanto, muchas moléculas
deben poseer otra forma de dejar el citoplasma. Recientemente se han
identificado dos sistemas dedicados a la exportacién de moléculas en bacterias
Gram-negativas: los transportadores ABC y los transportadores parecidos a la
familia de la pululanasa ( Binet y Wandersman, 1995; para revisiéon ver
Schatz v Dobberstein, 1996 ).

Una caracteristica comin en los sistemas dedicados al transporte es que,
al igual que el sistema Seec, requieren energia para facilitar el desplazamiento,
y muchos de los sistemas estudiados hasta ahora parecen utilizar Trifosfato de
Adenosina ( ATP ). Los sistemas que usan el ATP como fuente de energia
necesitan un agente capaz de unir este nucleétido y los dominios
estructurales que pueden unir eficientemente el ATP facilitando su hidrolisis,
se han conservado a través de la evolucion. Este dominio es conocido como
pliegue de Rossman, motivo de Walker o motivo de Doolittle y consiste de dos
sitios conservados ( A v B ) que forman una cavidad para unir ATP. El sitio de
unién a ATP se encuentra al final de una a-hélice; los residuos GXGKST forman
una vuelta, poniendo al residuo de lisina muy cercano a los fosfatos del Mg2+-
ATP. El residuo de acido aspartico en el sitio B estd cercano en el espacio al
sitio A, y su carga negativa puede interactuar con la molécula de Mg2+. La
secuencia consenso se definié al comparar secuencias relacionadas en las
subunidades alfa y beta de la ATP sintasa, de la miosina y de muchas cinasas.
Este consenso en la secuencia de aminoicidos tiene un pequefio numero de
residuos, que generalmente estan presentes en proteinas que no unen
nucledtidos ( para revision ver Pugsley, 1993 ).

Se han analizado extensamente a los complejos multiproteicos que
forman a las permeasas bacterianas involucradas en la adquisicién de
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nutrimentos, y se ha demostrado que estan compuestos por proteinas que
tienen sitios consenso de unién a ATP. Todos los sistemas de permeasas tienen
un componente conservado que incluye una regiéon de 200 aa con un alto
grado de identidad a nivel de secuencia y que contiene los sitios consensos de
unién a ATP A y B. Esta extendida region de similitud claramente distingue a
estos componentes de las permeasas de otras proteinas que unen nucledtidos
como las ATP sintasas, las miosinas o las cinasas y también estd presente en
muchas proteinas bacterianas que forman parte de sistemas dedicados a la
exportacion. Esta region tan conservada ha sido llamada el cassette de unién a
ATP ( ATP binding cassette o ABC ), y las proteinas que presentan esta regién
son llamadas transportadores ABC. Estos transportadores se han clasificado en
tres tipos: importadores ABC bacterianos; transportadores ABC ecucaridticos; y
exportadores ABC bacterianos ( para revisidon ver Pugsley, 1993; Walshaw vy
Poole, 1996 ).

IMPORTADORES BACTERIANOS ABC:

Las permeasas periplasmicas bacterianas componen una gran subfamilia
de transportadores ABC. Todas ellas son sistemas de multisubunidades
dedicadas a importar moléculas con una organizacién estructural similar, y
presentan una proteina asociada a la membrana de naturaleza hidrofilica con
un dominio de unién del tipo ABC. En varios sistemas, este componente tan
conservado se asocia con dos proteinas hidrofébicas. Una caracteristica tnica
de los importadores bacterianos ABC es que todos tienen una proteina unida
al periplasma que interactia con el sustrato que va a llegar, lo une y lo
expone al complejo importador en la membrana interna. Los importadores
ABC bacterianos tienen el dominio de unién a ATP y los dominios que
atraviesan a la membrana ( membrane-spanning domains o MSDs ) en
polipéptidos separados. En contraste, la mayoria, aunque no todos los
dominios de union a ATP en los sistemas exportadores bacterianos estén
presentes en los mismos polipéptidos que en los que estan los MSDs
{ Pugsley, 1993 ). '

EXPORTADORES BACTERIANOS ABC:

Hasta la fecha hay mas de 40 identificados. Todos los transportadores
ABC de esta subfamilia tienen conservado el motivo de unién a ATP y este
motivo puede estar en el mismo polipéptido en el que estan los MSDs ( como
en los exportadores ABC eucaridticos ), o en polipéptidos separados de sus
dominios hidrofébicos ( como en los importadores bacterianos ABC ). Muchos
de estos exportadores ABC necesitan proteinas accesorias para formar un
complejo funcional. Se han identificado en bacterias Gram negativas y han
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demostrado ser necesarios cuando el producto secretado estd destinado a una
liberacién inmediata al medio extracelular. Estas proteinas son llamadas
factores accesorios, y la mayoria se pueden enconfrar en la membrana
interna, aunque unos pocos estdn localizados en la membrana externa y esto
parece apoyar la hipotesis de que los factores accesorios estan anclados en la
membrana interna y atraviesan el periplasma. El factor accesorio
probablemente conecta a la membrana interna con la externa y funciona
facilitando la exportacion de productos a través de ambas membranas en las
células gram negativas. El gen que codifica para el factor accesorio siempre ha
sido encontrado unido a los genes que codifican para las proteinas del sistema
ABC ( para revisién ver Pugsley, 1993; Paulsen, 1997a ).

Muchos exportadores ABC de bacterias Gram negativas no tienen
factores accesorios, en particular aquéllos involucrados en el transporte de
sustratos no proteicos. En esos sistemas, el destino final de la molécula
exportada es el periplasma o la membrana externa. En algunos casos, es
necesaria la participacién de proteinas accesorias para completar el
desplazamiento del producto dentro de la membrana externa. Sin embargo, en
esos sistemas el transporte a la membrana externa es un proceso distinto y
las proteinas involucradas son diferentes de las proteinas que participan como
factores accesorios tipo ABC ( Pugsley, 1993 ).

Otros genes relacionados con la exportacién, cuyos productos también
participan en varios sistemas de exportacién de moléculas en bacterias Gram
negativas, codifican para proteinas de membrana externa que son requeridas
para la secrecién de diferentes compuestos ( Fath ef al, 1991 ). Los genes que
codifican para esos factores accesorios de membrana externa pueden estar
localizados muy cerca de los genes que codifican para los exportadores, o
fisicamente distantes de estos ultimos. Ademas, el factor de membrana
externa ha mostrado tener funciones celulares aparte de la de exportador.

Hasta ahora no se ha reportado la estructura de algan factor de
membrana externa, aunque en el caso de TolC, el factor de membrana externa
que participa en la secreciéon de hemolisina y colicina, su estructura se ha
determinado en forma tridimensional a partir de imdgenes bidimensionales y
se ha propuesto que la homotrimerizacién de esta proteina formaria uwn poro
en la membrana externa ( Koronakis ef al, 1997 ) aunque algunos autores
usan el perfil de hidrofobicidad, comparindolo con el promedio de similitud y
de anfipaticidad para proponer upa estructura de 14 dominos ramificados-f
en barril que haria que la proteina formara un poro a través del cual
exportaria su sustrato ( Loveless y Saier, 1997 )
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FAMILIAS DE TRANSPORTADORES REPORTADAS EN BACTERIAS

Se ha propuesto al menos tres tipos de sistemas de transporte que son
el ABC ( ATP-binding cassette ), el de resistencia-nodulacién-divisién { RND )
y el de la superfamilia facilitadora mayor { MFS ), que funcionan junto con
proteinas transperipldsmicas 1lamadas proteinas de fusion membranal
( membrane fusion proteins- MFP ) ( Dinh ef o/ 1994, Saier et al, 1994 ).
Adicionalmente, se ha propuesto que algunos de esos sistemas funcionan en
conjunto con proteinas de la familia de los factores de membrana externa
( outer membrane factor- OMF ), pero esta hipdtesis se basa mds en analisis
de secuencias que en evidencia experimental ( Paulsen ef al, 1997a), pues de
los miembros de estas familias, s6lo se tiene evidencia experimental, que
apoya su funcién en el transporte de compuestos de tres sistemas ( Tabla
2 )( Fath et al, 1991 ).

Los andlisis de A4rboles filogenéticos muestran que los exportadores
bacterianos ABC pueden ser divididos en dos ramas principales, una de las
cuales contiene a todos los sistemas de¢ transporte donde el dominio ABC se
encuentra en el mismo polipéptido que el MSD ( grupo A ), y el grupo B, al
cual pertenecen aquellos que tienen los dos dominios en polipéptidos
separados. Los transportadores del grupo A parecen funcionar sélo en la
exportacién, mientras que las proteinas que pertenecen al grupo B, pueden
facilitar tanto la importacién como la exportacion de moléculas ( Fath y Kolter,
1993 ).

Los transportadores bacterianos ABC pueden transportar una amplia
variedad de sustratos que no estdn relacionados, Probablemente existe una
especificidad no muy estricta que permite que una proteina o molécula, pueda
ser transportada por diferentes sistemas de transporte ABC ( Pugsley, 1993 ).

La regiéon de nodulacion del genoma de R. leguminosarum contiene un
gen llamado nod(Q, que codifica para una proteina de 284 aa la cual es
secretada, y que tiene un sitio de unioén a calcio. NodO no tiene una secuencia
sefial y no es procesada en su extremo amino. La secuencia tienec una alta
similitud a HlyA, CyaA y LktA en la regiéon de glicina repetida RTX. La
secrecién de NodO en E. coli puede ser efectuado por HlyBD y TolC, o por
PrtDEF ( Finnie et al, 1997 ). Los tres genes de secrecion deben estar
presentes para la secrecién de NodO a través de cualquier sistema heterdlogo,
dando evidencia de que un exportador ABC es requerido para la secrecién de
NodO. Hay dos genes unidos a nod(Q en el cromosoma de R. leguminosarum, los
cuales son nodl v nodJ, que codifican para un sistema multicomponente de
transporte ABC ( Evans y Downie, 1986 ). Sin embargo, las mutantes en nodl
ain siguen produciendo y secretando NodO, posiblemente por el producto del
gen ndvA, el cual estqd involucrado en la exportacion de glucano. Ya que
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bacterias con mutaciones en este gen son capaces de seguir secretando a
NodO, debe de haber otro gen involucrado en la secrecidn de esta proteina
{ Sutton, ef al 1994 ).

SECRECION DE LOS FACTORES DE NODULACION:

Se ha postulado que los genes nodl y nodJ ( Higgins et al, 1986 )
participan en la excrecion de los factores de nodulacién ( Vazquez er al, 1993).
El gen nodl codifica para una proteina de 311 aa del tipo ABC, con una
predicciéon en su masa molecular de aproximadamente 34.3 kDa. El gen nodJ
codifica para una proteina hidrofdbica de 259 aa, con una probable masa
molecular de 27.7 kDa. ( Evans y Downie, 1986 )

Inicialmente, los genes nodlJ de R. leguminosarum bvs. trifolii y viciae,
fueron hallados formando un operdén con los genes nod4dBC ( Canter-Cremers
H.C.J. et al, 1988 ). En nuestro laboratorio se encontré que inserciones en los
genes nodl y nodJ de R. etli presentaban un retraso en la exportacion de los
FN’'s al medio, en comparacién con la cepa silvestres { Cardenas et al, 1996 ).
Resultados similares fueron reportados en R. leguminosarum bv. viciae
( Spaink er al, 1995 ).
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ANTECEDENTES

Los genes nodlJ han sido encontrados en todas las especies rhizobianas
estudiadas genéticamente, y se ha demostrado que no son indispensables para
la nodulacién ( Evans y Downie, 1986, Scott et al, 1996, Vaizquez, 1991, Young
et al, 1990 ). Nodl esta relacionada a nivel de secuencia con la familia de
proteinas transportadoras tipo ABC. La similitud més significativa la presenta
con las proteinas KpsT, BexA y CtrD de E. coli, H. influenzae y N. meningitidis
respectivamente, las cuales participan en la secrecién de polisacaridos
capsulares y conservan los sitios de unién a ATP, caracteristicos de estas
proteinas ( Vazquez et al, 1993 )( fig. 4 ). Usando anticuerpos contra una
proteina de fusion lacZ-nodl, se demostré que la proteina estd asociada con la
membrana citoplasmica interna de R. leguminosarum ( Schlaman, 1990 ). Nod
J es una proteina transmembranal muy hidrofébica que no tiene una similitud
significativa con proteinas transmembranales dedicadas al transporte de
polisacéridos; sin embargo, su perfil hidropédtico es muy similar al de las
proteinas transmembranales KpsM, BexB y CtrC que participan junto con KpsT,
BexA y CtrD respectivamente, en la secrecién de compuestos. El gen nod/ en
su extremo amino, tiene una secuencia similar al motive de cierre de leucina
que podria estar involucrado en la multimerizacion de NodJ o en la interaccion
con otras proteinas ( Vazquez ef al, 1993 ).

En R.I bv.trifolii, la excrecién de los FN’s es dependiente de Nodl y
NodJ. Las mutantes nodlJ no acumulan FN’s en el medio externo, en la
membrana externa, o en ¢l espacio periplasmico, y nodulan pobremente al
trébol ( McKay y Djordjevic, 1993 ). En otras especies tales como R
leguminosarum bv.viciae, las mutaciones en nodl/ tienen efectos moderados
tanto en la excrecidén como en el fenotipo simbiotico ( Spaink ef al, 1992 )} lo
cual sugiere la existencia de sistemas de transporte alternos. Los genes nodl/
han mostrado tener un papel en la secrecion al medio de los FN's a tiempos
cortos ( 1 a 5 h ) después de la induccién de los genes nod con naringenina
( Spaink er al, 1992 ).

En nuestro laboratorio, hemos detectado factores de nodulacién en el
medio de cultivo en un fondo genético de R. etli curada del pladsmido
simbidtico y complementada con un cosmido que lleva los genes de
nodulacién silvestres ( fig. 5A ) necesarios para producir y excretar factor de
nodulacion, despues de 1 h de induccidon. Esto no se observa si el cdsmido
lleva a los genes nodl o nodJ mutados. En estas mutantes, los FN’'s secretados
al medio se observan después de 4 h de induccién, pero en menor cantidad
que cuando se compara con la cepa que lleva los genes silvestres ( fig. 5B )
( Cérdenas et al, 1996 ).

Usando una bacteria E. coli DHS5-oo que llevaba una construccién con los
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FIG. 4.-Dendograma que muesra las relaciones de similitud entre las diferentes secuencias de Nodl y
las que existen entre los miebros de la familia de transportadores bacterianos tipo ABC.



32

A)
REGION SIMBIOTICA DE R. etli CE3
nodD3 ‘nzﬂz l nolP 'nodA nﬂ nod8 n_n.§ E}; no$ 1&;1 nod21  nolf nodZ
E j E E E E EE E E
B HH H B 3 5Kb 185! B £.8Kb BI'Il B B| ‘ B |
! e H—"“_(# zxL P —— ! R ke 2o
Kb L) nod box ’
@ pRPY {INSERCION EN nodf)
@ pRP6 ( INSERCION EN nodJ)
B)

1.- nod | -vs silvestre

nod [ - cepa silvestre nod J --

o R ad _f U 3.- ANALISIS CINETICOS POR TLC DE LCO’s EXTRAIDOS DE
- o e PASTILLAS CELULARES DE CEPAS DE Rhizobium etli
1).- EXTRACTOS OBTENIDOS A LAS 2 H,
2)-ALAS4H,
3)-ALAS 8H,

ANALISIS CINETICOS PORTLC DE SECRECION DE LCO’s,
AL MEDIO, PRODUCIDOS CON GLUCOSAMINA MARCADA
CON Cq,4, POR MUTANTES EN nodl (1) Y nodJ{ 2 )

COMPARANDOLOS CON LA CEPA SILVESTRE A LOS
TIEMPOS INDICADOS.

0.G., CULTIVOS SOBRECRECIDOS.

PUNTAS DE FLECHAS: BANDAS DE MIGRACION RAPIDA
{(FLECHA SUPERIOR} Y DE MIGRACION LENTA (FLECHA
INFERIOR).

FiG. 5.- A).-Mapa genético de la regién simbidtica de Rhizobium etli cepaCES3, con la ubicacion de
las inserciones en nodl Y nodJ.

B).- Efectos de las inserciones en esos genes en el transporte de los factores de nodulacion.
1).- Mutacién en nodf, 2).- Mutacién en nodJ. 3).- Factores Nod acumulados en las pastillas
celulares de las diferentes cepas analizadas.



genes necesarios para generar factores de nodulacidn, y con los genes nodl y
nodJ de Azorhizobium caulinodans en trans, fué posible secretar los factores
al medio. En ausencia de nodlJ, o en presencia de uno solo de estos genes, no
hubo excrecién ( Fernindez-Lopez et al, 1996 ).

El gen nodT fué identificado inicialmente en R.leg. bv.viciae y en R. leg.
bv.trifolii, y se encontré formando parte del operon nodABCIJ ( Surin et al,
1990 ) ( fig. 6 ). En R. leg. bv. trifolii se localizd aproximadamente a 125
nucleotidos después del gen nodJ, sin que se observara alguna regién de
regulacion en esa secuencia. En R./eg. bv.viciae, un ORF con una similitud a
nivel de aminoacidos del 60% con el producto del gen nodT se localizé a 168
nucledtidos del coddén de termino del gen nodN , aunque en lugar de iniciar
con el codén ATG iniciaba con TTG, el cual ha sido observado como codon de
inicio en aproximadamente el 1% de los genes bacterianos. Tampoco en esta
zona se localizd alguna caja de nodulacién u otro tipo de regulador
transcripcional descrito para este gen. En cambio, si se observé una regidén que
podria servir como sitio de union a ribosomas. Ademas, nodI es inducido por
los mismos flavonoides que inducen la transcripcién de los genes de
nodulacion que le preceden, sugiriendo que forma parte de un operén con
genes de nodulacidn.

Los genes nodT aislados, codifican para un producto de 50.3 a 51.4 kD
con una regidén amino terminal con caracteristicas tipicas de los péptidos de
transito que pueden ser secretados a través de la membrana bacteriana
interna ( Surin er al, 1990 ). Contienen dos dominios conservados en el
extremo carboxilo terminal que se ha propuesto que les permiten interactuar
con otras proteinas involucradas en el transporte, ya que ¢&stas regiones
también se han localizado en otras proteinas de membrana externa
involucradas en el transporte de compuestos ( fig. 7 ). Al usar un anticuerpo
hecho contra la proteina NodT, se observé reaccion cruzada en células de
Rhizobium que eran pSym- ( que les falta el pldsmido simbidtico ) y que se
suponian NodT-. En la cepa 8002, que es R. leguminosarum  bv. phaseoli
( pSym- ), se localizé un ORF con una similitud a nivel de aminoéacidos del 64%
con nodT de R.L viciae y R.l. trifolii. Este gen estd localizado fuera del
plasmido simbidtico, pero no se ha determinado si estd en algin otro plidsmido
o en el cromosoma. Tampoco se ha reportado que esté formando parte de un
operén con genes de nodulacién o de transporte ( Rivilla y Downie, 1994 ).

A la fecha no se ha logrado explicar la participacion del gen nodT enla
nodulacién, Las mutantes de nod7 que se han obtenido en las diferentes
biovariedades de R. leguminosarum no presentan un fenotipo claro en este
proceso vy esto puede ser debido a la presencia de copias homdlogas, que se
han localizado en todas las bacterias estudiadas, las cuales podrian estar
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complementando las mutaciones. Hasta ahora no se han publicado datos en
donde se obtengan dobles mutantes ( Rivilla y Downie, 1994 ). En el caso de R
leguminosarum bv. viciae, una mutacién en este gen no provoca un efecto en
la nodulacion, pero en R. I bv. trifolii cepa TAl, que nodula a una variedad de
tréboles, pero que es incapaz de nodular un cultivo de trébol subterrdneo
llamado Woogenellup, este fenotipo es revertido con sélo complementar a
dicha cepa con ¢l gen nodT, el cual falta de forma natural en su genoma,
indicando que es un determinante de la especificidad del hospedero a nodular
( Lewis-Henderson y Djordjevic, 1991ab ). ,

Los analisis de secuencia de las proteinas nod7 han dado como
resultado el clasificarlos dentro de la familia de proteinas OMA ( outer
membrane accesories ) ( fig. 8, Tabla 2 ), la cual estd formada por genes
s¢ han localizado formando parte de operones que producen complejos
proteicos encargados de la secreciéon de diversos compuestos como
lipopolisacéaridos ( LPSs ) de procariontes Gram-negativos; acidos teicoicos
( TCAs ) que estan asociados con las membranas y las paredes de bacterias
Gram-positivas; polisacaridos capsulares ( CPSs ) y exopolisacaridos ( EPSs )} de
bacterias Gram-positivas y negativas, y los lipooligosaciridos ( LOSs )
secretados como moléculas sefializadoras, por bacterias que forman noddulos
en plantas leguminosas. La ubicacion de NodT dentro de esta familia se realizé
en base al andlisis de las secuencias ( Paulsen et a/, 1997 a y b)

Se ha tratado de observar una participacién de este gen en la secrecién
de factor de nodulacién pues una hipdtesis sostiene que NodT, junto con Nodl
y NodJ, podrian constituir un sistema de transporte que permite a los FN’s ser
secretados directamente a través de las membranas interna y externa sin
intermediarios peripldsmicos ( fig. 9 ). Esto se ha propuesto debido a que
existen dos dominios conservados de NodT en el extremo carboxilo terminal y
a que, al realizar una comparaciéon de todas las secuencias que se han
reportado para nod7, se observé que tienen una similitud significativa con las
secuencias de TolC de E. coli, CyaE de B. pertussis, PrtF de Erwinia
chrysanthemi y AprF de P. aeruginosa. Todas esas proteinas se localizan en la
membrana externa y estdn involucradas en la secrecion de proteinas que
tienen una sefial de secrecion en el extremo carboxilo terminal ( Rivilla et al
1995 ).

Spaink y colaboradores reportaron que al usar acetato radioactivo como
precursor de los metabolitos Nod, estos son secretados al medio en forma
“normal” por mutantes en nod I, nodJ, nodM, nodT y nodO en R
leguminosarum  bv. viciae, aunque la extraccidén de los metabolitos Nod del
medio se realizd en cultivos sobrecrecidos ( Spaink ef a/ 1992 ).

En Rhizobium etli se ha demostrado que nodl/ participan en la excrecién
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FIG. 7.- Secuencia nuclectidica y de aminodcidos del fragmento de 1.5 kb del plJ1984, donde se
observa el ORF que codifica para el gen nodT de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli.
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FiG. 8.- Arbol filogenético que muestra a las proteinas de {a familia de Factores de Membrana
Externa, en la que se involucra a NodT y las relaciones evolutivas entre ellas

TABLA 2.- Proteinas de la Familia de Factores de Membrana Externa y sus posibles interacciones
con sistemas transportadores

PROTEINA FME PFM TRANSPORTADOR FUNCION ORIGEN #aA
TolC (Sen) ) ? Virulencia Salmonelia enteriditis 492
TolC (Eco) CvaA CvaB (ABC) Exporie de colicina ¥ Escherichia coli 495
EmrA  EmrB (MFS) Exporte de drogas
HiyD  HlyB (ABC) Exporte de hemolisina
AprF (Pae) AprkE AprD (ABC) Exporte de proteasa alcalina Pseudornonas aeruginosa 481
PriF (Ech) PriE PrtD (ABC) Exporte de proteasas Erwinia chrysanthemi 462
AggA (Ppu) ? ? Involucrada en aglutinacion/adherencia  Pseudomenas putida 452
CnrC {(Aeu)} CnrB  CnrA (RND) Exporte de niguel /cobalto Alcaligenes euitrophus 481
NeceC (Axy) NccB  NecA (RND) Exporte de niquel/cobalto/cadmio Alcaligenes xylosidans 438
CyaE (Bpe) CyaD CyaAB {(ABC) Exporte de ciclolisina Bordetella pertussis 474
CzcC (Aev) CzcB  CzeA (RND) Exporte de Cobalto/cadmio/zinc Alcaligenes eutrophus 345
HelC (Lpn} HelB  HelA (RND) Virulencia? Legionella pneumophila 415
NodT1 (Rle) ? ? Exporte de lipooligosacaridos ? Rhizobium leguminosarum bv. phaseofi 471
NodT2 (Rle) ? ? Exporte de lipooligosacéridos 7 A. leg. bv.trifofif 467
NodT3 (Rle} ? ? ? R. leg. bv. viciae 482
MirE {(Ngo) MirD  MirC {(RND) Exporte de multiples drogas Neisseria gonorrhoeae 467
OprM {Pac) MexA MexB (BRND) Exporte de multiples drogas Pseudomonas agruginosa 477
YicP {Eco) YicR  YjeQ ? Escherichia coli 488
YohG (Eco) ? ? ? Escherichia coli 398
FusA (Bce) FusE FusB/C/D (?) Resistencia a acido fusarico Burkholderia cepacia 433
Yeg2 (Hin) ? ? ? Haemophilus influenzae 454
Yd40 (Hin) ? ? ? Haemophilus influenzae 441
OpcM (Bee) ? 7 Exporte de drogas muitiples Burkholderia cepacia 512
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FIG. 9.- Esquema que representa el posible papel de NodT, en la secrecién de los
Factores de Nodulacion junto con Neodl Y NodJ. Estas dos ultimas proteinas formarian
parte de un sistema de transporte del tipo ABC ( ATP BINDING CASSETTE ), siendo
Nodl la proteina de membrana inierna con el dominio de unidén a ATP, que energizaria
el proceso de transporte, NodJ la proteina transmembranal, con los dominios gue
atraviesan la membrana ( MSD: MEMBRANE SPANNING DOMAINS ), la cual uniria la
membrana interna con la externa. NodT actuaria como Factor de Membrana Externa
que permitiria al Factor Nod atravesar esta Gltima barrera.



del factor de nodulacién, aunque no es el unico sistema de transporte que
existe. Debido a que en nuestro laboratorio detectamos por hibridacidon
southern la presencia del gen nodT en el fondo genético de Rhizobium etli
cepa CE3, quisimos estudiar la participacion de este gen en la nodulacién y
observar su papel en la secrecion de los FN’s.

OBJETIVOS:
- Aislar y caracterizar al gen nodT en Rhizobium etli cepa CE3

- Analizar su papel en la secrecién del factor de nodulacién
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MATERIALES Y METODOS

Las cepas y plasmidos utilizados se enlistan en la tabla 3

EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDO POR MEDIO DE LISIS ALCALINA

Las cepas que contenian el plasmido de interés fueron crecidas en 3 ml
de medio de cultivo con su antibidtico correspondiente por 12 h. Se pasd el
cultivo a tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad v se centrifugaron a 14 000
revoluciones por minuto ( rpm ) por dos min. Se elimind el medio por
aspiracién, dejando la pastilla de células tan seca como fue posible. Se
resuspendio la pastilla usando un agitador tipo vortex en 100 ul de solucién I*
fria
* 50 mM de glucosa

10 mM de EDTA
25 mM de Tris. HCI ( pH 8.0)

Se almacend por 5 min a temperatura ambiente manteniendo la boca
del tubo cerrada. Posteriormente se adiciond 200 ul de solucién II** de
reciente preparacion.

** NaOH 0.2 N
SDS 1%

Se mezcld el contenido invirtiendo el tubo rdapidamente 2 o 3 veces
evitando la formacién de burbujas. El tubo se mantuvo en hielo por 5 min. Se
adicionaron 150 ul de una solucién fria de acetato de potasio ( pH 4.8 ) o
solucion IIT**

**  Acetato de potasio 5 M 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml
Agua estéril 28.5 ml
Esta solucién es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato.

Se agitdé el tubo vigorosamente por 10 segundos. Se mantuvo al tubo en
hielo por 5 min y se centrifugd a 14 000 rpm durante 7-15 min a 40 C. Se
pasé el sobrenadante a un tubo fresco y se le adicionaron 10 pl de RNAsa 1%
libre de DNAsa, se incubd durante 15-30 min a 370C y se le adiciondé un
volumen igual de una mezcla de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico
( 25:24:1 en proporcidén ). Se mezclé en un vortex todo y se centrifugd por 2
min a 14 000 rpm. Posteriormente se pasé el sobrenadante a un nuevo tubo.
Esta operacién se repetid dos o tres veces mas. Se adicionaron dos volumenes
de etanol a temperatura ambiente y se mezclé en vortex. Se puso a enfriar a
-200C por 30 min o solo 2 min y se precipité a 14 000 rpm por 5-15 min. Se
removio el sobrenadante y se seco la pastilla a T.A. Se adiciond 1 ml de etanol



Tabla 3
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CEPAS, VECTORES Y COSMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO.

CEPAS

CARACTERISTICAS

Rhizobium etli

CFN42
CE3
CFN2001
CFNX182
CFNX183
CFNX184
CFNX89
CFNX185
CFNX186

Cepa silvestre Nod+, Fix-

Cepa SmR derivada de la silvestreCFN 42, Nod+, Fix+
R. etfi curada del plasmido simbidtico, Nod-, Fix-, Ri

( CFN42 curada del plasmido a, Nod+, Fix+ )

( CFIN42 curada del plasmido b, Nod+/-, Fix +/-)

( CFN42 curada del piasmido ¢, Nod+, Fix+ )

{ CFN42 curada del plasmido d [ pSym ], Nod-, Fix-)

{ CFN42 deletada del pléasmido e , Nod+.Fix+ )

{ CFN42 curada del pldsmido f, Nod+,Fix+ )

Brom et af, 1992

Escherichia coli

DHS
HE101
CMK

supE44L1act 69 {680/acZaM151hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thy-1,relAl
supEA4 hsdS20[remelrecAl3 ara-14, proAz2 lacY1 gaik2 rpsL20 xyk5 mtii
Allac, pro], thr, leu, thi, tonA, hsdR,[F~ traD36, proAB, fackZAM15], supE

XL1-Blue A(mcerA) 183A (merCB-hsdSMR-mrr) 173 endAT Ped4 thi-1 recAT gyrA96
relA1 lac [F' proAB lacl ZAM15 Tn10( TetN)]¢

VECTORESY PLASMIDOS

pLAFR-1

IncP, TcR, mob+, Tra-, cos  amplio rango de hospederos Friedman et af 1882

pBluescript KS/SKII Sitio de clonanidn multiple (SCM), flangueado por los

pMP2750
pMP2750-38
pMP2750-2.2
pMP2750-4

pHME22
pHME18
pHME40-7 6 3

pHME40-1
pHME40-1.2

pHME40-1.6
PLARF 3-55

pLARF 7-100

pHME22 T-CAT19

Clonat?
plJiog4

pJO200SK

pCAT19
pRK2013

Stratagene Catalog 1995

Spaink et al 1996
Este trabajo
Este trabaio
Este trabajo

Este trabajo

promotores T3/T7, Amp’

Promotor nodA, SCM, Sp’

Producto de PCR con nodT de plasmido ¢ en pMP2750
Fragmenio de 2.2 kb en pMP270

Fragmentc de 4 kb en pMP2750

Fragmento de 2.2 kb £co RI-Bam HI con nodT cromosomal en pSK

Fragmento de 1.8 kb Hin dill-Bam HI con nodT cromosomal en pSK Este trabajo

Fragmento de 4 kb Eco Bl con nodT de plasmido ¢, en pSK, en
las dos orientaciones

Fragmento de 1 kb Eco RI-Hin dif en pSK derivado del pHME40-3
Fragmento de 1.2 kb Hin dil- Hin dif en pSK derivado del pHME40-7

Fragmento de 1.6 kb Eco Ri- Hin dil en pSK derivado del pHME40-7

Cosmido con 20 kb del gendma de Rhizobium, del gue se obtuvo
el fragmento de 7.7 kb con nodT de cromosoma

Cosmido con 20 kb del genoma de Rhzobium etfi, del que se obiuvo
el fragmento de 4 kb del plasmido ¢ donde va nodT

pHMEZ22 con una insercién CAT19 en nodT

nodT con insercidn CAT19 en pJQ200SK
nodT de R. leguminosarum bv. phaseolien pUC19

Vector suicida. SCM, sacB, Gm', mob, cos.

MCS, CAT, Cmf
Nm', plasmido cooperador

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Rivilla ef al 1994

Quant y Hynes, 1993

Claiborne, 1992

Figurski y Helinski, 1979



70% y se resuspendid la pastilla.Se centrifugd a 14 000 rpm por 2-5 min ( se
repitid el proceso 2 veces ). Se elimind el sobrenadante y se secd la pastilla en
un desecador al vacio. Se agregaron 50 pl de TE ( Tris-EDTA pH 8 ) y se
resuspendié la pastilla, De esta muestra se tomé 1 pl y se analizd en un gel de
agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio.

PURIFICACION DE DNA TOTAL DE Rhizobium sp.

Para obtener el DNA gendmico de Rhizobium vy sus derivadas, se siguid
este protocolo. Se inoculd una asada de bacterias en 3-5 ml de medio de
cultivo PY e incubd a 300C y 250 rpm hasta saturar. Se paso el cultivo a tubos
eppendorf de 1.5 ml de capacidad que se centrifugaron a 14 000 rpm por dos
min. Se desechd el sobrenadante y se le agregaron a las células 1 ml de TE
50:20, se agitaron los tubos en un vortex hasta que no quederon particulas
visibles y que se hubieran separado lo mejor posible las células. Se
centrifugaron a 14,000 rpm por 2 min y se elimindé el sobrenadante. Se
afiadieron 400 pl de TE 50:20 y se le agregaron 50 pl de una solucién de
Pronasa®* y 50 ul de SDS 10%, se resuspendio lentamente y se mantuvo 1 h a
370C.

* Disolver 5 mg de Pronasa en 1 ml de TE 50:20 y predigerir 30 min a 370C.

Se pasé el lisado 3 veces por una aguja de insulina y se le agregaron 500
ul de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico ( 25:24:1 ). Se agitd en vortex hasta
emulsificar. Se centrifugd durante 3 min. Se tomd la fase acuosa para
transferirla a un tubo nuevo. Este paso se repetié las veces que fueran
necesarias para obtener una fase acuosa libre de impurezas.

se adicionaron 500 pl de cloroformo:alcohol isoamilico ( 24:1 ), se agitd
en vortex y centrifugd por 3 min. Se tomé la fase acuosa y se transfirio a otro
tubo. Se adicionaron 15 ul de NaCl 5 M y 800 ul de etanol absoluto. Se agité
en vortex y se dejo 10-15 min a -700C. Se centrifugé a 14 000 rpm durante
10 min a 40C y se desechd el sobrenadante. Se lavé la pastilla con 1 ml de
etanol 70%. Se centrifugaron a 14 000 rpm por 2 min y se repetié este paso
dos veces. Se desechd el liquido y se secd en un evaporador al vacio. Se
resuspendio la pastilla en 50-100 pl de agua estéril o de TE 10:1. Se tomé 1 pl
de esta muestra y se analizd en un gel de agarosa al 1%.
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IDENTIFICACION DE DNA DE PLASMIDO DE Rhizobium EN GEL DE

AGAROSA ( Método de Eckhardt, 1978 )

Se crecio a Rhizobium a 300 C y se tomdé 1 ml de cultivo a una D.O. de
0.2. Se preparé un gel horizontal a 0.75 de agarosa en TB 1X ( 0.75 g de
agarosa en 100 ml de TBE 1X )
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Se centrifugaron las células 3 min a 14000 rpm en tubos eppendorf de
[.5 ml Se extrajo el sobrenadante con una jeringa. Todo esto se realizé en
hielo. Se sacd el peine del gel y se le agregdé TBE 1X hasta que llego al gel sin
cubrir los pozos. Se adiciond a cada pozo 25 ul de SDS 10%-Xylen Cyanol. Se
precorrio el gel a 100V durante 15 min con el polo negativo al contraric de un
gel de electroforesis normal.

En otra serie de tubos, se agregé 1 ml de N-lauryl sarcosine 0.3 %. Se
resuspendié el pellet usando una pipetman en 500 ml de H;0 fria v se pasé
suavemente al tubo con el N-lauryl sarcosine 0.3 %. Se centrifugé 3 min a
14000 rpm. Se extrajo el sobrenadante con jeringa. La pastilla se resuspendié
en 40 pl de ficoll 20% en TE con pipetman y se dejaron las muestras en hielo
15 min o menos. Se agregd TBE 1X a la cadmara hasta cubrir completamente el
gel. Toda la corrida del gel se llevd a cabo a 40 C. Se adicionaron 40 ul de la
solucién de lisozima a la solucién de lisis* ( 1 mg de lisozima por 100 pul de
H,0 ) y azul de bromofenol.

* 0.4 mg/ml de RNAsa A hervida ( 10 min ) v 1 mg/ml de azul de bromofenol.
Alicuotar v conservar a -200C.

Se adicionaron 10 pl de la solucién de lisis a cada muestra celular. Se
pusieron 25 ul de la muestra en cada pozo. Se llevé a acabo la electroforesis
con los cables en posicién normal 60 min a 40 V y toda la noche ( +/- 16 h ) a
120 V. El gel se analizé bajo luz ultravioleta.

PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES

Las células de E. coli que se utilizaron para las subclonaciones vy
transformaciones, fueron preparadas por el siguiente método. Se inoculd 1
litto de LB con 1/100 de volumen de un cultivo fresco incubado toda la noche.
Se mantuvo en crecimiento el cultivo a 370C a 250 rpm hasta alcanzar una
densidad optica de 0.5 a 0.8 usando una longitud de onda de 600 nm ( los
mejores resultados se obtienen con células que han llegado a una fase log
temprana o media, sin embargo la densidad celular apropiada depende de la
cepa y de las condiciones de crecimiento ).

Para cosechar a las células, se mantuvieron de 15 a 30 min en hielo y se
centrifugaron a 4000 X g/max por 15 min. Se elimindé lo més posible del
sobrenadante ( medio ). Lo mejor es sacrificar el rendimiento perdiendo
algunas células que dejar cualquier cuerpo que exista del sobrenadante. Se
resuspendié la pastilla en un total de I litro de agua estéril helada teniendo
cuidado de no lisar las células. Se centrifugaron nuevamente. Se
resuspendieron en 500 ml de agua helada y se centrifugaron. Se resuspendio
en 20 ml de glicerol 10% helado. Se centrifugaron y se resuspendieron en un



volumen final de 2 a 3 ml de glicerol 10% helado. La concentracién celular
debe ser de aproximadamente 1-3 X 1010 células/ml

Esta suspensién se congelé en alicuotas sobre hielo seco o nitrogeno
liquido y se mantuvieron a -700C. Las células pueden ser usadas por lo menos

durante 6 meses con este procedimiento.
* Mantenga las células lo mads cercanas a 00C durante la preparacidn, por c¢jemplo, dejar
las células el mayor tiempo posible dentro de un bafio de agea helada.

ELECTROPORACION Y PLAQUEO:

Para pasar las contrucciones y los pldsmidos que se obtuvieron por
ingenieria genética, se transformaron las células que se prepararon
anteriormente. Cuidadosamente se sacaron las celulas a temperatura
ambiente y entonces se colocaron en hielo. Se sacaron las cubetas estériles de
su empaque y se colocaron en hielo. En un tubo de polipropileno frio de 1.5 ml
se mezclaron 40 pl de las células en suspensién con 1 a 2 pl de DNA ( El DNA
debe estar en un buffer de baja fuerza idnica como el TE* ). Se mezclaron bien

v se mantuvo al tubo en hielo de 0.5 a 1 min.
* El DNA que contiene mucha sal puede hacer a la muestra demasiado conductiva y
causar un arco eléctrico a alto voltaje.

El aparato Gene Pulser se ajusté a 25 pF. Se ajustd el controlador de
pulso a 200 Q y a 2.50 kV cuando se usaron cubetas de 0.2 cm. Se ajustd a
1.50-1.80 kV cuando se usaron cubetas de 0.1 cm. La mezcla de células y de
DNA se transfirid a una cubeta de electroporacidn, y agité la suspensién en el
fondo de la cubeta. Se colocd la cubeta en una cémara de deslizamiento
segura. Se empujd la camara hasta que qued6 asentada con los contactos en la
base de la cédmara y se di6 un pulso de corriente. Se quité la cubeta de la
cdmara e inmediatamente se adiciond 1 ml de medio de cultivo fresco a la
cubeta y se resuspendid rapidamente las células con las pipetas ( ésta rapida
adici6on de medio después del pulso es muy importante para la recuperacién
de transformantes ). Se transfirié la suspensiéon de células a un tubo de
polipropileno de 17 X100 mm y se incubaron a 370C por 1 h ( el agitar los
tubos a 225 rpm durante esta incubacién puede incrementar la recuperacion
de transformantes ). Se corroboraron y grabaron los parametros del pulso
eléctrico ( el tiempo constante debe ser de entre 4 v 5 mseg ). La fuerza del
campo eléctrico puede ser calculado como volts actuales ( V )espacio de la
cubeta { cm ). Se plaquearon las células en un medio selectivo.

CONJUGACION:
Para pasar las construcciones genéticas y los vectores, a Rhizobium, se

realizaron cruzas triparentales para aprovechar el proceso de conjugacién que
se realiza en bacterias. Se colocaron 3 ml de medio de cultivo selectivo y se
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inoculd con la bacteria de interés. Se crecié por separado a la bacteria
donadora ( E. coli ), la receptora ( Rhizobium ) y la que lleva el plasmido
cooperador. Se crecié hasta una absorbancia Optica de 0.3 a 0.6 a una longitud
de onda de 600 nm. Se centrifugd 1.5 a 3 ml de los medios de cultivo en tubos
eppendorf de 1.5 ml de capacidad, a 14 000 rpm por 2 min. Se quitd el medio
de cultivo. Se resuspendié la pastilla celular en 1 ml de MgS0O4 10 mM y se
centrifugd nuevamente. Se elimino el sobrenadante y volvié a resuspender la
pastilla celular en 20 pl de MgSO4 10 mM. Esta gota se colocé en medio de
cultivo sélido sin antibidtico. Sobre ella se afiadié las gotas de las células con
las que se llevard a cabo la conjugacién. Se traté de poner las células en una
proporcion de 1:1:1. y se incubaron de 24 a 48 h a la temperatura de

crecimiento de la célula receptora™
*Rhizobium crece a 300C.
Se tomoé el parche de células y se resuspendié en 1 ml de MgSO4 10 mM

con Tween 0.1%, se agitdé en vortex lo mejor posible, procurando no dejar

grumos formados**. Centrifugar 15-30 seg.

** En el caso de Rhizobium, al parecer tiene una gran cantidad de polisacaridos
capsulares, lo que fomenta la formacién de agregados. Es por eso conveniente que este
paso se repita dos o fres veces mas.

Se decantd el sobrenadante y resuspendié en 350 ul de MgSO4 10 mM
con Tween 0.1%. Se sometié a vortex para eliminar cualquier formacion de
grumos o células agrupadas. Se plaqued en tres cajas de medio selectivo 200
pul, 100 ul y 50 pl de estas células en suspension, para obtener las células
aisladas. Se colocaron los controles en cajas separadas para evitar
contaminaciones. Se tomaron las candidatas a transconjugantes y analizdé si
eran positivas

ESTRATEGIAS PARA CLONACION EN PLASMIDOS VECTORES
LIGACION DE FRAGMENTOS CON EXTREMOS COHESIVOS:

Se digirié el plasmido y el DNA a insertar con las enzimas de restriccion
apropiadas. En casos necesarios, se aislaron los fragmentos deseados por gel
de electroforésis y/6 con tratamiento del plismido con fosfatasa. Se
purificaron los plasmidos extrayendolos con fenol:cloroformo y con
precipitacion con etanol. Se redisolvieron los DNA’s en TE ( pH 7.6 ) a una
concentracién de 100 npg/ml.

Se hicieron las mezclas de ligacién como sigue:

a).- Se transfirié 0.1 pg del DNA del vector a un tubo eppendorf de 1.5 ml
estéril. se adicioné una cantidad de DNA a insertar en una concenraciéon
equimolar.

b).- Se adicion6é agua hasta 7.5 pl y se calenté la solucion a 650 C por 5 min
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para separar cualquier extremo cohesivo que se haya realineado. Se colocd la
muestra en hielo.

¢).-Se adiciond:

- Solucién amortiguadora 10X para

bacteriofago T4 DNA ligasa* 1ul
- Ligasa de bacteriofago T4 I ul (0.1 unidades) Weiss
-ATP a5 mM 1ul

Se incubaron las reacciones por 1 a 4 h a 160 C

* Solucién amortiguadora 10X para Ligasa T4
200 mM de Tris.Cl (pH 7.6)
50 mM de MgCh

50 mM de Dithiothreitol
500 pg/ml de albumina de suero de bovino (opcional)

Se colocaron ademdis dos reacciones control, una con el plasmido vector
solo y otra con el DNA del inserto y el vector sin ligar. Se utilizéd de 1 a 2 pl de
cada una de las reacciones de la ligacién para transformar células
competentes de E. coli.

LIGACION DE FRAGMENTOS CON EXTREMOS ROMOS:

En los casos en que se realizé la ligacién con extremos romos o
rasurados, se necesitaron las siguientes condiciones:
- Concentraciones bajas de ATP ( 0.5 mM )
- La ausencia de poliaminas como la espermidina
- Concentraciones muy altas de ligasa ( 50 unidades Weiss/ml )
- Altas concentraciones de extremos rasurados

En alglnos casos se utilizaron agentes condensantes de DNA para que
éste formara agregados, como el Poli-etilén glicol o el cloruro de
hexaminocobalto, las cuales acecleraron la relacidon de ligacion de extremos de
DNA rasurados de 1 a 3 drdenes de magnitud, lo que permitid que se llevaran
a cabo las reacciones a bajas concentraciones de DNA y de enzima. Otra de sus
funciones fué la de alterar la distribucién de los productos de ligacién. Asi se
suprimié la ligacidon intramolecular, y los eventos de ligacién se redujeron a
los de unidén intermolecular.

BUSQUEDA EN COLONIA DE FRAGMENTOS DE DNA DE INTERES EN UN

BANCO GENOMICO.

Para aislar las diversas clonas del banco gendmico, se ocupdé un banco
genémico de Rhizobium etli, construido con el vector pLAFRI1, que puede
contener fragmentos de alrededor de 20 kb, y que se calcula que tiene
representado el genoma de Rhiizobium aproximadamente 3 veces. Se colocé un
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filtro de nitrocelulosa ( Hybond N+™ Amershan ) sobre una caja petri con agar
con el antibidtico de seleccién ( Tc 10 ). Se utilizaron las puntas de palillos
estériles, y se transfirié cada colonia de bacterias a los filtros que estaban
sobre el agar de las cajas y la misma punta se pasdé sobre el agar de una caja
con antibidtico de seleccidén, pero sin filtro, la cual se consideré como la caja
principal. Por ultimo se colocé una colonia que sélo tenia el vector sin inserto,
el cual fué el control negativo, puesto que fué neccesario para discriminar
entre un alineamiento especifico de la sonda radioactiva a un plasmido
recombinante y una hibridacién no especifica que se considera como fondo. Se
invirti6 las cajas y se incubaron a 370 C hasta que la bacteria alcanzé un
diametro de entre 0.5 a 1.0 mm,

Se marcé el filtro de nitrocelulosa en tres o mas posiciones asimétricas y
éstas marcas se hicieron también en la caja principal. En el caso del filtro se
realizd6 un corte en las orillas, o se utilizé algun lapiz para hacer las sefiales.
Otra forma de marcarlos fué con un sello con el nimero de colonias a picar.
Este sello fué mojado con tinta indeleble y se colocéd sobre los filtros, por lo
que se marcé el nimero de colonia, asi como su localizacién en la caja. Se selld
la caja principal con parafilm y se almacendé a 40 C en una posicion invertida
hasta que se tuvieron los resultados de la reaccién de hibridacion. Se lisaron
las bacterias y unié el DNA liberado al filtro de nitrocelulosa. La lisis celular v
el fijado del DNA se realizé con un solo paso utilizando NaOH 0.4 N.

HIBRIDACION SOUTHERN
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SEPARACION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA GENOMICO O DE

PLASMIDO:

Se digirié6 una cantidad apropiada de DNA gendémico de la bacteria sobre
la que se realizd la hibridacién (se deben cargar aprox. 10 nug de DNA por
carril), o del plasmido de interés. Al final de la digestion, se preparé un gel de
agarosa con solucidén amortignadora ( TAE o TBE ) y se colocé en una camara
de electroforésis llena de esta solucién, generalmente a una concentracion de
1X. (Este gel puede llevar bromuro de etidio a 0.5 pg/ml). Se encendid la
cdmara y se corrid a un voltaje de 60-100 V. Se evitdé la salida del colorante
azul de bromofenol. Después de terminar la electroforésis, se tomd una
fotografia del gel, colocando una regla transparente de color rojo a anaranjado
y sometiendo ambos a luz ultravioleta. Otra opcién fué la de colocar una
pelicula transparente y marcar con un plumoén tanto los pozos del gel como la
disposicién de las bandas.
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TRANSFERENCIA DEL DNA DEL GEL DE AGAROSA A UN SOPORTE
SOLIDO ( MEMBRANA DE NYLON ) POR TRANSFERENCIA CAPILAR:

Se colocd el gel encima de un soporte de vidrio con un papel Whatman
3MM encima, en contacto por ambos lados con un depdsito que contenia una
solucién de NaOH 0.4 N. Encima del gel se puso la membrana de nylon al cual
se transfirié el DNA evitando la formacién de burbujas, las cuales evitaron la
transferencia de algin o alguno de los fragmentos. Encima se colocaron unas
tres capas de papel Whatman 3 MM vy finalmente varias capas de toallas de
papel absorbente. Finalmente un peso aplicado encima de todo fomenté la
transferencia por capilaridad.

Posteriormente se lavo la membrana en una solucién de SSC 2X para
quitar el exceso de NaOH. Se observé en una lampara de luz ultravioleta para
ver si se transfirié y de esta manera esta luz ayudd a fijar el DNA en forma
covalente en la membrana de nylon ( Hybond N+™ Amershan ). Otro método
para fijar el DNA a la membrana fué la de hacer un secado al vacio en una
estufa a 800 C.

MARCAJE RADIOACTIVO DE LA SONDA DE DNA UTILIZANDCO EL
SISTEMA DE MARCAJE DE DNA CON MULTIPLES CEBADORES

Para esta tesis se siguid el siguiente protocolo de marcaje radioactivo:
1.- Se disolvio el DNA a marcar a una concentacién de 2-25 ug ya sea en agua
destilada o en 10 mM de Tris-HCl ( pH 8 ) y 1 mM de EDTA.
2.- Se desnaturalizé la muestra de DNA calentando de 95-1000 C por 2 min en
un bafio de agua hirviendo, despues se puso la muestra en hielo.
3.- La reaccién en hielo se preparé de la siguiente manera:

Solucién de DNA ( 25 ng ) 1-10 pl
dNTP’s no marcados * 4 ul de cada uno omitiendo el que
va a estar marcado

Solucién amortiguadora 10X** 5ul

Cebador*** 5 ul

[@-32P]dNTP 5pul

Enzima 2 ul

Agua a un volumen final de 50 ul

4.- Se mezclé suavemente utilizando una pipeta y se centrifugd brevemente
en una microcentrifuga.

5.- Se incub6é a 370 C por 30 min, 4 a 5 h a temperatura ambiente o toda la
noche a 14-160 C. Para su uso en reacciones de hibridacién la muestra se
calenté a 95-1000 C por 2 min y despues se colocé en hielo y directamente se
utilizé para reacciones de hibridacién. La marca no incorporada se puede
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remover usando filtracion en gel o con precipitaciéon selectiva, antes de
desnaturalizar. Si se usa la precipitaciéon puede resuspender la sonda marcada
en NaOH 0.1 N y de esa forma se evita el calentar la muestra. La reaccién se
puede usar directamente o guardarla a -200 C una vez que se le ha agregado
EDTA a 20 mM.

HIBRIDACION DE SONDAS MARCADAS RADIOACTIVAMENTE A
ACIDOS NUCLEICOS INMOBILIZADOS

La membrana de nylon con el DNA transferido se colocéd en una solucidn
de SSC 2X, y después se introdujo en un tubo de acrilico al cual se le
agregaron 10 ml de una solucién que lleva:

Formamida 50 ml
SDS 20% , 3.5 mi
NaH;PO4 2M( pH 7.2) 1.5 ml
EDTA 500 mM pH: 8 0.02 ml

Se metio el tubo a un horno de hibridacién a 420 C. durante 4 h.
Posteriormente se le adiciond la sonda marcada radioactivamente a la solucién
y al filtro, v se dejé incubando durante 12-48 h dependiendo de la actividad
especifica de la sonda. Posteriormente sc¢ extrajo la solucién y el filtro se
sumergio en una solucidén de SSC 0.5 X y SDS 0.1 % a 550 C y se mantuvo en
agitacion durante 30 min. Posteriormente se detecté con un contador Geiger la
sefial de radioactividad en la zona de hibridacién con respecto al resto de la
membrana para deducir si el fondo radioactivo puede interferir con la seial.
Cuando asi ocurria se lavd la membrana con una solucién de SSC 0.1 X v SDS
0.1 % a 550 C por 30 min. Si la sefial de fondo ain persistia se incrementaba la
temperatura hasta 650 C y se lavaba mas tiempo.

Si la sefial de fondo habia disminuido, entonces se lavaba con una
soluciéon de SSC 2 X, durante 4 veces y se metia el filtro dentro de una bolsa
de plastico o se cubria con una pelicula de plastico. Se expuso el filtro a una
Pelicula para RayosX OMAT, o directamente en una pantalla de
Phosphorimager™.

SECUENCIACION DE DNA DE PLASMIDO POR EL METODO DE
TERMINACION DE CADENA

Para realizar las lecturas de secuencia en el laboratorio, se procedio a
usar el método de terminacién de cadena, tal y como estdi descrito en el
protocolo de Amershan Life science para su paquete de secuenciacién con
Sequenase T7. Los cebadores que se ocuparon en el caso del pBluescript con
sus insertos, fueron los cebadores comerciales T3 y T7. El pHME22, el pHMEI16
y el pHMEI1, fueron cortados con enzimas que dejaran extremos salientes 3’



que se usaron como protectoras, y posteriormente se usd la actividad de
exonucleasa de la enzima Exolll que usa como templado extremos terminales
salientes 5’ y genera deleciones de los fragmentos de interés. Posteriormente
se usé la actividad exonucleasa de cadena sencilla de la enzima nucleasa SI
para generar extremos romos en los fragmentos deletados. Los fragmentos de
2.2 y 4 kb que se¢ secuenciaron, fueron deletados unidireccionalmente con las
enzimas Exoll y Nucleasa S1, para obtener clonas con fragmentos menores y
de facil secuenciacidon. Las clonas se trataron con la enzima Klenow y la ligasa
T4 para ligar las construcciones y se transformaron células de E. col/i HB-101,
DHSa, o XLIBlue, para obtener los diferentes plasmidos con el inserto deletado
en diferentes longitudes. Este método puede ser revisado en Henikoff, 1984, vy
adpatarse a los diferentes vectores a estudiar.

se desnaturalizaron los templados de doble cadena con cualquiera de los
siguientes protocolos descritos abajo:
A).-DESNATURALIZACION DE DNA DE DOBLE CADENA CON GLICOL
En un tubo de polipropileno se mezclaron:

0.5-3 pg de DNA X ul ( No mas de 7))
Agua X ul ( ajustar a 7 )
Reactivo desnaturalizador de plasmido™ Sul

DNA Primero o cebador I pl

TOTAL 13 ul

*10 mM de Tris-HCI(pH 7.5), | mM de EDTA,
50% de glicerol y 50% de etilén glicol
Se mezclé e incubd la muestra por 5 min a 90-1000 C. se puso la mezcla

en hielo y se le afadio:
Buffer de reaccién con plasmido.** 2 ul

TOTAL 15 wl
DESNATURALIZACION DE DNA DE DOBLE CADENA CON ALCALINIDAD
En un tubo de polipropileno se mezclo:

0.5-3 pg de DNA X pl (No mas de 8)
Agua X pl (Hasta ajusta a 8)
NaOH al 1.0 M 2 ul

DNA Primero o cebador . 1 pl

TOTAL 11 pl

se mezcléd e incubd por 10 min a 370 C. Se puso la mezcla en hielo y se

49



- W W W v v WV VvV VvV VvV Vv VvV ¥V Vv v W VvV W Vv VvV vV UV Vv Vv Y VvV TV WU ''w wawu

e

le afiadid:

HCl al 1.0M 2 ul
Buffer de reaccidon con plasmido.** 2 ul
TOTAL 15 ul

**(concenirado) 1.0 M de Tris-HCI(pH 7.3},
100 mM de MgCly, 250 mM de NaCl

2.- ALINEAMIENTO: se incubdé la mezcla de Templado/primero/buffer a 370C
por 10 min. Se mantuvo en hielo.

3.- Mientras se llevaba a cabo el alineado, se marcaron y se le adicioné a los
tubos 2.5 ul de cada mezcla de terminacion®*** ( ddG, A, T y C ). Se

mantuvieron en hielo para usarlos en los pasos 5 y 7.

***+La mezcla lleva: dideoxinucledtido( ddG,A,T o C ) 8 uM, 80 uM de 7-deaza-dGTP, 80 uM
dATP, 80 uM de dCTP, 80 uM TTP, 40 mM de Tris-HCI{ pH 7.6 } y 50 mM de NaCl.

4.- Se diluyd la mezcla de marcaje**** 5 veces para trabajar en esa
concentracidén. Si se quiere hacer una lectura de secuencia lejana al primero,
no lo diluya. Retenga para su uso en el paso 6

Mezcla de marcaje 2 ul

Agua 8 ul

*xxx( 7.deaza-dGTP )} ( Concentracién de 5X ) 7-deaza-GTP a 7.5 uM, dCTP a 7.5 pM y dTTP a

7.5 uM
5.- Se precalentaron los cuatro tubos de terminacién del paso 3 (G, AT y C) a

370C
6.- Reaccién de marcaje:

DNA alineado en hielo: (15 ul)
Dithiotreito] al 0.1 M 1 pl
Mezcla de marcaje diluida 2 ul
[@-358],[@-33P] o [-32P] JATP ( 5 pCi) 0.5 ul
Secuenasa T7 formulada para secuenciar
plasmidog*#*** 2 ul
TOTAL 20.5 pi

7.- REACCIONES DE TERMINACION: se transfirieron 4.5 ul de la reaccidén de
marcaje a cada tubo de terminacion (G,A,T y C). Se mezclé y continé la
incubacién de las reacciones de terminacién a 379 C por 5 min.

8.- Se detuvieron las reacciones afiadiendo 4 pl de solucion de terminacién
concentrada a 2X (Formamida al 95%, EDTA a 20 mM, azul de bromofenol al
0.05% vy xilen cianol FF al 0.05%)

9.- Se calentaron las muestras a 750 C durante 2 min inmediatamente antes
de poner de 2 a 3 pl de las muestras en cada linea del gel de secuencia.
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PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE METABOLITOS NOD DEL MEDIO DE

CULTIVO

Para el caso de las cinéticas de secrecidn de FN’s por parte de las
bacterias analizadas, el paso 4 de este protocolo se llevd a cabo en el momento
sefialado para cada muestra, y ¢€stas se mantuvieron a 40 C hasta esperar que
la ultima muestra fuera retirada.

1.- Se crecid la cepa a estudiar en medio B- hasta que alcanzé una D.O. de 0.2 a
600 nm de longitud de onda ( A )

2.- se diluyeron 50 pl de este cultivo hasta una D.O. de 0.01 o 0.02 a 600 nm
de A para inocularlo en 1 ml de medio B- con antibidtico e inductor
( Naringenina a 1.5-2 uM )

3.- Se afiadieron 25 pCi de glucosamina marcada con 14C. ( actividad especifica
45-60 pCi/pmol )

4.- Se crecio en tubo de 10 ml a 280 C agitando a 250-300 rpm hasta alcanzar
una densidad optica de 0.2-0.4 en una A de 600 nm

5.- Se pasé el cultivo a tubos eppendorf y se centrifugaron 15 min a 14000
rpm. '

7.- se afiadié 1/2 volumen ( 0.5 ml ) de n-butanol saturado con agua

8.~ Los tubos se agitaron vigorosamente durante minimo 1 h o toda la noche
9.- Se centrifugaron los tubos 1 min a 3000 rpm, o se dejaron reposar hasta
que se separaron dos fases.

10.- Con wuna punta amarilla se retiré6 la mayor cantidad posible de
sobrenadante (= 300 ul), que se transfirid a otro tubo eppendorf. Esta fase
butanélica se secd en un evaporador al vacio.

11.- Se resuspendio el material en 20 pl de n-butanol saturado. En caso de no
lograr la resuspensidn, se afladieron otros 20 ul.

12.- Se agitaron los tubos vigorosamente en un mezclador para tubos
eppendorf durante 1 h o toda la noche.

13.- Se marcaron las placas donde se corrieron las muestras y se afadio de
1.5-5 ul de muestra a la placa.

Para Cromatografia en Capa Fina de Fase Reversa se usé como solvente
acetonitriloiagua en una proporcién de 1:1 ( v/v ). El liquido subio por
capilaridad hasta que faltaron =0.5 cm para alcanzar el borde de la placa. Se
dejé secar perfectamente y se expuso en una placa de Phosphorimager™.

EXTRACCION DE PROTEINAS DE Rhizobium etli cepa CE3

Después de inducir los cultivos en medio PY por diferentes periodos de
tiempo con naringenia, o en estado de estrés calorico ( 420C ), las células
fueron colectadas por centrifugacién y se pasaron a tubos eppendorf. A los
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tubos se les agregd solucién de Laemmli ( 50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10%
glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 0.1% azul de bromofenol ) después de lo cual se
incubaron por 5 min a 95-100°C, se dejaron enfriar en hielo, se elimind el
material insoluble por centrifugacién, y se colectd el sobrenadante el cual
contenia las proteinas listas para analizarse. En otro caso, se resuspendieron
en 400 ml de agua y se sometieron a sonicacion para romper las células y se
recupero la fraccién membranal que se resuspendio en el buffer de lisis que
se utiliza en el 1EF.
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

DESNATURALIZANTE (SDS-PAGE) Y NATIVO:

Las muestras fueron analizadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante ( Laemmli, 1970 ). Cada muestra de proteina
fué resuspendida en una soluciéon de 100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4 % [p/v]
dodecil sulfato de sodio ( SDS ), 20 % [v/v] glicerol, 10 mM B-mercaptoetanol,
0.2 % [p/v] azul de bromofenol ( Laemmli 2X } ( Laemmii, 1970 ) e incubadas
5 min a 950C. Las proteinas fueron separadas en un gel discontinuo de 15 %
acrilamida ( 9.73 % [p/v]acrilamida, 0.27 % [p/v] bis-acrilamida, 390 mM Tris
pH 8.8, 0.1 % [p/v] SDS, 0.1 % [p/v] persulfato de amonio ( APS ), 0.04 % [v/v]
TEMED. l.a parte concentradora del gel consistié de 4.96 % [p/v] acrilamida,
0.14 % {p/v] bis-acrilamida, 130 mM Tris pH 6.8, 0.1 % [p/v] SDS, 0.1 % {p/v]
APS, 0.1 % [v/v] TEMED ( Laemmli, 1970 ).

La solucién de electroforesis fué: 25 mM Tris-HCI, 250 mM glicina, 0.1%
{[p/vi SDS. Se cargaron en los pozos las muestras de proteinas y marcador de
peso molecular comercial y se corrieron a 20 mA durante 2 h.

Algunos grupos o iones cargados pueden migrar cuando se encuentran
en un campo eléctrico. Puesto que las proteinas tienen una carga neta a cierto
pH correspondiente a su punto isoeléctrico también pueden migrar, la
proporcidn de la migracion depende de la densidad de carga que tenga la
proteina. La aplicacién de un campo eléctrico a una mezcla de proteinas
resulta en la migracién gradual de las proteinas a diferentes distancias de uno
de los electrodos. El compuesto utilizado para electroforesis es un polimero
sintético de mondmeros de acrilamida y bis-acrilamida ( poliacrilamida ), los
cuales permiten la migracién de proteinas dependiendo de la apertura
formada por la red de poliacrilamida. De esta manera, un gel con una
concentracion de 10% permite la separaciéon de proteinas con un peso de 10 a
200 kDa. En la electroforesis desnaturalizante el agente quimico que permite
una desnaturalizacién parcial es el detergente anidnico dodecil sulfato de
sodio ( SDS ). La mezcla de proteinas es completamente desnaturalizada con
calor ( 950C ) en presencia de B-mercaptoetanol que rompe los enlaces
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disulfuro, el SDS desnaturaliza a las proteinas y aporta cargas negativas a las
proteinas lo que permite su migracién hacia el catodo ( + ), por lo que en éste
tipo de geles el pH no es tan critico ( entre 3 y 10 ) como en geles nativos
donde las proteinas se separan en base a su forma, carga y peso molecular.

ELECTROTRANSFERENCIA:

Después de que las proteinas fueron separadas, el gel se colocd en el
cartucho de una cdmara de transferencia en semi-seco y se¢ le colocd una
membrana de nitrocelulosa ( Hybond-C extra; Amersham ) con papel filtro
entre la membrana y el gel. Posteriormente, se humedecié la camara con
solucién de transferencia ( 39 mM glicina, 48 mM Tris, 20 % [v/v] de
metanol ); generalmente éste buffer tiene una baja fuerza idnica lo que
permite la gran diferencia de potencial, ademds el metanol contenido en la
solucidon promueve las interacciones hidrofébicas y evita que el gel cambie de
tamafio. Se le aplicé una corriente constante de 0.80 mA/cm2 que se aplicéd
través de 1-3 h ( Sambrook et al, 1989; Ausubel er al, 1989 ).

Se sugiere que la proteina se une a la nitrocelulosa por interacciones
hidrofébicas, aunque el mecanismo exacto de unidén no esta muy claro.

INMUNODETECCION:

A los filtros de nitrocelulosa donde se transfirieron las proteinas se les
adicion6 la solucion de bloqueo que consiste en 5 % [p/v] leche descremada
( Carnation™ ) en 140 mM NaCl, 2.8 mM NaH POy, 7.2 mM NaHPO4 pH 7.4
(PBS), 0.1 % [v/v] Triton X-100, y se¢ incubaron 1 h a 500 C. Este proceso de
bloqueo se realizé para evitar uniones inespecificas de otras moléculas a las
membranas, ya que la albimina ocupa los sitios activos libres de las
membranas. Posteriormente, se les adiciond el antisuero policlonal anti-NodT
( Rivilla and Downie, 1994 ) diluido 1:1000 en 5 % [p/v] leche descremada
( Carnation™ ), 0.1 % {[v/v] Triton X-100 en PBS ( PBS-T ) y se incubaron 2 h a
temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados de 15 min cada uno con PBS-
T. Después se les adiciond el anticuerpo contra inmunoglobulina de conejo
asociado a fosfatasa alcalina, diluido 1:5000 en PBS-T y se incubaron 1 h a
temperatura ambiente. Se lavaron tres veces con PBS-T y se revelaron en un
buffer de 0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 2 mM MgCl, pH 9.5 con 0.6 mM Nitro
azul de tetrazolio ( NBT ) y 0.07 mM 5-bromo-4 cloro-3-indolil fosfato
( BCIP ), los cuales son los sustratos de la fosfatasa alcalina de manera que se
produce una sefial dada por la reaccién quimica de la enzima y sus sustratos
( Bio-Rad, 1994 ).

El proceso de eclectroforesis, electrotransferencia e inmunodeteccién
también es llamado Western blot.
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TINCION CON AZUL DE COOMASSIE:

Una solucién de azul de coomassie R-250 ( 0.1% ) en agua:metanol:acido
acético glacial ( 5:5:2 ) fué adicionada al gel y se incubd 2 h. minimo con
agitacion. Se destifié 1 h con una solucién de 50 % metanol, 10% dacido acético
[v/v].

Este tipo de ftincidn permite visualizar proteinas con una concentracidon de =
0.5 ug en el gel. Este es un colorante principalmente no polar que en un medio
acido reacciona con NHj;y grupos de proteina no polar, a través de fuerzas
electrostaticas y de van der Waals.

ELECTROFORESIS DE DOS DIMENSIONES:

Para realizar la electroforesis de dos dimensiones se utilizé el sistema
desarrollado  por O’Farrell ( 1975 ), en donde las proteinas se separan
primero por punto isoeléctrico ( pl ) en condiciones desnaturalizantes vy
posteriormente por tamafio molecular con el sistema de Laemmli ( O’Farrell,
1975 ). Este sistema también se adaptd al formato pequefio ( Hoefer, 1989 ).

Los geles para realizar el isoelectroenfoque ( IEF ) se hicieron en tubos
de vidrio de 7 cm con capacidad para 500 pl. Los tubos se lavaron con mezcla
cromica durante ' h y se enjuagaron bien con agua tridestilada, se lavaron
unos minutos con 100 mM KOH y se enjuagaron nuevamente con agua, s¢
lavaron con etanol absoluto y se dejaron secar. La solucion del gel consté de
3.8 % acrilamida, 0.18 % bis-acrilamida (3.3 % T, 5.6 % C) 9.5 M urea, 0.36 %
anfolinas de pH 3-10, 0.64 % anfolinas de pH 4-8, 2 % Nonidet P40, 0.02 %
persulfato de amonio y 0.1 % TEMED. La solucion del catodo fué de 20 mM
NaOH y la del anodo de 0.085 % é4cido fosfdrico ( Hoefer, 1989 ). Los geles se
pre-corrieron a 200 v durante 15 min , después a 300 v 30 min y se
cargaron las muestras en cada tubo. Las muestras se resuspendieron en una
solucién amortiguadora de lisis que consté de 2 % anfolinas de pH 4-6.5, 2 %
Nonidet P40, 1 % DTT, 9.5 M urea. S¢ cargaron en la parte catdédica del gel, y
se electroenfocaron durante toda la noche ( @16 h) a 400 V. Después se
aumentd el voltaje a 500 V durante 60 min.

El gel se saco del tubo con ayuda de una jeringa con agua, se marcé el
exiremo &cido y se equilibré en solucidn amortiguadora de Laemmli durante
25 min. Después se cargd en un gel de poliacrilamida desnaturalizante con el
extremo 4cido junto al inicio del gel. Paralelamente, se cargd un carril
adyacente al cilindro del gel electroenfocado, con fraccion membranal de
Rhizobium para utilizarla como estindar interno. La electroforesis e
inmunodeteccién se realizaron de la misma forma mencionada anteriormente.
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MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO LB ( LURIA-BERTANI )
Para un litro.

a 950 ml de H,O desionizada agregue

Bacto-triptona 10g
Bacto-extracto de levadura 5¢g
NaCl 10g

Agite hasta que se disuelvan los solutos. Ajuste el pH a 7.0 con NaOH 5N
(+/- 0.2 ml). Ajuste el volumen de la solucidén a 1 lt. con H;O desionizada.
Esterilice por autoclave durante 20 min a 15 Ib/pulgada cuadrada.

MEDIO PY

Para 1 litro

A 950 ml de HyO desionizada agregue:
5 gr. Peptona de caseina

3 gr Extracto de levadura

7-10 mM de CaCl,

Afore a 1 1 desionizada

MEDIO B-

Manitol 10 g/lt
MgS0O4.7H,0 0.55 g/
KNO3 0.55 gl
Ca(NO3)2.4H,0 13 gl
Fe(III)NaEDTA 33 mg/l
Biotina 0.2 mg/l
Thiamina . HC1 5 mgl
Elementos Traza 25 ml
Esterilizar a 120 ¢C

Agregar:

1 mM de KyHPO4 / KHyPO4 para ajustar el pH a 7.2
Trazas:

MnSO4.H»0 0.609 gr/lt
ZnS804.7TH,0 0.1 g/t
H3;BO; 1.27 gr/lt
Na;Mo00O4.2H>0 0.4 ar/lt

CuSOy4 0.04 gr/lt
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RESULTADOS

1.- IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE LOS GENES nodT EN

R. etli CEPA CE3

El DNA total de R. efli cepa CE3 se extrajo por medio de lisis celular y se
digirié con la enzima de restriccién Eco RI. Con este este DNA digerido se
realizé6 una hibridacion tipo Southern, para detectar al gen nod7, usando como
sonda un fragmento de 1.5 kb, el cual contiene el gen nodT completo de R
leguminosarum bv. phaseoli ( plJ1984 ). Se observaron dos bandas de
hibridacion: una de las cuales pesa aproximadamente 7.7 kb y la otra
alrededor de 4 kb. ( fig. 10 ), lo que indica que o bien el gen presenta un
sitio de restriccién interno Eco RI o que existe una segunda copia de este gen.

Con el fin de aislar estas regiones, se hizo una hibridacidén en colonia
sobre un banco de R. e#/i, construido en el vector pLAFRI.

La sonda que se usd para realizar la hibridacién tipo Southern sobre las
1,200 colonias que representan el banco, fué nuevamente el fragmento de 1.5
kb, que lleva el gen nodl completo de R. Jeguminosarum bv. phaseoli
marcado con 32P. Se scleccionaron todas las clonas que dieron una sefial
positiva por encima del fondo radioactivo, sin importar si esta era fuerte o
tenue, ya que las bandas que se observan en el Southern gendmico también
presentan intensidades diferentes. Se aislaron 30 colonias que daban sefal, y
se procedié a hacerles una extraccion de plasmido a cada una. EI DNA
plasmidico fué digerido con la enzima Eco RI y las digestiones de ellas se
corrieron en un gel de agarosa al 1%. El DNA presente en este gel se transfiri¢
a una membrana de nylon y también se hibridé con el fragmento de 1.5 kb.
De las clonas analizadas, nueve llevaban el fragmento de 7.7 kb y cinco el de 4
kb. Las intensidades de la sefial mostrada por los fragmentos que llevaban
estas colonias tenian la misma diferencia que las que se observaron en las
bandas de hibridaciéon del DNA gendémico. En ninguna de las clonas se observd
la presencia de las dos bandas ( fig. 11 ).

2.- LOCALIZACION DE LOS GENES nodT EN R. etli CEPA CE3

Con el objeto de determinar la localizacion de los fragmento que
hibridaron con el gen nodT, utilizamos las cepas curadas de cada uno de los
seis plasmidos que tiene R. etli CE3 ( Brom et al, 1992).

R. etli tiene 6 plasmidos, los cuales son nombrados de “a” hasta “f”,
siendo el plasmido “d” el simbidtico. Las cepas usadas fueron:
CEN42 ( R etli cepa silvestre )
CFNX182 ( CFN42 curada del plasmido a )
CFNX183 ( CFN42 curada del plasmido b )
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FIG. 10.- Hibridacion Southern sobre DNA gendémico de Rhizobium etfi CE3, usando
como sonda un fragmento de 1.5 Kb que ileva el gen nodT DE R. leguminosarum
bv.phaseoli

1.-DNA genomico de Rhizobium etli CE3 digerido con la enzima de restriccion Eco Ri.

2.- plJ1984 digerido con Eco RI ( control )

123 456 kb

23.13
9.41
6.55
4.36
2.32
2.05

Fig. 11.- Hibridacién tipo Southern de DNA de algunos de los cdsmidos aislados
de un banco gendémico de R. etliCE3 ydigeridos con EcoRl usando como sonda
el gen nodT de R. leguminosarumbv. phaseoli.

Clonas: 1)12-39, 2)11-58, 3)11-56, 4)4-3, 5) 3-61 y 6)1-100

Los numeros iniciales indican la caja del banco, y los siguientes al guion, el numero
de colonia.
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CFNX184 ( CFN42 curada del plasmido ¢ )

CFNX89  ( CFN42 curada del plasmido d [ pSym ])
CENX185 ( CFNA42 deletada del plasmido e )
CFNX186 ( CFN42 curada del plasmido f)

Las cepas fueron crecidas a saturacion y se les extrajo el DNA total que
digirid con Eco Ri, y se realizé una hibridacién tipo Southern con la sonda de
1.5 kb ( gen nodT de R. leguminosarum bv. phaseoli ). Los resultados ( fig.
12 ) mostraron que la banda de 4 kb estd ausente en el DNA de la derivada
que carece del plasmido ¢. La banda de 7.7 kb se encontréd en todas las cepas,
sugiriendo que esta copia es cromosomal o bien, podria estar localizada en
alguna zona del plésmido “e”, del cual todavia hay aproximadamente 200 kb.
Para eliminar esta ultima posibilidad, se obtuvo un perfil de plidsmidos y se
realizo una hibridacidn Southern usando como sonda un fragmento de 1.8 kb
Eco RI-Bam HI que se obtuvo del fragmento de 7.7 kb, v que se sabia que era
el fragmento minimo que daba sefial de hibridacién con el gen nodT. Se
observé una sefial de hibridacién sobre el plasmido ¢y que aparecia en todas
las cepas que llevan este plasmido. Cuando este plasmido faltaba no se
observo sefial alguna. sin embargo, en la zona donde se concentran
fragmentos de DNA cromosomal roto, se observan manchas, lo que indicaba
que la copia que esta en el fragmento de 7.7 kb muy probablemente es
cromosémica y la que estd en el fragmento de 4 kb se localiza en el plasmido
c { fig. 13 ).

3.- ANALISIS POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LA
SECRECION DE LOS FACTORES DE NODULACION AL MEDIO DE
CULTIVO, DE LAS CEPAS CURADAS DE LOS DIFERENTES PLASMIDOS
DE R. etli CE3.

Se realizaron ensayos de exportacidn de factor de nodulacion, utilizando
glucosamina marcada con 14C como precursor de los FN’s, para comparar la
cantidad de factor secretado por las diferentes cepas curadas. Los resultados
obtenidos indican que en cultivos inducidos toda la noche, hay diferencias
entre las cepas. El andlisis de Cromatografia en capa fina de fase reversa
( TLC ), indica que las cepas curadas del plasmido “a” y “b” secretan el factor
de nodulacién casi en la misma cantidad que la cepa silvestre ( 80 a 92% ). Se
observa una disminucién de la cantidad de factor de nodulacidén secretado por
la cepa CFNX184 que es la curada del plésmido “c”. Esta cepa secreta
aproximadamente un 8% de factor, con respecto a lo que secreta la cepa
silvestre. La curada del plasmido “d” no presenta factor en el medio y este
resultado se explica porque en este plismido se localizan los genes de

L1

nodulacién que sintetizan el factor. La cepa deletada del pldsmido “e” secreta
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Fig. 12.- Hibridacion Southern usando como sonda el gen nodT de Rhizobium leguminosarum
bv. phaseoli contra el DNA genémico de cepas de A. etli curadas de los diferentes plasmidos y
digerido con Eco RL.

A.- CFNX 42 (cepa silvestre); B.-CFNX 182 {a”); C.-CFNX 183 (b ); D.- CFN X184{ c™);
E.- CFNX 89 (d™ );F.- CFNX185 ( eA );G.- CFNX 186 ()} 1.- nodT de R. leguminosarum bv.
phaseoli { controt )
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Fig. 13.- A) Perfil de plasmidos de Rhizobium etli y de las diferentes cepas curadas 6
deletadas de los plasmidos que ella presenta. B) Hibridacion tipo Southern usande una copia
del gen nodT de Rhizobium etli como sonda, sobre un perfil de plésmidos de Rhizobium etli

y diferentes curadas 6 deletada de los plasmidos.

59



- oW W v v W v v v v Vv vV vV WV vV VvV WV VvV V¥V VvV Vv v Vv v Vv Vv v e Vv wv w u

aproximadamente un 50% del factor, en comparacidon con la cepa silvestre
( fig. 14 ). No hay reportes de que en este pldsmido existan genes de
nodulacion, y €l crecimiento de esta cepa en medio minimo es casi igual que el
que se presenta en la cepa silvestre. Finalmente, a la cepa curada del
plasmido “f” no se le hizo un andlisis de secrecién de factor, porque estad
reportado ( Brom et al, 1992), y comprobamos, que no crece en medio
minimo.

Dado que la cepa curada del plasmido “c” secretaba menos cantidad de
factor de nodulacién una vez que era inducido toda la noche, se procedié a
analizar si existia también un retardamiento de este fenémeno a tiempos
cortos, ya que Cardenas y colaboradores ( Cérdenas ef al, 1996 ) habian
reportado que al usar mutantes de nodl o nodJ en Rhizobium etli CE3 a
tiempos cortos, la cantidad de factor secretado al medio era menor que
cuando se tenian los genes silvestres. Realizamos un andlisis comparative de
la secreciéon de FN’s entre la cepa silvestre y la curada del plasmido “c”
( CFNX184 ) a tiempos cortos, observandose que la cepa silvestre comienza a
secretar factor a las 4 h y alcanza un méaximo a las 12 h, mientras que la cepa
CFNX184 secreta factor a partir de las 7-8 h, v en mucho menor cantidad que

la cepa silvestre ( fig. 15 ).
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4.- COMPLEMENTACION DE LA CEPA CFNX184 CON EL GEN noedT DEL

PLASMIDO ¢ O CON EL DE CROMOSOMA..

Si el efecto que se observa en la cepa CFNXI184, de disminucién y
retardo en la secrecion de factor, es causado por la ausencia de la copia del
gen nodT del plasmido ¢, al complementar a la cepa curada del plasmido “c”
con el fragmento de 4 kb que tiene el gen nod T faltante, deberia observarse
un aumento en la cantidad de factor que esta cepa secreta.

Para analizar esto, se procedio a subclonar el fragmento de 4 kb en el
vector de expresion pMP2750, el cual lleva un sitio de clonacién multiple vy
ademds el promotor del gen nodA4 que se induce con naringenina, formandose
la construccién denominada pMP2750-4. En este mismo vector también se
subclond el fragmento de 2.2 kb Bam HI-Hin dIlI que lleva la copia del gen
nodT de cromosoma, para formar la construccién pMP2750-2.2 ( fig. 16 ). La
orientacion de los fragmentos fué la adecuada para que el promotor de nodA
influyera en la transcripcién de los genes.

Tanto el vector solo, como el que llevaba las dos construcciones, se
introdujeron en la cepa CFNX184 por medio de una cruza triparental. A las
transconjugantes seleccionadas se les extrajo DNA total para corroborar si
llevaban dentro las construcciones de interés mediante una hibridacién tipo
Southern, usando como sonda el mismo vector de expresién. Una vez que se



FIG. 14.- Excrecion de factores de nodulacién, producidos con glucosamina
marcada con 14C, al medio de cultivo. y analizados por Cromatografia en Capa Fina.
1)R. etli CEPA CE3; 2) CFNX182(pa-); 3) CFNX183(pb-); 4.-CFNX184(pc-), 5.-
CFNX89(pd-) y 6.- CFNX185 (peA)

* 9 2 1. 2 1 2 1 2

ithr 2hr 4hr S.C.

FIG. 15.- Cromaiografia en Capa Fina de Factores Nod producidos con
glucosamina marcada con 14C y secretados al medio de cultivo a tiempos
cortos. 1).-R. etli CEPA CES3; 2).- R. etli CEPA CFNX184(pa-) ; *.- R. etli

CFN2001(pa- y pSym-); S.C.).- Sobrecrecido
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seleccionaron las cepas, estas se crecieron en medio B- a una densidad 4ptica
de 0.3 a 600 nm de A, para después diluir a todas a la misma densidad Ooptica
en medio B- con inductor ( naringenina ), y glucosamina marcada con !4C
como precursor de los FN’s. Al hacer una extraccion de FN's en el medio, se vid
que no hubo complementacion, ya que las cepas secretaban la misma cantidad
de factor ( datos no mostrados ).

Para eliminar la posibilidad de que existieran elementos en la secuencia
que se localiza corriente arriba del gen nod7 de plasmido ¢, que interfirieran
en la expresién, se subclond un producto de PCR de 1625 pb conteniendo a
nodT del plasmido c, utilizando la siguiente estrategia: se mandaron a hacer
dos oligonucleétidoss con las siguientes secuencias:

PRIMERO nodTGTG-Eco RI: 5 CGATCCGAATTCAGAAGGCTTGCCCGTG 3’
PRIMERO pc lower-Bam HI: 5° AGGTGGGATCCCCCTTTGCCGCCAGTCCCG 3’

Ambos primeros incluyen una secuencia para un sitio de restriccidén, en
el caso del primero A, ésta es Eco RI y el B Bam HI, los cuales no estan en la
secuncia del templado. Ademéas el primero A estd disefiado para eliminar el
promotor oE y sélo abarca al sitio de union a ribosoma y el GTG con que inicia
el nodT de plasmido c. Usando la reaccién en cadena de la polimerasa, se
amplifico un producto de 1652 pb que llevaba el gen nod7T del pldsmido c.
Este producto, digerido con las enzimas Eco Rly Bam HI, fué subclonado en el
pMP2750, que habia sido digerido con las mismas enzimas. Con la reaccion de
ligacién se realizé una transformacion de células competentes y se aislaron las
transformantes <con el marcador de resistencia espectinomicina vy
posteriormente se realizé una hibridacién en colonia para aislar una sola clona
a la que se denomindé pMP2750-38 ( fig. 17 ). Para corroborar la fidelidad
del producto de PCR, se aislo DNA plasmidico de esta transformante y se
realizaron reacciones de secuencia con los primeros. Sin embargo, estas no
dieron reacciones de secuencias definidas, por lo que el plasmido fue digerido
con Pst I, ya que hay {tres sitios en el fragmento esperado, y estos se
encontraban efectivamente presentes. Este analisis de restriccién también nos
permitio definir que el producto se habia clonado en la orientacién adecuada.
Con esta clona realizamos una complementacidn de la cepa CFNX184
( CFNX184-38 ). Un analisis comparativo de secrecién del factor Nod entre la
cepa silvestre, la CFNX184 y la complementada, no mostré ningun cambio
entre la curada del plasmido ¢ y la complementada con el producto de PCR
( fig. 18 ).

5.- MUTAGENESIS DEL GEN nodT DE CROMOSOMA
Otra estrategia que nos planteamos para definir el papel de los genes
nodT en la secrecidn del factor de nodulacion, fue la de mutagenizar la copia
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Fig. 16.- Esquema que representa las subclonaciones del nodT de plasmido ¢y
de cromosoma en &l plasmido pMP2750.
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FIG. 17.- A) Esquema que representa la
esirategia para obtener el gen nodT
aislado del plasmido ¢ por PCR y su
posterior subclonacion en el vector de
expresion pMP2750 que lleva el promotor
de! gen nodA de R. leguminosarum bv.
viciae.

B) Hibridacidn tipo Southern sobre DNA
de diferentes clonas que se obtuvieron de
fa estrategia desarrollada en A, usando
como sonda un fragmento de 1.8 kb Eco
Ri-Hin dlil, que lleva el gen nodT de
cromosoma de R. efli.
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Fig. 18.- Analisis por cromatografia en capa fina de secrecion de LCO’s
al'medio de cultivo, producidos con glucosamina marcada con 14C.
LINEA 1.- R. elli CEPA CE3; 2.- CFNX184 { pc- ); 3.- CFNX184-
pMP2750/38 { PCR nodTenpec ) Y 4.- CFNX184-pMP2750

5.- CFN2001 ( pa-, pSym-)
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presente en el cromosoma, esquematizado en la fig. 19. Para lograr esto se
buscéd encontrar un sitio de restriccién apropiado que nos permitiera insertar
un casette de resistencia a un antibidtico. El pHME22 presenta dos sitios para
la enzima Aat 1I, separados por *300 pb dentro del gen nodT7. Para generar
un gen nodT mutado, el pHME22 digerido con Aat 1I se ligd con cassette de
CmR obtenido del pCATI9, como se describe en materiales y métodos. El nedT
interrumpido por el cassette CmR, se subclondé en pJQ200SK. Este vector lleva
ademds un sitio de mobilizacion mob, un gen de resistencia a gentamicina y el
gen sacB, el cual se induce en presencia de sacarosa, expresando la proteina
Levan sacarosa, la cual es téxica en bacterias Gram negativas. Con esta clona
se realizd una cruza triparental usando como vector de ayuda el pRK20I13,
para meter este plasmido en R. etli cepa CE3 y en la cepa CFNX184 y se
seleccionaron dobles recombinantes donde el gen nodT silvestre fuera
reemplazado por el que lleva la insercidén. Estas clonas fueron sometidas a una
extraccion de DNA total, el cual se digirido con Eco Rl y este DNA fue sometido
a una hibridacion Southern para checar que efectivamente el cassette se habia
insertado en Rhizobium. Para evitar una morfologia excesivamente mucosa
que normalmente observamos en la presencia de sacarosa, este compuesto se
retird después de inducir el evento de doble recombinacion. Sin embargo,
hasta el momento no ha sido posible detectar algin cambio en la altura de los
fragmentos, por lo que no se puede determinar si se logrd la mutagénesis. Este
proceso ha sido reportado anteriormente como un buen sistema de
mutagénesis sitio dirigida.
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6.- EXPRESION DE LA PROTEINA NodT EN Rhizobium etli CE3J,

CFNX184 Y CFNX184 COMPLEMENTADA CON nod7T DEL PLASMIDO c

Con el objeto de determinar si la proteina NodT se estd expresando en
Rhizobium etli, se wutiliz6 un antisuero anti-NodT cortesia del laboratorio del
Dr. Downie. Rhizobium etli CE3, CFNX184, vy CFNX184-38 fueron crecidas por
24 h en 3 ml de medio PY con o sin el inductor naringenina a 4 pM. Las
células se centrifugaron a 14,000 rpm en tubos eppendorf de 1.5 ml de
volumen, se lavaron con MgSO,4 10 mM, se resuspendieron en 400 ul de TE
50:20 y se sonicaron a 20 V. Las muestras se centrifugaron nuevamente para
separar la fase citosélica de la transmembranal y ambas se mezclaron con una
solucién de Laemmli 2X, se hirvieron a 950C por 5 min y se corrieron e€n un
SDS-PAGE al 10% a 20 mA de corriente constante. Una parte se tifid con azul
de Comassie y la otra se transfirié a una membrana de nitrocelulosa Hybond C
para realizar una reaccién de tipo Western con el antisuero anti-NodT ( fig.
20 ). Observamos que NodT se conserva en la parte membranal y no en la
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Fig. 19.- Esquema representando los diferentes pasos de subclonacién para poder insertar el
frgamento de CAT19 con el cassette de resistencia a cloranfenicol en el gen nod7, vy la
subclonacién de esta consiruccion en el vehiculo suicida pJQ200SK, para obtener la
costruccion Clona17
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citosolica, y ademdas sélo se observé una sola banda, indicando que sdlo se esta
expresando una sola copia, que no es posible detectar diferencias entre las dos
protefnas en una sola dimensidn, que el anticuerpo so6lo reconozca un
aproteina, o que se esté expresando una de las copias en las condiciones de
laboratorio en las que trabajamos.

Con el propdsito de detectar las dos presuntas isoformas de NodT, se
realizo un gel de doble dimension usando anfolinas con un espectro de pH de
4,0 a 6.5, o de 4.0-8.0. Se detecté una sola isoforma con un pl de 5.9-6 que
comigra con la banda de 50 kb que reacciona con el antisuero anti-NodT en la
cepa silvestre y en la cepa CFNX184 ( fig. 21 A y B ) lo que indica que esa
isoforma corresponde al producto del gen nodT de cromosoma, o que las dos
isoformas comparten tanto el peso como el punto isoeléctrico, por lo que adn
no se puede determinar si esa isoforma corresponde al producto del gen nodT
del plasmido ¢ o al que muy probablemente esté en cromosoma.

Para saber si el producto de PCR subclonado en el pMP2750 se esta
expresando, se analizé la cepa CFNXI184-38, pero s6lo se observa la misma
isoforma, por lo que no se puede demostrar que el producto de PCR este
produciendo a la proteina deseada. ( fig. 21 C)

7.- SECUENCIACION DE LOS GENES nodTl' R. etli CEPA CE3

Secuenciamos las dos copias de nodT de Rhizobium etli. Para secuenciar
el nodT de cromosoma, se subcloné un fragmento de 2.2 kb del pLAFR 3-55
en pSK+ generando el pHEM22 ( fig. 22 ) La secuenciacidén se realizé por el
método de Sanger et al ( Sanger et al, 1977 ) como se describe en materiales y
métodos. Las lecturas de secuencia que se obtuvieron de este fragmento
( aprox. 200 pb de cada lado ) fueron comparadas con las secuencias del banco
de datos del GeneBank, sin que se encontrara similitud con secuencias
reportadas que tuvieran identidad con rnodT, a pesar de que la seiial de
hibridacién era intensa. Esto hizo suponer que el fragmento era demasiado
grande y que [a secuencia que tenia similitud con el gen rnod7  debiera
encontrarse hacia el interior del fragmento. Se obtuvo vna delecién de 400 pb
del pHME22 al escindir un fragmento Hin dIll, generando el pHME18. ( fig.
22). Esta construccién se uso para hacer reacciones de deleciones y de
secuencia. Las lecturas obtenidos se complementaron para dar finalmente la
secuencia completa del fragmento de 1.8 kb. En la secuencia obtenida se
observé un marco de lectura abierto con una identidad de 60 a 86 % con los
genes nodl reportados. .

Ei fragmento de 4 kb Eco RI, se subcloné en pSK+. Las construcciones
resultante se denominaron pHME40-3 y pHME40-7. La diferencia entre
ambas era su orientacidn, la cual se determind al hacer un mapa de restriccidn
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Fig. 20.- Anélisis de las proteinas que se localizan en la fraccién membranal de Rhizobium etli
y de E. coli para localizar a la proteina NodT.

1) Gel de SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de comassie.

2) inmunodeteccion con un antisuero anti-NodT de las mismas muestras del panei 1.

| nductor ( 1).- naringenina
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Fig. 21.- Inmunodeteccion con un antisuero anti-NodT en geles de doble
dimensién con la fraccién membranal de diferentes cepas de Rhizobium:

( A).- Rhizobjum etli CE3

( B).- Rhizobium etfi CFNX184

( C).- CFNX184/2750-38 + Inductor.
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donde se observo que el fragmento presenta 3 sitios para la enzimaHin dll. El
pHME40-3 fue cortado con Hin dll, lo que dejo unido al pSK+ el fragmento de
1.6 kb Eco RI-Hin dll, y al religarse se formd la construccion pHME40-1.6. El
fragmento Hin dII-Hin dII de 1.2 kb fue purificado y subclonado en el pSK
para formar el plasmido pHME40-1.2( Fig. 23 ). Al comparar la secuencia
total obtenida de estos dos fragmentos con las reportadas en el GeneBank, se
observé una identidad del 60 al 65% con otros genes nodT reportados, asi
como un muy probable sitio de unidén a ribosomas, separado por siete pares
de base de un triplete GTG, el cual se ha observado que puede ser usado, con
menor frecuencia que ATG, como el sitio de inicio de un gen en procariontes,
y codificando para una metionina cuando realiza esta funcion.

Un fragmento de 1 kb obtenido del fragmento de 4 kb original, fue
clonado en pSK y se mandd a secuenciar a una casa comercial, que utilizé el
método de la Thermosequenasa en una maquina de PCR y con la utilizacién de
nucleotidos marcados con fluorescencia. La secuencia se leyd en un
cromatograma y para hacer las reacciones s¢ utilizaron andlogos de los
primeros T3 y T7 que se usan normalmente con el pBluescriptll/SK.
Aproximadamente las primeras 400 pb de cada lado son confiables, pero
después comienzan a aparecer inespecificidades y errores en la lectura, por lo
que que no se tiene una secuencia confiable de esa zona. Este fragmento no da
sefial con una hibridacién Southern con el gen nodT usado como sonda, por lo
que no se realizaron reacciones de deleciones y secuencia en nuestro
laboratorio para corregir las inespecificidades, sin embargo se observa que un
exfremo presenta una alta identidad con el extremo carboxilo terminal de
cpxR y con corriente abajo existe identidad significativa con el extremo amino
terminal del gen c¢pxA de E. coli, y ambos genes forman un sistema de
transduccién de sefiales de dos componentes que responde a condiciones de
estrés calérico y osmdtico. En el inicio de la secuencia del fragmento de 2.6 kb
que reportamos, se observa una alta identidad con el final de c¢pxA, por lo que
parece ser que este sistema de dos componentes se halla corriente arriba de
la copia de nodT de plasmido ¢ ( fig. 23 B ).
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Fig. 22.- Ubicacidn fisica y clonacién del gen nodT de cromosoma.

A).-Mapa fisico del fragmento de 2.2 Kb, donde se ubican la disposicién de los genes y de
los sitios de restriccion.

B) Esquema que representa los diferentes eventos que se requirieron para crear el
pHME22 y el PHME18 donde va el gen nod7 de cromosoma.
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Fig. 23.- Ubicacion fisica y clonacién del gen nodT del plasmido ¢

A).- Mapa fisico del fragmento de 4 Kb donde se muestran la disposicion de los genes que se
localizaron por secuencia.

B) Esquema donde se observa el pHEM40-3, y donde se sefalan los fragmentos de
restriccion que se obtuvieron al digerir con Hin dil, los cuales se subclonaron en pSK para dar
iugar a la fromacion de pHME40-1, pHME40-1.2 y pHME40-1.6
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PORCENTAJE DE IDENTIDAD DE LOS GENES nodT DE Rhizobium etli CEPACE3Y
DE LAS BIOVARIEDADES DE R. leguminosarum EN ALINEAMIENTOS POR

SEPARADO
nodT trifolii viciae phaseoli | nodT Crom | nodT plcji
trifolii 100 59 58 62 56 |
viciae 59 100 61 62 61
phaseoli 58 61 100 80 65
nodT Crom 62 62 80 100 64 |
nodT pIC 56 61 65 64 100 |
Tabla 5

PORCENTAJES DE IDENTIDAD DE LAS PROTEINAS NodT DE Rhizobium etli CE-3
Y DE LAS BIOVARIEDADES DE R. leguminosarum EN ALINEAMIENTOS POR

SEPARADO
NodT | trifolii | viciae | phaseoli | etfi Crom| etli piC |
trifolii 100 53 61 64 56
viciae 53 100 60 61 57 4l
phaseoli 61 60 100 86 63 |
etfi Crom 64 61 86 100 61
etli pIC 56 57 63 61 100%
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8.- ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS DE LOS FRAGMENTOS

SUBCLONADOS

El alineamiento multiple ( Fig. 24 } y las tablas 4 v 5 muestran el alto
grado de identidad que se observa entre los diferentes genes nodT reportados
y los obtenidos en el presente trabajo.

Ademaés de secuenciar la regidn que lleva el gen nodT de cromosoma, la
secuencia completa del fragmento de 2.2 kb Eco RI-Bam HI, presenta las
siguientes caracteristicas en su secuencia nucleotidica y de aminoacidos que
se resumen en la figara 25: usando el programa BLASTX que provee el
programa computacional GCG, y que automdticamente traduce un fragmento
de DNA en sus seis marcos de lectura para posteriormente buscar similitud de
esos fragmentos traducidos en la base de datos Swiss-Prot, reportd que del
nucleétido 1 al 289, se observa un marco de lectura abierto cuya identidad es
del 67% ( se alinean los mismos aminodcidos ) y similitud del 83%
( aminodcidos que no modifican las caracteristicas de la proteina ) con el
extremo carboxilo terminal del gen mexB de Pseudomonas aeruginosa, el cual
es un homoélogo del gen envD de E. coli, involucrado en la regulacién por
hierro y posiblemente en la secrecion de sideréforo pioverdina. MexB al
parecer estd participando en un complejo con otras proteinas que transportan
multiples drogas al exterior de la célula ( Pool er al, 1996 a y b ). Debajo de

~este ORF no se localiza ninguna regién terminadora al utilizar el programa

computacional TERMINATOR que también se encuentra en el paquete
computacional GCG. Sin embargo, al usar un programa de andlisis de
secuencias promotoras ( Rosenblueth er al, 1996 ), se localizd6 una secuencia
que presentaba un sitio consenso -35 y otro -10, seguida por un nucleétido
separado 10 pares de bases que muy probablemente sea inicio de la
transcripeion,. localizada a 47 pb de un codon ATG que esta precedido 8 pb
corriente arriba por la secuencia CAGGA que podria ser usado como un sitio
de unién a ribosomas. El ATG marcaria el inicio de un marco de lectura abierto
cuya secuencia, traducida a aminodcidos, presenta una similitud del 86 % con
el gen nodT de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli ( fig. 24, tablas 4 y
5 ). La secuencia de aminodcidos presentaba el caracteristico péptido sefial de
transito con una longitud de 17 aa ( MVSLRFATPALLLLLSGC ) que presentan
las lipoproteinas de membrana externa, segin reportaron Wu ef al en 1986, el
cual tiene como caracteristicas principales una secuencia rica en aminoacidos
no polares, y al menos una Lys ( K ) o una Arg ( R ) entre los primeros 7
aminoacidos. Posteriormente tiene un sitio de procesamiento con una
secuencia consenso L-( A,S, o V }-( G o0 A )-C que es reconocida por una
peptidasa que es la SPAsa II ( Prolipoproteina sefial peptidasa II ). En el sitio
de corte -3 invariablemente se conserva una leucina, y en el sitio +1 se
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Fig. 24.- Alineamiento de las secuencias de proteinas NodT reporiadas. El péptido sehal «
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transito caracteristico de las lipoproteinas de membrana externa, la cisteina conservada en &l
de corie +1, y los dos motivos conservados en la region carboxilo terminal, estan subrayados.
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Fig. 25.- Secuentia nucleotidica y de aminoécidos del fragmento de 2.2 kb en el pHME22, Se observa el ORF que codifica para
el gen nodT de cromosoma. Rio arriha se observa et ORF codificando para el el exirema carboxilo terminal del gen homdioge a
mexB, y ric abajo se encuentra el ORF que codificaria para el homdlogo del gennall.
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conserva siempre una cisteina a la que se le pega fosfatidilglicerol para
formar una proteina con una glicerilcisteina en el extremo amino terminal.
Posteriormente, en presencia de fosfolipidos, este residuo se vuelve a
modificar para dar una glicerido-cisteina-lipoproteina, lo que se ha propuesto
como una modificaciéon que permite el anclado de estas proteinas a la
membrana, ademAs de permitir el reconocimiento de la prolipoproteina por la
SPAsa II. Hacia el extremo carboxilo terminal se localizan dos regiones
consenso muy conservadas entre proteinas membranales encargadas de
funcionar en sistemas de transporte, y que se han propuesto como sitios de
unién a proteinas transmembranales, ya que estos sitios también se han
observado en este tipo de proteinas. Estos dominios serian:
337-GPTLNLPIFDGG-349 y 412-SYKDGASSLLDVLDAQ-429
{ los numeros representan a los residuos que flanquean la secuencia ).
corriente abajo se observa un coddén de termino, TGA, que codifica para la
terminacién OPALQ, y posteriormente, a 17 pb, se localiza la secuencia:
CCGGAATACGAACCCCGCGATCGCCTCGCGGGTITITICACG
que tiene muchas caracteristicas de un terminador de la transcripciéon Rho
independiente, tomando en cuenta los pardmetros del programa Terminator
{ fig. 26 ). El marco de lectura abierto presenta una longitud de 479
aminodcidos ( 1,437 pb ), v lo proponemos como una de las copias homdlogas
de nodT en R. etli, con una localizacién cromosomica ( Fig. 25 ).

Usando el programa BLASTX encontramos otro posible marco de lectura
abierto corriente abajo de este ORF. Este nuevo ORF alcanza a codificar para 42
aa, pues posteriormente sigue la secuencia nucleotidica del sitio de clonacidn
miitiple del vector, iniciando con un ATG que 8 pb hacia arriba presenta la
secuencia AGAATG, la cual conserva cuatro de los seis nucleétidos que
forman un sitio de unidon a ribosomas. La similitud que presenta es de 53% y
una similitud del 73% con la proteina Mall. Esta proteina es un activador
transcripcional negativo, o represor, de los genes malX y malY de E. coli. Mall
ademdas regula su propia transcripcién y se une a la maltosa, la cual viene
actuando entonces como un inductor ( Reidl er a/ 1989 ). ( Fig. 25 ).
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fig. 26.- Esquema que representa la estructura de tallo y asa que forma un
terminador tipo Rho independiente corriente abajo de la copia de nodT7 de
cromosoma.,

Se hizo el andlisis de las secuencias nucleotidicas de la regién que lleva
el gen nodT del plasmido ¢ obtenidas a partir de los dos fragmentos
provenientes del fragmento de 4 kb que hibrida con la sonda de nod7 de R
leg. bv. phaseoli. Estas secuencias forman un fragmento de 2.6 kb Eco RI-Hin
dll, con un sitio interno Hin dll y cuyas caracteristicas que mas adelante se
detallan, se resumen en la figura 27 . Ademas se secuencid un fragmento de
1 kb que se localiza 200 pb hacia arriba del frigmento de 2.6 kb. En el
fragmento de 2.6 kb se localiza un ORF en los primeros 390 pb ( 5" a 3" ) , esto
és, 179 aa mas el codén de término, los cuales tienen una identidad del 39% vy
una similitud del 62% con el extremo carboxilo terminal del gen sensor de un
sistema de dos componentes conocido como cpxA. Después dell6é pb corriente
abajo, se localiza un codén GTG precedido por una secuencia Shine-Dalgamo a
7 pb de distancia. Si usamos este coddén como un sitio de inicio, se obtiene un
marco de lectura abierto de 483 aa mas el codon de término, que fiene un
nivel de identidad de aproximadamente 60% con los otros genes nodT
reportados ( Fig. 24, tablas 4 y 5 ). Con la copia que muy probablemente
esta en el cromosoma tiene una identidad del 61%. El péptido sefial de transito
presenta diferencias con el que reportamos para la copia de cromosoma. Estd
formado por 25 aa ( MSTSLRTRASSLRYAASALTLLLAGC ), ocho mas que el
nodT de cromosoma. Los péptido seilal de este tipo no presentan una
secuencia consenso, pero como se explicd anteriormente, tienen residuos que
son especificos y en su mayoria son no polares, aunque debe de haber al
menos una K ( Lys ) o una R ( Arg ) en los primeros siete aa. En este caso, el
péptido sefial conserva tres argininas en los primeros 13 aa, pero después
sigue una secuencia de 9 aa que son no polares. También se conservan la
Leucina en la posicidén -3, y la cisteina en la posicién +1.rﬁ}m‘gﬂfﬁaminécidos
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son invariables en los péptidos sefial de transito de las lipoproteinas de
membrana externa, Hacia el extremo carboxilo terminal, se localizan los dos
dominios que se han reprotado para la familia de transportadores de
membrana externa. La secuencia de estos dominios es:
344-GPSLNLPIFDGG-357 y 420-SYKDGASSLLDILDAQ-437

y estos dos dominios solo varian con los de la copia de cromosoma en 1 aa
cada uno. Después del coddén 483 se localiza un codén TAA que codifica para
una terminacién OCRE ( fig. 27 ) Se buscé alguna zona terminadora tipo Rho
independiente después de este codon sin encontrarla. Una posible zona Rho
dependiente se encuentra debajo de este codon, pero sélo abarca 50 pb, que
es la distancia minima para considerarse terminador Rho dpendiente y su
relaciéon C=35%G=25% no es muy alta. Se supone que un buen terminador Rho
dependiente necesita una relacion de C=40% y G=14%.

Corriente abajo de esta zona no se localiza ningin marco de lectura
abierto orientado de tal manera que el promotor sigmaE de nodT pudiera
influir en su transcripcion.

Hacia arriba de este ORF no se localizé¢ una sefial de término con el
programa TERMINATOR, y el programa desarrollado por Rosenblueth v
colaboradores ( Rosenbiueth et @/, 1996 ) no localiza ninguna regidén
reguladora. Sin embargo, estos programas fueron desarrollados para localizar
secuencias promotoras del factor sigma 70 y terminadores con caracteristicas
muy bien definidas tipo Rho independientes. Al analizar la secuencia en esta
regién se observa esta lectura:

TGAtecTtategtgeCGCTAgeacgCataCgGATTTrcccaactttacagttTCTTAACCG
donde se subrayan los nucledtidos de un posible sitio de término de la
transcripcién que estd unido al codén de término de un posible ORF que
codifica para un producto con una similitfud del 42% vy una identidad del 61%
con la parte carboxilo terminal del gen cpxAd ( fig. 27 ), que es un miembro
de un sistema regulatorio de dos componentes con cpxR. Si se usa la Gltima
base de este coddon se forma, junto con los nucledtidos corriente abajo, una
estructura de lazo y horquilla que presenta similitud con los terminadores
Rho-dependientes ( letras mindsculas en negritas y subrayadas ). Esta zona se
sobrelapa con un posible promotor tipo sigmaE ( oE) , que difiere por un solo
nucledtido en la caja -35 con otro promotor ¢E que se localiza arriba de un gen
gque codifica para una proteina de membrana externa que todavia no ha sido
caracterizada ( Missiakas y Raina, 1998 ). Ademas de presentar el consenso en
la caja -35 y -10 ( letras italicas mayuasculas y en negritas ), la separacién
entre ambas cajas es de 16 pb, que es una distancia conservada en todas las
cajas oE ( fig. 28, Tabla 5). La actividad del factor ¢E es inducible por calor
y su expresion se modula por la sobreexpresién de proteinas de membrana

8
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SITIO DE UNION A RIBOSDMAS
POSIBLE TERMINADOR RHO INDEPENDIENTE.

1 REGIONES CONSERVADAS EN PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

Fig. 27 .- Secuencia nucleotidica y de amincdcidos del fragmento de 2.6 Kb. del pHMEZ26, donde se observa
el ORF que codifica para ef gen nodTque se localiza en el plasmido ¢. Rio arriba se observa el ORF que

codifica para el gen homdlogo a cpxA .
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son invariables en los péptidos sefial de transito de las lipoproteinas de
membrana externa. Hacia el extremo carboxilo terminal, se localizan los dos
dominios que se han reprotado para la familia de tfransportadores de
membrana externa. La secuencia de estos dominios es:
344-GPSLNLPIFDGG-357 y 420-SYKDGASSLLDILDAQ-437

y estos dos dominios sélo varian con los de la copia de cromosoma en 1 aa
cada uno. Después del codén 483 se localiza un codén TAA que codifica para
una terminacién OCRE ( fig. 27 ) Se buscé alguna zona terminadora tipo Rho
independiente después de este codon sin encontrarla. Una posible zona Rho
dependiente se encuentra debajo de este codon, pero sdlo abarca 50 pb, que
es la distancia minima para considerarse terminador Rho dpendiente y su
relacion C=35%G=25% no es muy alta. Se supone que un buen terminador Rho
dependiente necesita una relacidn de C=40% y G=14%.

Corriente abajo de esta zona no se localiza ningin marco de lectura
abierto orientado de tal manera que ¢l promotor sigmaE de nod7 pudiera
influir en su transcripcidn,

Hacia arriba de este ORF no se localiz6 una seflal de término con el
programa TERMINATOR, v el programa desarrollado por Rosenblueth y
colaboradores ( Rosenblueth e al, 1996 ) no localiza ninguna regidn
reguladora. Sin embargo, estos programas fueron desarrollados para localizar
secuencias promotoras del factor sigma 70 y terminadores con caracteristicas
muy bien definidas tipo Rho independientes. Al analizar la secuencia en esta
regién se observa esta lectura:

TGAtccTtategtgcCGCTAgeacgCataCgGAT TTicccaactttacagttTCTTAACCG
donde se subrayan los nucleétidos de un posible sitio de término de la
transcripcidon que estd unido al coddén de término de un pesible ORF que
codifica para un producto con una similitud del 42% y una identidad del 61%
con la parte carboxilo terminal del gen cpxAd ( fig. 27 ), que es un miembro
de un sistema regulatorio de dos componentes con cpxR. Si se usa la ultima
base de este coddén se forma, junto con los nucledtidos corriente abajo, una
estructura de lazo y horquilla que presenta similitnd con los terminadores
Rho-dependientes ( letras minisculas en negritas y subrayadas ). Esta zona se
sobrelapa con un posible promotor tipo sigmaE ( oE) , que difiere por un solo
nucle6tido en la caja -35 con otro promotor oE que se localiza arriba de un gen
que codifica para una proteina de membrana externa que todavia no ha sido
caracterizada ( Missiakas vy Raina, 1998 ). Ademés de presentar el consenso en
la caja -35 y -10 ( letras italicas mayusculas y en negritas ), la separacién
entre ambas cajas es de 16 pb, que es una distancia conservada en todas las
cajas cE ( fig. 28, Tabla 5). La actividad del factor oF es inducible por calor
y su expresion se modula por la sobreexpreésién de proteinas de membrana
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externa ( Mecsas et al, 1993 ), v se ha demostrado admas que es un gen
esencial. SigmaE es un factor sigma alternativo que controla la respuesta a
estrés extracitopldsmico en E. coli. SigmaE es esencial a altas temperaturas,
pera se pensaba que a temperaturas por abajo de 370C no era requerido. Se
ha demostrado que las células con ausencia del factor SigmaE que pueden
crecer a bajas temperaturas, lo hacen debido a la presencia de una mutacidn
supresora en frans, que se obtiene frecuentemente ( De las Pefias er al, 1997 ).

Del fragmento de 4 kb, también subclonamos un fragmento de 1 kb Eco
RI-Hin dll en pSKIl ( pHME40.1 ) que se localiza arriba de los fragmentos de
1.6 y 1.2 donde estd el gen nod7 de plasmido ¢ ( Fig. 23 ). Como se menciona
anteriormente, el fragmento de 1.2 kb presenta un ORF que tiene similitud
con el extremo carboxilo terminal de cpxA, por lo que se analizd la lectura de
la secuencia comercial. Estas lecturas de secuencia son largas ( +/- 650 pb ),
pero no son confiables, pues en los 300 pb que se sobrelapan en las lecturas
de los dos lados, se observa que la similitud no es del 100%, sino que existen
muchos sitios que no alinean, La lectura es confiable aproximadamente en las
primeras 300 pb, por lo que esta secuencia se analizd con ¢l programa
BLASTX. Uno de los extremos presenta una ideatidad del 40% vy una similitud
de 55% con la parte central del gencpxAd en aproximadamente 600 pb. En el
otro extremo se localiza otro ORF que tiene una identidad del 50% vy una
similitud del 60% con 400 pb del extremo carboxilo terminal del gen ¢pxR,
que ¢s el otro miembro del sistema regulatorio de dos componentes, y que
ademds se encuentra en la misma orientacidn que el posible cpxd localizado
mas abajo ( Fig. 27 ). Debido a los problemas con las lecturas en la parte
central de este fragmento, no se localizd el inicio del marco de lectura abierto
de ¢pxA, aunque todo indica que es muy probable encontrar este gen
completo. Ademas existe un fragmento de 200 pb Hin dll-Hin dll que se
ubica entre los fragmentos de 1 kb v de 1.2 kb que no se a subclonado y
tampoco se ha secuenciado, y donde pensamos que se localiza una zona
intragénica de cpxAd ( fig. 27 ).

TABLA 5.- SECUENCIA CONSENSO DEL POSIBLE PROMOTORE DE
nodT DEL PLASMIDO C, COMPARADA CON LA DE ompKP2 DE E. coli

GEN CAJA -35 ESPACIO DE NUCLEOTIDOS CAJA -10
nodT GATTTT 16 pb TCTTA
ompKP2 GAATTT 16 pb TCTTA
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Fig. 28.- Esquema que representa la estructura terminadora Rho independiente en la
region intergénica cpxA-nodT

Se realizaron andlisis de perfiles hidrépaticos, los cuales muestran los
sitios hidrofébicos e hidrofilicos a lo largo de la secuencia, usando el algoritmo
de Kite y Doolittle ( 1982 ) y de perfiles anfipaticos ( Eisenberg ef al, 1982, a y
b ) de las diferentes secuencias de NodT. Se observa que los perfiles son
practicamente iguales entre todas las proteinas NodT reportadas. Ademaés,
esos perfiles se asemejan mucho al de proteinas de membrana externa con
funciones de transporte de diversos compuestos, como TolC ( o-hemolisina,
colicinaV), PrtF ( proteasas ), AprF ( proteasa alcalina ), CyaE ( ciclolisina ),
OprM vy OprJ ( exporte de drogas multiples) ( fig 29 ), y difieren con los de
proteinas transmembranales que pertenecen a los sistemas de fransporte con
los que se relacionan las proteinas arriba mencionadas.

Se hicieron andlisis filogenéticos con el programa Phylip, el cual
desarrollé un 4rbol filogenético de acuerdo a los niveles de identidad entre
secuencias y con valores que se les dan a cada cambio de aminoédcido para
determinar cuales son los méas conservados y los que probablemente
cambiaron por variaciones de nucledtidos ( fig. 3¢ ), obteniendose dos
arboles, uno de tipo cladista y el otro sin pie, los cuales sugieren que las
proteinas NodT evolucionaron como un grupo aparte en Rhizobium, pero que
conserva algunas de las caracteristicas de las proteinas de membrana externa.
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FIG. 29.- A).-Andlisis de los perfiles hidropéticos de las diferentes proteinas NodT
reportadas, y las del presente trabajo, comparandolas entre ellas. Se esquematizan
también los petfiles de los tranportadores de membrana externa con los que NodT
presenta similitud a nivel de secuencia.

B).- Sobreposicién de los perfiles hidropaticos de las proteinas transmenbranales con los
qgue se ha propuesto que participan 1as proteinas de membrana externa.
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OprM Pseudomonas aeruginosa

SrpC Pseudomonas putida

YicB Escherichia colf

Oprd Pseudomonas aervginosa

Mtri Neisseria gonorthoea

OpcM Burkholderia cepacia

OmeN Pseudomonas aewruginosa
NodT Rhizobium offi plasmido

Nodl Rfizobitan fequminosarum bv. bifoli
NodT Rhizobium effi cromosoma

NodT Rhizobium leguminosanm by, phaseoff

Oprit Pssudomonas aeruginosa
Oprd Pseudomonas aenuginosa .

trlN Neisseris gonorthoeg

OpcM Burkholderia cepacia
OprN Psaudomonas aewruginosa

NodT Rhizobium leguminosarum by. vicias

NodT Rhizobium feguminosarum by. phaseol NodT Rhizobium effi plismido
NodT Rhizobim efff cromosoma

NodT Rhizobim fequminosaram bv. trifoli

Fig. 30.- A) Cladograma gue agrupa a los NodT reportados y las proteinas de membrana
externa con los que se relaciona, por sus similitudes a nivel de secuencia

B) Arbol sin pie, mostrando las relaciones evoiutivas que existen entre NodT vy las
proteinas de membrana externa.
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DISCUSION

En los estudios que se han realizado sobre nodT en Rhizobium, no se ha
esclarecido el papel que este gen presenta en la nodulacién o en algin otro
proceso. Originalmente se le ha considerado gen de nodulacidon porque se
localizé formando parte de operones con los genes de nodulacién nodABCILJ en
R. leguminosarum bv. trifolii, y con nodMN en R. leguminosarum bv. viciae. La
induccidon de la transcripcion de estos dos operones es dependiente de NodD
( Surin et al 1990 ).

Se sabe que los genes nodlJ participan en la secrecién del los FN's
( Cérdenas et al, 1996; Spaink et al, 1995 ), vy se han propuesto como
miembros de una familia de transportadores tipo ABC, donde Nodl seria una
proteina de membrana interna con un sitio de unién a ATP, y NodlJ seria la
proteina transmembranal que formaria un poro para la secrecidén de los FN’s
( Vézquez et al, 1993 ). En esta familia se ha observado en ocasiones la
participacién de proteinas accesorias de membrana externa ( Fath y Kolter,
1993; Paulse et al, 1997a ).

En R. leguminosarum bv. phaseoli, se localizd un nod7T fuera del
plasmido simbidtico, pero no se reporté su localizacién. Ademas se reportd la
presencia de otras bandas de hibridacién que podrian ser copias de nodT en el
fondo gendémico de las bacterias estudiadas pero no han sido aisladas ni
caracterizadas ( Rivilla y Downie, 1994 ). La expresion de NodT en E. coli
mutado en TolC, cuyo producto participa en la secrecién de diversos
compuestos como la hemolisina y la colicina, es toxica. Pero es importante
seftalar que el péptido sefial es funcional, ya que si se fusiona a PhoA, se
observa actividad de fosfatasa alcalina, cosa que soélo se se logra si PhoA es
translocado a través de la membrana ( Rivilla ef a/, 1995 ). NodT es una
proteina de membrana externa, con un péptido sefial de transito caracteristico
de las lipoproteinas de membrana externa ( Rivilla et af, 1994, Wu y
Tokunaga, 1986 ). En su extremo carboxilo todas presentan dos dominios
conservados que se ha observado en proteinas de membrana externa que
participan en el transporte de compuestos ( Rivilla y Downie, 1994, Rivilla e¢
al 1995 ). En base a esto, se habia propuesto que podria participar en la
secrecidn del factor de nodulacién { Rivilla et al, 1995, Paulsen ef al, 1997a vy
el presente trabajo ). Mutaciones en nodT no tienen un fenotipo claro en la
nodulacién o en la secrecién de los FN’s. Hasta la fecha no se han obtenido
dobles mutantes que puedan evitar una posible complementacién de la
mutacién en una sola copia. El tnico efecto que se ha observado en cuanto a
nodulacién relacionado con nodT es que parece influir en la especificidad para
nodular el cultivar Woogenellup de Trifolium subterraneum, en el caso de R
leguminosarum bv. trifolii, pero no se ha propuesto el mecanismo que lleva a
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cabo este efecto ( Lewis-Henderson y Djordjevic, 1991b ).

En el presente trabajo analizamos la participacién de NodT en la
secrecion del factor de nodulacion en Rhizobium etli cepa CE3. Para esto
procedimos a realizar la identificacion y el aislamiento de mod7, localizando
dos copias, una en plasmido ¢ y la otra muy probablemente en cromosoma.
Ninguna se encuentra en el plasmido simbidtico, que es donde se localizan la
mayoria de los genes de nodulacién en R. efli, en especial aguellos con los que
nodI forma un operdén en otros rhizobia como R. leguminosarum bv. viciae y
trifolii. La participacion del plasmido ¢ en la nodulacidn, es la de permitirle a
la bacteria contender contra la cepa silvestre en una coinoculacion. lLa cepa
curada de este plasmido induce la formaciéon nddulos normales, es capaz de
infectar esos noédulos y fija nitrogeno en cantidades similares a la cepa
silvestre, pero si se inoculan a las plantas las dos cepas, los nédulos sélo estan
presentes dentro a la cepa silvestre ( Brom et al, 1992 ).

El nivel de identidad que tienen estas copias entre ellas, es del 64% a
nivel de nucledtidos y 61% a nivel de aminoécidos.

La copia de cromosoma revela la mds alta identidad con la copia aislada
y secuenciada de NodT de R. leguminosarum bv. phaseoli ( 86% ), la cual se
localiza fuera del pldsmido simbidtico, y la menor con la copia del plasmido ¢
y con la de R. leguminosarum bv. viciae.

La copia de plasmido c¢ estd mas relacionada con la de R. leguminosarum
bv. phaseoli y menos con la de R. leguminosarum bv. trifolii.

Los perfiles hidropéaticos que presentan las proteinas NodT se
sobrelapan unos con otros con pocas diferencias a lo largo de la secuencia,
Estos perfiles son muy similares a los de proteinas de membrana externa que
participan en la secrecién de compuestos como la colicina, la o-hemolisina,
proteasas y diversas drogas, y se diferencian de los perfiles hidropaticos que
presentan las proteinas transmembranales que participan con las de
membrana externa en la secrecion de compuestos.

Lo que se mantiene en todos los genes nodT, es la presencia de un
péptido seflal de transito caracteristico de las lipoproteinas de membrana
externa, asi como los dominios en el extremo carboxilo. Se ha propuesto que
estos podrian participar en la interaccién con otras proteinas localizadas en la
membrana citopldsmica, ya que las proteinas que también los presentan,
participan en sistemas de transporte en conjunto con proteinas
transmembranales y de membrana interna, como serfa el caso de Nodll, para
el transporte del factor de nodulacién. Los perfiles hidropaticos de estas dos
proteinas presentan varios picos hidrofébicos, los cuales se sobrelapan si se
comparan ambas proteinas. Ademas, este perfil se parece mucho al de ofras
proteinas de membrana externa que se sabe, actudn como transportadores. Se
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ha propuesto que este tipo de perfiles corresponden al de estructuras tipo
Barril-B ( Paulsen ef al, 1997a y b ); sin embargo, al utilizar programas
computacionales con prediccién de estructuras a partir de secuencias de
aminoacidos, no se reporta ninguna estructura tridimensional para estas
proteinas.

Al construir y analizar un arbol filogenético creado a partir de un
alineamiento multiple de secuencias de las protefnas NodT y de proteinas con
similitud significativa a ellas, se observa que las proteinas NodT se agrupan
entre ellas en una sola rama del arbol, v su semejante mas cercanoc son OprN
de P. aeruginosa y OpcM de B. cepacia. En el otro extremo del arbol se
agrupan otras proteinas de membrana externa correspondientes a otros
organismos, lo cual indica que, a pesar de compartir ciertas caracteristicas con
proteinas de membrana externa dedicadas al transporte, NodT podria estar
formando una familia genética que ha evolucionado aparte, vy que se ha
conservado durante esta evolucion.

Lejos de formar parte de un operén con genes de nodulacidn, la copia de
cromosoma se encuentra abajo de un gen que codifica para una proteina
homéloga a MexB, de Pseudomonas aeruiginosa la cual participa en un
sistema de transporte de drogas multiples junto con MexA y OprM G OprJ
( proteinas de membrana externa )} ( Pool et al, 1996 a y b ). No se¢ observa
ningin terminador dependiente o independiente de Rho corriente abajo de
ese gen. En la regidn intergénica se localiza una regién promotora tipo ¢70 que
podria no ser funcional, va que el gen que esta corriente arriba no tiene una
sefial de término, y el programa que se utilizd para realizar la busqueda de
este tipo de secuencias, s6lo ha sido descrito para ubicar promotores de E. coli.
Lo que es mas probable es que se transcriba junto con el gen que estd
corriente arriba. Para demostrar esto, seria necesario hacer un analisis de
expresion genética de este posible promotor, fusiondndolo a algin gen
reportero. Ademdas se¢ necesita, por ejemplo, hacer analisis de expresiéon del
RNAm por si forma un operdén con los genes mexAB, o si forma una unidad
transcripcional independiente.

El hecho de que no hayamos podido mutagenizar esta copia de nodT al
insertarle un marcador de resistencia a cloranfenicol, indica que
probablemente este gen pueda tener un papel importante dentro de la
bacteria, o bien que este método de seleccién no es el adecuado. Esto es
porque nodT podria estar participando en dar resistencias a drogas multiples,
como lo son el cloranfenicol y la gentamicina, si estd formando parte de un
operén con mexAB y al seleccionar con antibidticos a las mutantes, estas no
puedan crecer en forma normal. En R. leguminosarum bv. phaseoli, se reporta
la mutagénesis de la copia que aislaron por medio de una inserciéon con un
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cassette de kanamicina, y no presenta un fenotipo en la nodulacién alterado.
Sin embargo localizan otra copia que intentan mutar y no logran obtener
dobles mutantes. Nosotros intentamos la mutagénesis por medio de un
cassette de cloranfenicol y utilizando un vector suicida inducible por sacarosa.
Probablemente este sistema de seleccion por cloranfenicol no sea eficiente en
Rhizobium etli, aunque nos aseguramos de que esta cepa es sensible a dicho
antibiético. Corriente abajo de mexB se localiza el gen oprM, en el caso de P.
aeruginosa y una mutacidn en este gen vuelve de 4 a 16 veces mas sensible a
cierto tipo de antibidticos y de compuestos a la cepa mutada ( Zhao et al,
1998 ). Probablemente al realizar la mutagénesis y hacer la seleccién con
cloranfenicol, se dificulta el poder seleccionar a las mutantes en esta cepa.

El gen que estd corriente abajo de esta copia cromosdmica, es homologo
amall, de E. coli , el cual tiene su propio promotor, ademas de que nod7 de
cromosoma si tiene una estructura de asa y anillo para terminar la
transcripcidén, por lo que es posible que mall se franscriba en forma
independiente de nodI ( Reidl er al 1989 ).

El gen nodT del plasmido ¢ se encuentra corriente abajo de un homélogo
a cpxA, de E. coli, el cual tiene un terminador Rho independiente que se
traslapa con un promotor tipo oE, que es parecido al de una proteina de
membrana externa de E. coli que se induce en estados de estrés y que pudiera
probablemente regular la expresidn de este nodT. cpxA se encuentra abajo de
cpxR y ambos actian en conjunto como un sistema de sefializacidn de dos
componentes para expresar proteinas cuando existen estados de estrés. CpxA
es una proteina detectora que al momento de detectar la sefial se autofosforila
y fosforila a cpxR el cual, en ese estado, es un activador transcripcional. Este
sistema actia en conjunfo con ofro activador transcripcional para la
expresiéon de genes en estados de estrés, el cual es oE, por lo que es probable
que la transcripcidn de esta copia de nod7 se lleve a cabo en esas
circunstancias pero que su transcripcién no sea regulada por cpxR. Se ha
propuesto que la sefial que activa a estos dos sistemas es la presencia de
proteinas de membrana externa que no se encuentren completamente
plegadas y se acumulan en el periplasma ( Pogliano et af, 1997 ). Otra
hipétesis indica que la seflal podria ser sensada por las proteinas de
membrana externa, que es la naturaleza propuesta para rodT7, y que ellas
transducirian esta seflal a los componentes de la membrana interna, como
cpxA. Por ejemplo, la lipoproteina de membrana externa NIpE, al
sobreproducirse, logra eliminar un problema de toxicidad creado por la
expresion de una proteina de fusiéon LamB-lLacZ-PhoA que presuntamente se
debe a su acumulacién en el periplasma, donde se secreta. La sobreproduccidn
de NIpE activa el sistema de transduccién de sefiales de dos componentes Cpx,
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lo cual activa a una proteasa que degrada a la proteina de fusiéon ( Snyderet
al, 1995 ). Se propone que estos dos tipos de sistemas actuarian de forma
independiente uno del otfro, aunque su respuesta se debe al mismo estimulo
( Jones et al, 1997 ). Se sabe que genes que estan bajo el control de oE, si son
sobreexpresados en condiciones de estrés calorico en cepas de E. coli que les
falte oE, son capaces de restaurar el fenotipo de la mutante que no puede
crecer en condiciones de estrés calérico o de presencia de solventes ( Connolly
et al 1997 ). El gen nodT del plasmido ¢ puede estar participando en un
sistema que responde a condiciones de estrés aunque no es un gen esencial.
Probablemente este se active al mismo tiempo que los genes que se
encuentran corriente arriba, y que forman un sistema de sefializacién de dos
componentes, aunque su induccidn no dependa de ellos. cpxA fue descrito
inicialmente participando en una transferencia eficiente de los plasmidos F
del donador a la célula receptora ( conjugative plasmid expression ). Analisis
posteriores han demostrado que las mutaciones en estos alelos tienen un
efecto pleiotropico: decrecen la estabilidad de las proteinas de membrana
externa e interna, como Lpp y OmpF; disminuyen los niveles de resistencia a
aminoglucdsidos; dafian los sistemas de transporte regulados por iones como
los de lactosa y prolina; anulan la capacidad de crecimiento en fuentes de
carbono no fermentables como el succinato; inhabilitan la capacidad de
utilizar I-serina como fuente de carbono y auxotrofia por isoleucina/valina
( Danese er al, 1995 ). También se ha observado que este tipo de sistemas
sirven para detectar el mal plegamiento de proteinas que son exportadas y al
acumularse en el periplasma, provocan la activacién de este tipo de sistemas
de dos componentes para activar por medio de fosforilaciones ( Missiakas vy
Raina, 1997 ) la transcripciéon de genes cuyos productos van a ayudar al
plegamiento de cierto tipo de proteinas de membrana externa
( Dartigalongue y Rainal998 ). Incluso este sistema responde a condiciones de
pH alcalino, induciendo la transcripcién de otros genes ( Danese y Silhavy,
1998 ). Pero al mismo tiempo se activa la transcripcidn de los genes que
presentan promotores tipo o¢24, como es el que presenta esta copia de nodZ. El
activador transcripcional de este gen muy probablemente sea la proteina
RpoE. El hecho de que en este plasmido se encuentren este tipo de elementos,
de que la cepa secrete menos de la mitad del factor de nodulacién y de que
tenga  dificultades para competir con la cepa sivestre en el proceso de
infeccion del frijol, tomando en cuenta que la simbiosis que se establece inicia
como un proceso de estrés, hace interesante el continuar analizando este

plasmido para caracterizar los diferentes componentes que en €l se localicen.

Corriente abajo de este nodT se observa el final de un marco de lectura
abierto que codifica para una posible proteina con una identidad del 30-38% y
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una similitud del 55-58% con la cadena beta de la citrato liasa de E. coli. y que
estd orientado en la direccidn contraria a nod7. Es probable que este gen no
tenga ninguna influencia en la posible expresion y actividad de nodT.

La cepa curada del plasmido ¢ secreta menos factor de nodulacidn que
la cepa silvestre; sin embargo, esta disminucién en la secrecién de FN’s no
disminuye la capacidad de esta bacteria para poder formar e infectar nodulos
en frijol, ya que como observamos a tiempos largos ( 12 h ), este compuesto se
acumula en el medio.

Para observar si nodT era capaz de revertir este fenotipo, desarrollamos
tres estrategias para complementar a la cepa CFNX184 con nod7. La primera
estrategia consistidé en subclonar el gen nod7T que muy probabemente se
encuentre en el cromosoma, bajo la accidén de el promotor de nodd de R.
leguminosarum bv. viciae en el vector de expresién pMP2750. La segunda
consisti6 en colocar el fragmento de 4 kb que proviene del plasmido ¢ en el
mismo vector de expresion, orientado de tal manera que se influyera Ia
transcripcidén del gen nodT por el promotor mencionado. Por dltimo, un
producto de PCR que amplificaba sélo a nodI se colocd en el vector de
expresion, bajo la influencia del promotor de nodA. En ninguno de los tres
casos se logré observar una complementacién del efecto detectado en la
secrecién del factor de nodulacién, sugiriendo que nodT no participa en la
secrecion del factor de nodulacién, que se necesitan factores adicionales que
se localizan en otro locus o loci del plasmido ¢ para cumplir esa funcidon, o que
no se este expresando la proteina.

El gen nodT que muy probablemente esté en cromosoma, se esta
expresando en nuestro sistema, como se observa en los experimentos tipo
Western que realizamos sobre la cepa silvestre y la curada del plismido ¢, y
lo hace en forma independiente del inductor de genes de nodulacidn,
naringenina. Observamos que esta proteina se localiza en la fraccién
membranal y no en el citoplasma, algo que se esperaba de acuerdo a sus
caracteristicas a nivel de secuencia. La secuencia predice que el producto de
nodT de cromosoma tendria un pl de 5.6 y la copia del plasmido ¢ tendria un
pl de 7.6. Sin embargo, no fue posible detectar la presencia de dos isoformas
al hacer experimentos de doble dimension, por lo cual no es posible decir si el
gen que estad en plésmido ¢ se estd expresando. Se detecta la presencia de dos
bandas cuando se observa la fraccién de una sola dimensiéon que se coloca
como referencia en el gen. La banda superior comigra con una proteina
isoelectroenfocada con un pl de 5.9-6 y que proponemos como el producto de
nodT que muy probablemente esté en cromosoma. Se observa otra banda
abajo, que muy probablemente sea un producto de degradacién porque
aunque se usaron espectros de anfolina con un pH de 4-8, 4-6.5 o 6-8, no se
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observé la presencia de alguna proteina que se isoelectroenfocara y que
migrara a la altura de esa banda.

CONCLUSIONES

- Existen dos copias de nodl en el genoma de Rhizobium etli, pero
ambas estan fuera del plasmido simbidtico y no forman parte de operones de
nodulacién. Una copia se encuentra en el plismido ¢y la otra muy
probablemente en el cromosoma.

- La cepa CFNX 184, curada del plasmido ¢, secreta mucho menos factor
de nodulacién que la cepa silvestre.

- En base a los datos obtenidos por secuencia, la copia de nodT del
plasmido ¢ presenta corriente arriba, dos genes que presentan una similitud
significativa con genes de E. coli que codifican para un sistema de
transduccion de sefiales de dos componentes, v que responde a condiciones de
estrés. En la regidn intergénica arriba .de esta copia, se observa una secuencia
con alta similitud al promotor 624 { oE ) de ompK de E. coli, que codifica para
una proteina de membrana externa involucrada en respuesta a estrés térmico.

- El gen nodT de cromosoma presenta, corriente arriba, un gen con una
alta similitud con el gen mexB de Pseudomonas aeruginosa cuyo producto esta
involucrado en la formacién de una bomba de flujo de diversas drogas. En la
region intergénica no se observan secuencias terminadoras o promotoras, por
lo que se sugiere que esta copia podria estar formando un operdén con este
gen.
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