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ANALISIS DE LA PARTICIPACION DE LOS PLASMIDOS SIMBIOTICOS 

DE Rhizobium eti? EN LA COMPETENCIA POR LA NODULACION. 

La utilizaci6n de microorganismos fijadores simbidticos de nitr6geno es una 

alternativa al uso de fertilizantes nitrogenados en los sistemas agricolas. Los rizobia 

son capaces de interactuar con diversas poblaciones del suelo, contienden con 

diversas condiciones ambientales, de manera tal que aquellas bacterias que ocupan 

los nédulos son las que han logrado sobrevivir y competir en Ja rizosfera, a esta 

habilidad de dominar en la nodulacién se le denomina competencia. La competencia 

representa una de las limitantes para el éxito del uso de inoculantes dado que la 
interacci6én entre los microorganismos del suelo es extremadamente compleja y los 
micro-habitad varian lo suficiente como para poder establecer generalidades a cerca 

de la ecologia microbiana, es decir la competencia es un evento multifactorial, por 

tanto complejo. 
El establecimiento de una cepa bacteriana en un nicho alterno como lo es el 

nédulo requiere de multiples elementos genéticos (genes cromosomales, genes 

plasmidicos, etc) que en conjunto tiene funciones complementarias que participan en 

la competencia, por ello este trabajo analiza la participacién de el plasmido simbidtico 

de dos cepas diferentes y sus respectivos fondos genéticos (cromosoma y otros 

plasmidos). 

La estrategia general consiste en transferir el plasmido simbidtico (pSim) de la 

cepa TAL182 a el fondo genético de CFN42 y de igual forma transferir el pSim de 

CFN42 al fondo genético de TAL182. Con esta colecci6én de cepas se logré evaluar la 

capacidad competitiva tanto de los plasmidos como la capacidad competitiva de los 

fondos genéticos utilizados. 
Los resultados obtenidos muestran que el fondo genético de TAL182 provee de 

mayores ventajas en competencia con respecto al fondo genético de CFN42. El pSim 

de CFN42 es mas competitivo que el pSim de TAIN82. 

Como conclusién general podemos decir que hay una actividad cooperativa 

entre los fondos genéticos y los plasmidos simbidticos, aum cuando se encuentran en 

un fondo genético no propio. Las interacciones plasmido-cromosoma proveen de 

mayores ventajas en cuanto a competencia y el recambio de estas entidades en suelo 

puede conducir a tener una amplia gama de cepas con diversas capacidades 

competitivas.



INTRODUCCION 

La fijacién biolégica de nitrégeno ofrece numerosas ventajas en los sistemas 

agricolas, es una alternativa a la aplicacién de fertilizantes nitrogenados en cultivos 
extensivos. Las ventajas que ofrece este sistema son menores costos de fertilizaci6n, 

menor desgaste de suelos, y la reduccién de la contaminacién de los mantos 

freaticos, por ello, la liberacién de microorganismos fijadores de nitr6geno (Rizobia) al 

ambiente es ya una practica agricola usual; y ha dado la oportunidad de ampliar las 

fronteras en la investigacién sobre la fijacién biolédgica de nitr6geno (Sprent y Sprent, 

1990). 
Los organismos fijadores de nitr6geno son productores de amonio el cual es 

incorporado por diversas vias a la cadena tréfica, de tal forma que su aporte es de 

beneficio al hombre. Algunos de estos tienen gran importancia ecolédgica, actuando 
como colonizadores pioneros en ambientes extremos y/o son un componente 

importante en algunos ecosistemas forestales, como Jas cianobacterias, que en su 

mayoria fijan carbono y nitrégeno en condiciones de vida libre. Las asociaciones 

simbidticas entre plantas leguminosas con bacterias rhizobiaceas han sido 

ampliamente estudiadas gracias a que algunas de estas plantas son especies de 

importancia econdmica (Sprent y Sprent, 1990). 
La simbiosis se inicia con la adhesiédn de una poblacién bacteriana (residente 

de la rizésfera) a la raiz de la planta hospedera, esta adhesién precede a la 

nodulacién (Smit et al, 1992). La nodulacién es el resultado de un didlogo molecular, 
donde la planta hospedera exuda compuestos (en general flavonoides) que sirven 

como sefales quimioatractoras a las bacterias que se encuentran en la rizésfera; los 

flavonoides también estimulan la expresién coordinada de genes bacterianos (nod, 

nol, noe) cuyos productos estan involucrados en la sintesis y la excreci6n del factor 

de nodulacién el cual es especifico para cada Rhizobium (Fisher y Long, 1992). 

El factor de nodulacién (cuya estructura basica es la de un _ lipo- 

quitooligosacarido) actua como un regulador de crecimiento en la planta, 

primeramente sobre la epidermis de la raiz induciendo la deformacién, enroscamiento 

y ramificacién de los pelos radiculares. El factor de nodulacién también esta 

involucrado en la iniciacién de la formacién de la estructura denominada hilo de 

infeccién que le sirve a la bacteria como canal de acceso a la zona central del nédulo 

(Denarié et al, 1996); el factor de nodulacién induce mitosis en células de la corteza 

interna 6 externa (dependiendo del tipo de nddulo que se formard, externa para los 

nédulos indeterminados, e interna para tos nédulos determinados); la respuesta al 

factor de nodulacién también se amplia al tejido vascular del néddulo. Los Rhizobia 

pueden infectar a su huésped por varios mecanismos como son penetracién 

intracelular entre las células de la epidermis y las células corticales o bien a través de 

los pelos radiculares e hilo de infeccién (Denarié et al, 1996). A la vez que se 

desarrolla la estructura de el nédulo, la bacteria penetra hasta el citoplasma de las 

células corticales donde son envueltas por una membrana derivada de las células del



huésped, denominada membrana peribacteroidal; las bacterias se diferencian a 

bacteroides. Los bacteroides durante el proceso de diferenciacién cambian en su 

metabolismo que permitiraé que sean capaces de reducir nitrégeno atmostérico a 

amonio. 

El amonio producto de la fijaci6n es un compuesto asimilable por la planta 

hospedera; la bacteria, a su vez recibe fotosintato como fuente de carbono, 

estableciéndose asi un equilibrio simbidtico donde la planta hospedera gana la 

habilidad de crecer en suelos pobres en nitrégeno, mientras que las bacterias obtienen 

un nicho alterno donde tiene su propio nitrogeno y una fuente de carbono. 

La familia leguminosae comprende tres subfamilias Caesalpinioideae, 

Mimosoideae y Papilionoideae, cada una delas cuales contienen géneros capaces de 

establecer simbiosis con rizobia. En general, se presentan diversos grados de 

especificidad, algunas plantas pueden ser noduladas por bacterias pertenecientes a 

diversos taxa y a su vez algunas bacterias son capaces de formar nddulos con 
plantas de diferentes géneros, algunas de las especies mds estudiadas se muestran 

en la tabla siguiente (van Rhijn y Vanderleyden, 1995). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      
        

RHIZOBIUM PLANTA HOSPEDERA 

R. meliloti Medicago, Melilotus y Trigonella spp. 

A. leguminosarum bv. viciae Pisum, Vicia, Lathyrus y Lens spp. 

A. leguminosarum bv. trifolii Trifolium spp. 

R. leguminosarum bv. phaseoli Phaseolus vulgaris 

R. loti Lotus spp. 

R. huakuii Astragalus sinicus 

R. ciceri Cicer arietinum 

Rhizobium sp. cepa NGR234 Leguminosas tropicales, Parasponia spp (no 
leguminosa) 

AR. tropici Phaseolus vulgaris, Leucaena spp., Macroptilium spp. 

A. etli Phaseolus vulgaris 

FR. galegae Galega officinalis, Galega orientalis 

R. fredii Glycine max, G. soja y otras leguminosas | 

Bradyrhizobium japonicum Glycine max, G. soja y otras leguminosas 

Bradyrhizobium elkanii Glycine max, G. soja y otras leguminosas 

Bradyrhizobium sp. cepa Parasponia Parasponia spp. 

Azorhizobium caulinodans Sesbania spp (nodula tallo) |



En general cuando dos grupos de organismos (huésped-pardsito, hospedero- 

simbionte), evolucionan y se especian juntos, se presupone que sus filogenias son 

paralelas, sin embargo, en el caso de los rhizobia, el fendmeno es mucho mas 

complejo, ya que algunas de las plantas son hospederos para mas de una especie o 

género de microsimbionte y algunos microsimbiontes son promiscuos  y su 

especificidad se amplia a plantas de diferentes familias (como se ejemplificé 

anteriormente); por ello es dificil hacer alguna correlacién filogenética directa. Sin 

embargo, se han establecido crelaciones filogenéticas entre genes plasmidicos 

(nodABC) y leghemoglobinas de plantas, la correlacidn que describe este estudio se 

pierde cuando se usan para la comparacién genes del cromosoma de las bacterias 

(Ueda, et al. 1995). Se postula que esta incongruencia se debe a que la bacteria no 

es un simbionte estricto y puede sobrevivir en condiciones de vida libre, esto le 

confiriéd la posibilidad de tener diferentes plantas huésped y por lo tanto aumentar o 

disminuir su especificidad (Young y Johnston, 1989). 

Las interacciones entre los microorganismos del suelo son extremadamente 

complejas, los micro-hdbitat varian lo suficiente como para no poder establecer 

generalidades acerca de la ecologia microbiana (Triplett y Sadowsky, 1992). Las 

bacterias de Rhizobium presentes en el suelo son capaces de interactuar con 

diversas poblaciones, y contienden con numerosas condiciones ambientales, mientras 

que aquellas bacterias que son capaces de ocupar un ndédulo son las que han logrado 

sobrevivir y competir en la rizésfera; a esta habilidad de dominar en la nodulacién se 

le llama competencia y representa una de las limitantes para el éxito en el uso de 

inoculantes. 
E! problema agronémico de la competencia radica en que las poblaciones 

nativas de rizobia presentes en el suelo estan bien adaptadas a su nicho y 

generalmente ocupan los nédulos desplazando a las cepas inoculadas, estableciendo 

diversas jerarquias en Ja ocupacién de los nédulos (Young y Johnston, 1989; Triplett y 

Sadowsky, 1992; Maier y Triplett, 1996). La capacidad de proveer la sobrevivencia y 

competencia de los microorganismos benéficos es crucial para resolver importantes 

problemas agricolas (Triplett y Sadowsky, 1992) 

Tanto las plantas como los microorganismos utilizan al suelo no sdélo como un 

soporte, sino también como una fuente de nutrientes. De esta forma, no es 

sorprendente pensar que las caracteristicas que afectan al suelo también influenciaran 

la sobrevivencia y competencia tanto de las poblaciones bacterianas nativas como de 

las introducidas, y la supervivencia misma de las plantas. La competencia por la 

nodulacion depende de muchos factores dentro de estos factores como: pH, 

temperatura, salinidad, concentracién de nitratos, de calcio o de fosfatos, la 

presencia de herbicidas y/o pesticidas, la densidad de otras poblaciones tanto 

bacterianas como de protozoarios, la presencia de bacteriéfagos, bacteriocinas y 

las condiciones de la planta hospedera. Los rizobia presentes en el suelo utilizan 

diferentes estrategias que les permiten competir, tales como: alta afinidad de 

adhesién a la raiz e iniciacién temprana de la nodulacién, mediadas por adhesién, 

quimiotaxis y la produccién de toxinas (Dowling y Broughton, 1986; Toro, 1996).



. Debido a su complejidad, el problema de la competencia se ha abordado de 

diversas maneras. Algunos estudios han demostrado que las cepas nativas pueden 

ser desplazadas cuando se hacen inoculaciones con altas dosis de Rhizobium, asi se 

ha logrado abatir la ocupacién de nédulos por las cepas nativas y se observado que 

usualmente no hay permanencia de las poblaciones introducidas y deben ser 

constantemente reinoculadas (Dowling y Broughton, 1986; Streeter, 1994; Triplett y 

Sadowsky, 1992). 

Se han explorado diversos genes bacterianos involucrados en competencia, 

algunos foci que confieren mayor eficacia en la nodulaci6n, como son genes de 

eficiencia en la formacién de nédulos (nodule formation efficiency nfe, Soto et al, 1993; 

Soto et al. 1994), produccién de bacteriocinas, degradaci6n de toxinas (Toro, 1996) 

y genes para la utilizacién de prolina (Jiménez-Zurdo et al. 1995); o bien también /oci 

que permiten el crecimiento en rizésferas preferenciales donde se producen rizopinas 

(Toro, 1996). Los esfuerzos para la caracterizaci6n de los genes involucrados en la 

competencia por la nodulacién estan encaminados a mejorar la efectividad de los 

indculos utilizados en los sistemas agricolas. : 

Se ha observado que cambios fenotipicos en la motilidad, la produccién de 

polisacdridos extracelulares y en las caracteristicas de hidrofobicidad de algunas 

cepas, provocan deficiencias en la formacién de nédulos (Araujo et al, 1994; Bittinger 

et al, 1997; Maier y Triplett, 1996). 

Otra de las estrategias exploradas en la competencia es la construccion de 

cepas bacterianas con rangos de hospedero alterados; los genes “genotipo- 

especificos de nodulacién” son secuencias bacterianas que permiten nodular cultivares 

especificos de plantas. La eficiencia de estos fenotipos no ha sido evaluada en campo 

y por ello no se conoce el comportamiento de estas cepas con respecto a las cepas 

nativas (Triplett y Sadowsky, 1992). 

El usos de inhibidores de la induccién de los genes nod para regular la 

ocupacién de nédulos también ha sido una propuesta evaluada recientemente, se 

utilizan cepas flavona-independientes que producen factor de nodulacion aun en 

presencia del inhibidor de la nodulacién y de esta forma se puede dezplazar a las 

poblaciones nativas (Triplett, 1990). 

Rhizobium etli es capaz de establecerse en simbiosis con Phaseolus vulgaris. 

La organizacién genética de estas bacterias se caracteriza por la presencia de un 

cromosoma y varios plasmidos de alto peso molecular. El genoma simbiotico esta 

contenido en uno de los plasmidos de alto peso molecular denominado plasmido 

simbiético (Martinez et al, 1990). El andlisis de la diversidad genética de Rhizobium 

etli muestra que es una especie que posee un alto nivel de diversidad genética (Pifiero, 

1988 y Souza et al, 1994) 

Se han evaluado la participaci6n en competencia de plasmidos (simbidéticos y 

no-simbidticos) y cromosoma. Este andlisis ha demostrado que una cepa al ser 

curada de !a mayoria de los plasmidos, presenta una disminucién en su capacidad de 

competencia con respecto a la cepa de tipo silvestre, ademas la pérdida de esta 

capacidad es aditiva con respecto al nimero de plasmidos curados (Brom et



al,1992). Bajo otra estrategia de evaluacién (manipulando cuatro diferentes 

plasmidos introducidos sobre tres cepas receptoras), se encontré que los plasmidos 

simbidticos y los cromosomas pueden tener influencia en competencia (Brewin et al, 

1983). 

Las bacterias de! suelo comtinmente cuentan con elementos genéticos 

accesorios, tales como pldsmidos, fagos (profagos) y transposones. En algunas 

ocasiones, estos elementos confieren a las poblaciones bacterianas la habilidad de 

competir y colonizar un nicho ecolégico, proveyéndolas de los genes responsables de 

diversas caracteristicas adaptativas; estos elementos accesorios son normalmente 

transferibles y de esta forma se dispersan en las poblaciones bacterianas. 

El mantenimiento de estos elementos accesorios se puede explicar o como un 

pardsitismo molecular, sin embago, cualquiera que sea el mecanismo de 

mantenimiento de estos elementos genéticos accesorios, podemos decir que la 

seleccién a favor de las bacterias que los portan reduce el costo de su mantenimiento 

e inicia lo que se pudiera llamar simbiosis genética (Levin, 1993). Otro ejemplo de 

interaccién entre cromosomas y otros elementos genéticos son los que existen en 

eucariontes, donde interactuan diversos tipos de genomas que permanecen en una 

célula, estos pueden generar funciones celulares complejas, como es el caso de la 

interaccién entre el genoma mitocondrial y el genoma nuclear que colaboran para 

complementar las funciones respiratorias en células eucariéticas (Poyton y Mc Ewen, 

1996). 
EI establecimiento de una cepa bacteriana en un nicho alterno como lo es el 

nédulo, requiere de multiples elementos genéticos (genes cromosomales, plasmidicos, 

etc.), cada uno de ellos puede contener funciones complementarias para poder 

realizar un proceso complejo, como lo es la competencia, por ello este trabajo 

propone el andlisis de alguno de los plasmidos simbidticos.



OBJETIVOS 

Determinar el grado de participacién del plasmido simbidtico de Rhizobium etii 

en la competitividad para la formacién de nédulos en las rafces de Phaseolus vulgaris. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Iv. 

Determinar la cinética de nodulacién y la capacidad de competencia de 

diversas cepas silvestres. 

Evaluar la capacidad competitiva de los plasmidos simbidticos de CFN42 y 

TAL182 sobre el fondo genético comin de Agrobacterium (GMI9023). 

Evaluar la capacidad de competencia de cada pldsmido sobre un fondo 

genético A. etli alternativo. 

Evaluar la capacidad de competencia de los fondos genéticos de la cepas 

TAL182 y CFN42. ‘ 

HIPOTESIS 

La competencia evaluada como la capacidad de ocupar un numero mayor de 

nodulos, ha sido propuesta como un evento en e! que intervienen multiples 

factores, dentro de los cuales la informacién genética de !as cepas que 

compiten juegan un papel preponderante, queda por establecer si dentro de 

estos elementos genéticos alguno contribuye de manera decisiva en la 

competencia. 

Si el plAsmido simbidtico es el elemento genético necesario para la nodulacion y 

fijaci6n de nitrégeno, puede ser este el que contenga algunos loci que confieran 

competencia. 

Si el cromosoma es en general el elemento que contiene la mayor parte de la 

informacién genética necesaria para la sobrevivencia puede este ser quien 

contribuya de manera preponderante en competencia. 

Si la capacidad competitiva no puede ser atribuida a alguno de los elementos 

de manera indepandiente, entoncés supondremos que existe una relacién 

epigenética entre todos los componentes genéticos.
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competencia. 

Si el plasmido simbidtico es el elemento genético necesario para la nodulacién y 
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CEPAS UTILIZADAS 

METODOS 

Rhizobium etii. 

, 

  

  

  

    
        

CEPA MEDIO Y ANTIBIOTICOS CARACTERISTICAS 
(ug/ml) RELEVANTES 

VIKING 1(1) PY, Nalzo nod+ , fixt, Mel- 

TAL 182(1) PY, Nal20 nod+ , fixt, Mel+ 

NITRAGIN 825(1) (NIT) PY, Nai20 nod+ , fixt, Mel+ 

BRASIL 5(1) (BRA 5) PY, Nal20 nod+ , fixt, Mel- 
  

(1)Pifero et al., 1988. 

Rhizobium etli 
r 

CFN42 Y DERIVADAS. 

  

  

  

  

  

  

  

CEPA MEDIO Y ANTIBIOTICOS | CARACTERISTICAS 

(ug/ml) RELEVANTES 

CFN42(2) PY Nal20 Rhizobium  etli, cepa_ tipo, 

silvestre, Guanajuato, Mex. 

CFN42 Rif PYNal20, Rif100 Rif+. 

CFN42 pd-Rif PYNal20, Rifi00 CFNX89(3) Riff, pd-. 

CFN42 pb-Rif PYNal20, Rifi0o CFNX183(3) Rif, pb-. 

CFN42 ped Rif PYNal20, Rif100 CFNX185@) RifR, pea. 

CFNX2001(4) PYNal20, Rif100 pa-, pd- nod-, fix-. 
  

CFNXS5Rif (5) PYNal20, Sp100, Gm100, 

Km15 

CFN42pd:: GDYN en el gene nifH 

c, RifR 
  

2001 H1-35 PYNal20, Km60, Nm50 Riff,pa-, pd-, pSim TAL182 

nod+, fix-. 
  

CFN42 pb- H1-35 PYNal20, Km60, Nm50 Riff, pb-, pSim TAL182, nod- 
  

CFN42pd-H1-35 PYNal20, Km60, Nm50 Rif, pd-, pSim TAL182 nod+ y 

fix- 
  

CFN42 pd- H1-3     PYNal20, Km60, Nm50   Riff, pd-, pSim TAIL82, nod+, 
fix*.     

(2)Quinto et al., 1982. 

(3)Brom et al., 1992. 

(4)Leemans et al., 1984. 
(5)Romero et al., 1991.  



Rhizobium etli TAL182 Y DERIVADAS 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

CEPA MEDIO Y ANTIBIOTICOS CARACTERISTICAS 

(ug/ml) RELEVANTE 

TAL182 PY Nal20 Rhizobium etli silvestre, 

Hawaii EUA 

TAL182 Rif PYNal20, Rif100 RifR 

TAL H1-3 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL 18 2 pSim::Tn5mob, nod+, 

fix+. 

TAL H1-4 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL 182 pSi m::TnSmob, nod+, 

fix*. 

TAL H1-20 PY Nal20, Km60, NmS0 TAL182pSim::TnS5mob, nod+, 

fix+. 

TAL H1-35 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL182pSim::Tn5mob, gene 

nifH b, nod+, fix- 

TAL H1-84 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL182pSim::Tn5mob,nod+, fix+ 

TAL H2-4 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL182pSim::TnS5mob, nod+, 

fixt 

TAL H2-89 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL182pSim::Tn5mob, nod, 

fix+ 

TAL H3-5 PY Nal20, Km60, NmS0 TAL182pSim::TnS5mob, nod+, 

fix+. 

TAL H3-14 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL182pSim::Tn5mob, nod+, 

fix+. 

TAL H3-79 PY Nal20, Km60, Nm50 TAL182pSim::Tn5mob, nod+, 

fix+. 

TAL H1-35 Rif. PY Nal20, Km60, Nm50, | TAL182pSim::TnSmob, nod+,fix- 

Rif100 RifR. 
  

TAL182Rif/pd::GDYN 
$p100, Gm100 
PY Nal20, Rif100, Km15, TAL182 pSim-/pdCFN42::GDYN 

en el gene nifH c, nod+, fix+ 

RifR, 
    TAL182/pd::Tn5mob PYNal 20, Km60,   Nmso   TAL182 pSim- 

/pdCFN42::TnSmob, nod+, fix+ 

Riff, 
   



(6)Flores 

Agrobacterium GMI9023 Y DERIVADAS 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            
  

  

  

  

    

CEPA MEDIO Y ANTIBIOTICOS | CARACTERISTICAS RELEVANTES 

(ug/ml) 

GMi9023 LB Rif100 Agrobacierium tumefaciens, curada de 

plasmidos 

GMI H1-3 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H1-4 LB Rif100, Km60, Nm5S0 | Agrobacterium pSim TAL182, nods, fix+. 

GMI H1-20 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H1-35 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix-. 

GMI H1-84 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H2-4 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H2-89 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H3-5 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H3-14 LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GMI H3-79 LB Rifi00, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim TAL182, nod+, fix+. 

GM19023/ LB Rif100, Km60, Nm50 | Agrobacterium pSim CFN42, nodt+, fix+. 

pd::Tn5mob(6) 

et al., 1987. 

E. coli 

CEPA MEDIO Y ANTIBIOTICOS | CARACTERISTICAS 
(ug/ml) RELEVANTES 

HB101/p1 5b(2) LB, Km fragmento interno de nifHa (0.27Kb) 

HB101/pCQ15(2) LB, Km pBR328/nifHDb 

HB101/pSup 5011(7) LB, Km, Neo TnS-mob en pBR325 

HB101/pRK2013(8) LB, Km plasmido ayudador para conjugacién       

(Simon, 1984. 

(8)Figurski y Helinski., 1979. 

  
 



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

  

DETERMINACIO N DE LACINETICA DE 
NODULACION DE DIFERENTES CEPAS DE 

Rhizobium etli 

—___ 

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD 
COMPETITIVA DE LAS CEPAS TIPO 
SILVESTRE PARA SELECCIONAR DOS 
CEPAS CON CAPACIDADES 
COMPETITIVAS EQUIVALENTES COMPETENCIA 

DE DIFERENTES PLASMIDOS 

—__ SIMBIOTICOS EN EL FONDO GENETICO 
DE Rhizobium etli TAL182 

      

  

  

      

        
      

    

     

  

MUTAGENESIS AL AZAR CON Snr 
TnSmob SOBRE EL pSim —<—_ COMPETENCIA. 

TAL182 PLASMIDOS       

SIMBIOTICOS 
EQUIVALENTES EN 

CONSTRUCCION DE 
LAS CEPAS 
-CFNXS Rif ; } DIFERENTES FONDOS 
-TAL182::Tn5mob1-35 Rif —E GENETICOS Rhizoblum 

” -TAL182/pd::GDYN etl 

ANALISIS DE CADA UNA DE LAS —_ 

  

    

        
  

  

            

  

  

    
  

    

  

  

DIFERENTES INSERCIONES DE 
TnSmob, VERIFICANDO: COMPETENCIA 

-NODULACION DE DIFERENTES PLASMIDOS 
-FISACION DE NITROGENO SIMBIOTICOS EN EL FONDO 
-PRODUCCION DE GENETICO DE Ahizoblum etll CFNX5 
MELANINA 
-COMPETENCIA VS TAL 182 

VoL TRANSFERENCIA A CFN42 
DIFERENTES DERIVADAS 

-CFN42 
TRANSFERENCIA DE EL -CEN42pd- 
pSimTAL182::TnSmob A GMI9023, -CFN42 pb- 
VERIFICANDO: -CFN42peA 

-NODULACION 2001 
-FIJACION DE NITROGENO 
-PRODUCCION DE MELANINA rl 

COMPETENCIA 
COMPETENCIA 

DE DIFERENTES PLASMIDOS DE DIFERENTES PLASMIDOS 
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GENETICO DE Agrobacterium          



BACTERIAS 

CONDICIONES CRECIMIENTO 
Rhizobium etii. 

Las distintas cepas de Rhizobium etli se cultivaron en medio PY mas el 

antibidtico(s) adecuado para cada una. Se incubaron a 30°C durante 12- 14 hrs 

con agitacién. Los cultivos sdlidos se realizaron con el mismo medio mas 1.5% de 

agar bacterioldgico, las condiciones de crecimento fueron iguales que para los 

cultivos liquidos. 

Agrobacterium tumefaciens. 

Se cultivaron en medio LB mas el antibidtico(s) adecuado a cada cepa, se 

incubaron a 30°C durante 10- 12 hrs con agitacién. Los cultivos sdlidos se 

realizaron con el mismo medio mas 1.5% de agar bacterioldgico, las condiciones de 

crecimento fueron iguales que para los cultivos liquidos. 

CONSTRUCCION DE CEPAS TRANSCONJUGANTES. 

Se mutageniz6 la cepa TAL182, utilizando el transposén Tn5-mob, los 

plasmidos simbidticos con las diferentes inserciones resultantes se transfirieron a los 

fondos genéticos de GM19023 (Agrobacterium tumefaciens ) y de CFN42pa-, 

CFN42pb-, CFN42peA y 2001 (derivadas de Rhizobium etli CFN42). 

MUTAGENESIS CON Tn5-Mob. 

A partir de un cultivo liquido (sin antibidtico) se hizo una mezcla de la cepa 

TAL182 (receptora 150ul) con la cepa HB101/pSup5011::TnSmob (donadora 75ypl) y 

se colocé sobre placas de medio PY con agar y se incub6 a 30°C durante 24hrs. El 

crecimiento completo fue resuspendido en 1ml de MgSO, 10mM, diluido 10 y 100 

veces y de estas diluciones se platearon 100ul en placas con medio selectivo PY 

Nal20, Km69. Las mutantes en el plasmido simbidtico se identificaron hasta que fueron 

transferidas a Agrobacterium como se describe a continuacidn. 

TRANSFERENCIA DEL pSim TAL182 A Agrobacterium tumefaciens 

(GMI9023). 

Se transfirid el pSim de cada una de las derivadas TAL182 (diferentes 

inserciones) mediante una cruza triparental a Agrobacterium tumefaciens (GMI9023). 

De cultivos de células en suspensiédn se mezclaron alicuotas de las cepa GMI9023 

(receptora), HB101/pRK2013 (ayudadora) en proporciédn v/v de 1:0.25 

receptora/ayudadora y se sembraron sobre placas de PY sdlido, sobre esta mezcla 

se sembraron las cepas donadoras (colonias de TAL182::Tn5mob) y se incubaron 

durante 48hrs a 30°C para luego ser seleccionadas en el medio selectivo LB Kmé60 

Nm50, Para evadir los posibles falsos positivos se repitid la seleccién y para verificar 

la presencia del pSim transferido, se analiz6 la actividad de tirosinasa (produccién de 

melanina). Las cepas resistentes a los marcadores de seleccién y ademas 

productoras de melanina fueron verificadas por perfiles plasmidicos mediante la 

técnica de Eckhardt.



TRANSFERENCIA DEL pSim TAL182 Tn5 mob A derivadas de Ahizobium 

etli CFN42 (CFN42pd-, CFN42pb-, CFN42peA y 2001). 

De cultivos en fase de crecimiento exponencial se tomé 1ml de cada una de las 

cepas receptoras CFN42pd-, CFN42pb-, CFN42peA y se sembré en placas de PY 

adicionadas con 100ug/ml de Rifampicina para seleccionar resistentes naturales a 

dicho antibidtico, las colonias seleccionadas fueron utilizadas como receptoras de el 

pSim de TAL182. La transferencia del pSim TAL182 se hizo mediante una cruza 

triparental, donde se mezclaron 150ul de la cepa receptora, 50ul de ja cepa 

HB101/pRK2013 (ayudadora) y 50ul de la cepa TAL182::TnSmob como donadora. 

Esta cruza se incubé durante 16hrs a 30°C, después de lo cual se resuspendi6 el 

crecimiento en tml de MgSO, 10mM, fué diluido 10 y 100 veces, de cada una de 

estas diluciones se platearon alicuotas de 100ul en placas con medio selectivo. De las 

clonas seleccionadas, se analizaron por perfiles plasmidicos al menos i0 

transconjugantes. 

EXPERIMENTOS CON PLANTAS 
GERMINACION. 

Las semillas que se utilizaron en los diferentes experimentos de competencia 

fueron de Phaseolus vulgaris cv. “Negro Jamapa”, PRONASE 1993. 

La esterilizacién de las semillas se hizo sumergiéndolas en cloro comercial (6% 

de cloro activo diluido al 10%) durante diez minutos, para posteriormente ser 

lavadas con agua estéril. Para su germinacién, se sembraron en charolas con 

vermiculita hdmeda y estéril, y se mantuvieron a una temperatura de 30°C en 

condiciones de completa obscuridad. Después de dos dias se trasplantaron a 

macetas con vermiculita (dos semillas germinadas por maceta) y, dos dias 

después se procedié a la inoculacién de estas plantulas. 

INOCULACION 
De un cultivo en suspensién de la cepa, se tomé una alicuota, se lavaron y 

resuspendieron en MgSO4 10mM para usarse como inéculos para plantas, se 

inocularon con 100nI /planta de una solucién de bacterias preparada a partir de un 

cultivo lfquido de células que se ajustaron a una densidad dptica de 0.2 a 620nm y 

se hicieron cuentas de células viables que corresponden a 107bacterias/mi. . Para 

los experimentos de cinética de nodulacién se utilizaron 100u! /planta, y para los 

inéculos de las cepas en competencia se mezclaron en las proporciones pre- 

establecidas 1:1, 10:1 0 1:10 y de estas mezclas se tomaron 100uI /planta como 

indculo. 

RIEGOS 

El primer riego se llevé a cabo el dia 7 post-inoculacién con 100 ml/planta de 

medio Faharaeus ( Faharaeus, 1957 para tas plantas de los experimentos de 

cinética de nodulacién) o solucién Norris modificada (para las plantas inoculadas con 

las cepas en competencia) . Posteriormente se rego a diferentes tiempos y con 

volumenes variables dependiendo de las condiciones de humedad de las macetas.



COSECHA DE LOS NODULOS 

Para la cinética de nodulacién se cosecharon los nédulos a los 13, 15, 18 y 21 

dias post-inoculacién. 

EI andlisis de los nédulos se hizo al término del tiempo de crecimiento de las 

plantas, que para el caso de la medicién de la reduccidn de acetileno fue de 30 dias 

post-inoculacién y para tas competencias fue de 25 a 32 dias post-inoculacion. 

Excepto para las competencias entre las cepas tipo silvestre que fueron analizadas 

a los 17 dias post-inoculaci6n. 

REDUCCION DE ACETILENO 

La capacidad de fijacién de nitrégeno se cuantificé de manera indirecta 

midiendo la reduccién de acetileno en plantas noduladas, a los 30 dias post- 

inoculacion. Primeramente se separé la raiz de el tallo y esta se colocé en frascos 

herméticamente sellados, cuyo volumen aproximado es de 160cm3. Las raices se 

incubaron durante una hora con 5cm3 de acetileno (CH-CH); transcurrido este tiempo 

se tom6é una muestra de 1cm3, que se cuantificd en e! cromatégrafo de gases 

(Varian Gas Cromatograph 3300) para hacer una estimacion de la fijacién de 

nitrégeno por planta. 

ANALISIS DE LA OCUPACION DE LOS NODULOS DE PLANTAS 
Al término de tiempo de crecimiento de las plantas (25 a 32 dias post- 

inoculacién), se hizo un andlisis de los nédulos producidos por estas, las bacterias 

de nédulo fueron substraidas de manera mecanica macerdndolos (esterilizando 

previamente la superficie del mismo), el contenido del nodulo fue vertido sobre 

placas de cultivo y dependiendo de las caracteristicas de las cepas inoculadas se 

hicieron los diferentes andlisis: 

a) Produccién de Melanina. 

El plasmido simbidtico de Rhizobium etli contiene genes especificos para la 

produccién de melanina (Borthakur et al, 1987), el revelar la produccién de este 

pigmento nos sirvidé como un marcador de Ia presencia del plasmido simbidtico. La 

cepa proveniente de nddulo se incubé sobre placas de medio (en algunos casos se 

utilizé medio selectivo con antibidtico) con 20ug/m! de CuSO,4.5H20 y 50ug/mi de L- 

tirosina, durante dos dias a 30°C. La cepa sobre-crecida se expone a luz indirecta 

durante 12hrs minimo y finalmente, la produccién de melanina se revela lisando las 

células con filtros humedecidos con SDS al 10%. Este tipo de analisis sdlo fue 

utilizado para analizar competencias entre dos cepas donde una de ellas produjera 

melanina y la otra no. 

b) Resistencia a Antibidtico. 

La resistencia a antibidtico se evalué estriando el contenido de los ndédulos en 

placas de PY 6 LB sdlidos adicionadas con el antibidtico respectivo para cada una de 

las cepas a analizar. El andlisis de resistencia a antibidtico se utiliz6 en los casos 

donde las cepas en competencia tuvieran diferentes marcadores de seleccién.



c) Perfil Plasmidico. 

En los casos de los perfiles plasmidicos las cepas provenientes de nddulo 

fueron crecidas sobre placas de seleccién y analizadas por perfiles plasmidicos 

(Eckhardt, 1978); este andlisis se utilizé unicamente donde las cepas a competir no 

tuvieran marcadores distintos tanto de produccién de melanina como de resistencia 

a antibidtico y que si tuvieran diferentes perfiles plasmidicos. 

CINETICA DE NODULACION 
Se llev6 a cabo en un sistema de macetas, mediante el andlisis de plantas 

inoculadas con las cepas CFN42, VIK !, TAL182, NITRAGIN y BRA 5. Los indculos se 

aplicaron dos dias después de la germinacién de las plantulas, dicho inéculo se 

preparé tal como se describid anteriormente. 

Las plantas fueron crecidas en condiciones de invernadero, irrigadas 

constantemente con medio Faharaeus, los efectos de nodulacién fueron observados 

a diferentes tiempos de! crecimiento, en los que se incluyen los siguientes dias 13, 15, 

18 y 21, en estos dias se extrajeron 5 de ellas y se hizo un conteo general de los 

nédulos presentes en cada una de las plantas inoculadas con ‘las diferentes cepas. 

Se hizo un analisis de varianza de los datos obtenidos bajo un disefo 

completamente al azar en virtud de que las plantas evaluadas permanecieron bajo 

las mismas condiciones durante su desarrollo y el numero de ellas fue variable.



RESULTADOS Y DISCUSION 

CINETICA DE NODULACION 

La cinética de la nodulacién de las diversas cepas de Rhizobium etli (Tabla 1) 

fue evaluada en plantas de frijol, en un sistema experimental de macetas tal como se 

describe en la metodologia; el numero de plantas evaluado fue variable (entre 7 y 10 

plantas por cepa en cada experimento), los datos analizados corresponden a dos 

experimentos independientes que fueron agrupados en un soélo conjunto para su 

andlisis estadistico. 

TABLA! CARACTERISTICAS* GENERALES DE LAS CEPAS TIPO SILVESTRE. 

("Las caracteristicas de numero de plasmido, produccién de melanina, y la resistencia a 
antibiotico son los marcadores de seleccién de las cepas en los experimentos de competencia) 

  

    

  

  

  

  

      

CEPA PROCEDENCIA NUMERO DE MELANINA RES ISTE NCIA 
PLASMIDOS A ANTIBIOTICO 

(ug/ml) 

CFN42 Guanajuato, 6 + Nal20, Sm100 
Méx. 

VIKING 1 Belice 3 - Nal20 

TAL 182 Hawaii, EUA 4 + Nal29 

NITRAGIN EUA 4 + Nal20 
(NIT) 

BRASIL 5 Brasil 4 - Nal20 
(BRA 5)                 
  
  

Los controles de las plantas no inoculadas no nodularon tal como se 

esperaba.Se hizo un analisis de varianza de tos datos obtenidos, con é! demostramos 

que no existen diferencias significativas en el numero de los nddulos acumulados en las 

raices de las plantas de frijol inoculadas con las diferentes cepas (Figura 1). 

La cinética de nodulacién de las cepas estudiadas muestra que las cepas 

formaron y acumularon un numero equivalente de nédulos entre !os dias 13-21 post- 

inoculacién, con estos resultados podemos sugerir que ninguna de las cepas 

analizadas es hipernodulante. La aparicién de ndédulos ocurrid a los 10 dias post- 

inoculaci6n.



CINETICA DE NODULACION 
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Figura | Evaluacion de la cinética de nodulacion en distintas cepas de R 
etli. Los puntos representan el promedio de tos ndédulos formados 
en un grupo de plantas y sus correspondientes desviaciones 
estandar. 

Dado que no se encontraron diferencias significativas en lo que se refiere a 

cinética de nodulacién se procedié a la evaluacién de la competencia con el fin de 

obtener cepas con caracteristicas competitivas equivalentes, caracteristica ideal para 

la evaluacién de las capacidades competitivas conferidas por los plasmidos.



COMPETENCIA DE LAS CEPAS TIPO SILVESTRE 

Se determinaron las capacidades competitivas de las cepas VIKING | (VIK 1), 

BRASIL 5 (BRA 5) y TAL 182 con respecto a la cepa CFN42, en plantas de frijol. Las 

coinoculaciones se hicieron en proporciones 1:1 y 10:1; las pruebas de competencia 

entre fas cepas VIKI, BRA 5, TAL 182 se hicieron en proporcién 1:1. Las plantas 

fueron mantenidas en condiciones de invernadero y se cosecharon a los 17 dias post- 

inoculaci6n. Se analizaron 6 plantas por experimento y 10 nédulos por planta (un 

total de 60 ndédulos por competencia). Las colonias aisladas de los nédulos fueron 

analizados por produccién de melanina, resistencia a estreptomicina o bien por perfil 

plasmidico segun las caracteristicas de las cepas sometidas a la prueba de 

competencia (TABLA Il). ; 

TABLA Il MARCADORES DE SELECCION 

("cepa evaluada por presencia en nédulo, segun marcador de seleccién, resistencia a 

estreptomicina 0 produccién de melanina). 
  

  

   
   
   
   
   

    

  

  

  

  

  

      

[ compeTENcia ~] MARCADOR 

CFN42* VS VIK | Sm*, Mel+ 
CFN42* VS TAL 182 Smr 

CFN42* VS BRA 5 Smr, Mel* 

TAL 182" VS VIK | Mel+ 

TAL 182" VS BRA 5 Mel+ 

BRA 5 VS VIK | PERFIL 
PLASMIDICO 
—_—X—X—XxX—x=   

Los resultados obtenidos (Figura 2) muestran que la cepa CFN42 es 

equivalente en competencia a la cepa TAL182, ocupa un 80% de los ndédulos cuando 

compite contra la cepa VIK I y que la cepa BRA 5 es completamente desplazada por 

la cepa CFN42. De igual forma la cepa BRA 5 es completamente desplazada por la 

cepa TAL182. Con estos datos proponemos que: la cepa TAL182 tiene una 

capacidad competitiva equivalente a la de la cepa CFN42, VIK | es menos competitiva 

con respecto a las anteriores, y finalmente BRA 5 es la menos competitiva.
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Martinez y Rosenblueth (1990), reportaron que la cepa VIK |, es mas 

competitiva que la cepa CFN42. Para verificar estos datos bajo nuestro sistema 

experimental se hicieron dos experimentos adicionales donde se checd que [a insercién 

de Tn5 mob en CFN42 no afecta la capacidad de competencia. Asif mismo, 

corroboramos la reproducibilidad de nuestros resultados con respecto a la 

capacidad competitiva de la cepa VIK I. Estos resultados nos sugieren que, ademas 

de las cepas per se, los distintos sistemas experimentales (semillas y condiciones 

medio ambientales), inciden de manera determinante en los resultados. 

Con base a los resultados anteriores se decidid tomar Para nuestro estudio a 

las cepas CFN42 y TAL182. Ambas cepas tiene una capacidad competitiva 

equivalente por lo que podemos proponer que aquellas diferencias encontradas en 

competencia (si es que jas hubiera) entre los plasmidos y/o fondos genéticos seran 

exclusivas de estas entidades genéticas y las cepas con sus plasmidos silvestres son 

iguales en su capacidad de competir por la ocupacion de los nédulos.



MUTAGENESIS CON Tn5-Mob. 

Para poder transferir el plasmido simbidtico de fas cepa de Rhizobium etli 

TAL182 a diferentes fondos genéticos fue necesario mutagenizarla (ver métodos) 

con Tn5-mob, para después analizar si la mutagénesis afecta la nodulacion, fijacién de 

nitr6geno y competencia. Las cepas mutagenizadas al azar fueronconjugadas por 

Agrobacterium (GMI9023) para poder obtener todas aquéllas transconjugantes que 

contuvieran el Tn5-mob insertado en el pSimTAL182, la descripcién de las cepas 

transconjugantes se reportan mas adelante en la transferencia del psim de 

TAL182::TnSmob a Agrobacterium GMI9023. 

La cepa TAL182 mutagenizada con Tn5-mob fue evaluada en cuanto a su 

capacidad de nodular y fijar nitrégeno. Para la evaluacién de la nodulacién se 

inocularon 4 macetas con dos plantas cada una, usando como inéculos a las 

diferentes inserciones (ver tabla en métodos). 

Se observé la aparicién y acumulacién de nédulos a los 5, 10, 15 y 20 dias 

post-inoculacién. Las diez cepas evaluadas para nodulacién presentaron nédulos en el 

decimo dia post-inoculacién (producto de la acumulacién de nddulos entre los dia 6 a 

9); la apariencia de estos nédulos coincidié con la de los nédulos de jas cepas TAL182 

y CFN42, a excepcién de las plantas inoculadas con la cepa TAL H1-35, que fueron 

menos desarrollados y aparentemente no fijadores de nitrdgeno. 

Se realiz6 un ensayo para determinar la capacidad de fijacién de nitrégeno de 

las cepas con diferentes inserciones de Tn5-mob, se midié la reduccién de acetileno 

en un promedio de dos o tres raices (30 dias post-inoculacién) de plantas inoculadas 

con una misma cepa. Los resultados obtenidos demostraron que nueve de las diez 

cepas inoculadas fijan nitrogeno (TABLA Iil), la excepcién fue la cepa TAL H1-35 que 

mostré deficiencias en la fijacion de nitrégeno, lo que coincide con fos datos 

fenotipicos de nodulacion, antes mencionados.



Asi mismo en las figuras 3, 4, 5 y 6 se muestra qué las plantas inoculadas con 

«la cepas TAL182::Tn5 mob muestran un apariencia sana, excepto aquellas que fueron 

inoculadas con la cepa TAL H 1-35. 

TABLA Il FINACION DE NITROGENO 

  
  
  ——<— — 

CEPA No. DE REDUCCION DE 
PLANTAS ACETILENO 

CONTROL SIN 3 
INOCULAR 

  

  

TAL182 

TAL H1-3 
  

  

TAL H1-4 
  

TAL H1-20 
  

TAL H1-35 
  

TAL H1-84 
  

TAL H 2-4 
  

TAL H2-89 
  

TAL H3-5 
  

TAL H3-14 
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Se hizo un ensayo de competencia de las cepas mutantes contra la cepa parental 

TAL182, para identificar aquellas cepas que presentaran igual capacidad competitiva 

que fa cepa TAL182. 

Las diferentes mutantes mostraron diferentes capacidades competitivas (tabla 

IV), se detecté una cepa con equivalencia en competencia con respecto a la cepa 

parental, esta fué la cepa TAL H1-35.



Figura 4. 

    

    

PLANTAS CONTROL INOCULADAS CON LA CEPA CFN42 (20 DIAS 
POST-INOCULACION). 

PLANTAS INOCULADAS CON LA CEPAS TAL. H1-3, CFN42 Y 

TAL182 (20 DIAS POST-INOCULACION).
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Figura 5. | PLANTAS INOCULADAS CON LA CEPAS TAL H1-3, TAL182 Y TAL 
H1-35 (20 DiAS POST-INOCULACION). 

   

    
Figura 6. | PLANTAS INOCULADAS CON LA CEPAS TAL H1-3, TAL182 Y 

PLANTAS CONTROL SIN INOCULAR (20 DIAS POST- 
INOCULACION).



La mutagenesis al azar del pSim de TAL182 nos permitid primeramente el tener un 

mob necesario para la transferencia incluido dentro de la misma molécula y con ello la 

posibilidad de tener una coleccién de cepas con diferentes capacidades competitivas 

de fas cuales pudieramos escoger la que tuviera una capacidad competitiva 

semejante a la cepa original. 

TABLA IV COMPETENCIA ENTRE LA CEPA TAL182 VS TAL182::Tn5mob 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

NODULOS DE TAL182 NODULOS DE 

TAL182::TnSmob 

TAL182 VS TAL H1-3 76 24 I 

TAL182 VS TAL H1-4 85 15 | 

TAL182 VS TAL H1-20 36 64 

TAL182 VS TAL H1-35 57 43 

TAL182 VS TAL H1-84 33 67 

j TAL182 VS TAL H 2-4 40 60 

TAL182 VS TAL H2-89 37 63 

TAL182 VS TAL H 3-5 75 25 

TAL182 VS TAL H3-14 60 40 

TAL182 VS TAL H 3-79 25 75           

 



TRANSFERENCIA DEL pSim DE TAL182::Tn5mob A 

Agrobacterium (GMI9023) 

La transferencia del plasmido simbidtico de TAL182::TnSmob (diferentes 

inserciones) a Agrobacterium se hizo por medio de una cruza triparental (TnSmob 

como donadora, GMI9023 como receptora y HB101/pRK2013 como ayudador). 

La seleccion de las transconjugantes con e! plasmido simbidtico se hizo por la 

capacidad de estas cepas de producir melanina. Se seleccionaron colonias aisladas 

para cada transconjugante y se analizaron sus pertiles plasmidicos (Figura 7), para 

corroborar que el pSim de TAL182 en GMI9023' migra a la misma altura que dicho 

plasmido en la cepa silvestre se analizaron los perfiles plasmidicos y observamos que 

el plasmido simbidtico de esta cepa es de mayor tamafio que el descrito para la cepa 

CFN42, el tamafo aproximado es de 500Kb; la transferencia a Agrobacterium nos 

permite diferenciar cual es el plasmido simbidtico de la cepa TAL182 que en la cepa 

silvestre comigra con un plasmido de un tamafio ligeramente mayor a el plasmido 

simbidético como se observa en la Figura 8. 

Las cepas transconjugantes se utilizaron como inoculantes de plantas de frijol 

(Phaseolus vulgaris ). Todas las plantas mostraron sintomas de deficiencia de 

nitrogeno (plantas cloréticas) durante los primeros 20 a 25 dias, posteriormente las 

plantas mejoraron como consecuencia de la asimilacion tardia de nitrogeno, efecto 

que se mantuvo hasta el final de su desarrollo (30 dias post-inoculacién). La clorosis 

se observé como un efecto permanente en las plantas control sin inocular yen las 

plantas inoculadas con GMi9023 (Agrobacterium tumefaciens sin plasmido 

simbiotico) y de igual manera que en las plantas inoculadas con la cepa GM! H1-35. 

Las plantas inoculadas con la cepa silvestre, TAL182, no mostraron apariencia de 

deficiencia de nitré6geno durante todo el tiempo que se mantuvieron en el invernadero 

(82 dias).



     

    
82::TnSmob oF 
ein " 

GMI9023/pSimTAL1 

Figura 7. Pertiles piasmidicos de Agrobacterium (GMI9023) plasmido 

simbidtico de TAL182, diferentes inserciones de TnSmob. 

    

  

Figura 8. Perfiles plasmidicos. 

1)CFN42. 

2)GMI9023/pdCFN42. 

3)TAL182. 

4)GMI H1-35.
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Para la localizacion de los Tn5-mob se llevaron a cabo hibridizaciones tipo 

“Southern”, sobre el DNA total de las cepas de GMj9023/pSimTAL182::TnSmob, 

usando como detector el plasmido pSup5011TnSmob. Para revelar las diferentes 

reiteraciones de los genes nifHDK en esta cepa se utilizé un segundo detector, el 

plasmido pCQ15 el cual contiene un fragmento del gene nifHDb de la cepa CFN42 de 

Rhizobium etli (Figura 9 y 10). 

1 23 4 5 6 7 8 9 10 
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Figura 9. Hibridizacién de las diferentes transconjugantes de Agrobacterium 

(digestion de DNA total usando fa enzima BamHI en cepas 

tranconjugantes de GMI9023) contra el pCQ15 (Quinto et al, 1982). 1) 

TALH1-3, 2) TALH1-4, 3) TALH1-20, 4) TALH1-35, 5) TALH1-84, 6) 

TALH2-4, 7) TALH2-89, 8) TALH3-5, 9) TALH3-14, 10) TALH3-79. 

Las hibridaciones muestran que las inserciones de TnSmob estan localizadas en 

sitios diferentes dentro del plasmido simbidtico de TAL182. La inserci6n Tn5mob 1-35 

esta interrumpiendo uno de los genes nif, el que corresponderia a ta copia nifH b, y 

en esta cepa se observa que no hay fijacién de nitrogeno en las plantas inoculadas 

con la cepa TAL H1-35 0 GMI H1-35. 

Romero et al, 1988. propone que nifHa y b actuan de manera conjunta, 

contribuyendo aproximadamente la mitad de el total de la actividad de la 

nitrogenasa, en ja cepa TAL H1-35 no se observé esa correlacién puesto que no 

obtuvimos actividad de nitrogenasa. 

Este efecto puede ser atribuido a que en esta cepa no hay funcionalidad de la 

reiteracion nifHa y la fijacién de nitrégeno de esta cepa es unicamente dada por la 

reiteracién nifHb que en este plasmido esta interrumpida por la insercion antes 

mencionada, el mecanismo de inactivacion de este operén no lo conocemos, pero en 

esta cepa sera interesante estudiar que factor(s) estan involucrados en este fenotipo 

y que son adicionales al Tn5mob insertado.



  

  

Be 

Figura 10. Hibridizacién de las diferentes transconjugantes de 

Agrobacterium (digestién de DNA total usando la enzima BamHI en 

cepas tranconjugantes de GMI9023) contra el pSup5011TnSmob. Se 

muestran las diferentes inserciones de TnSmob sobre el pSimTAL182 . 

1) TALH1-3, 2) TALH1-4, 3) TALH1-20, 4) TALH1-35, 5) TALH1-84, 6) 

TALH2-4, 7) TALH2-89, 8) TALH3-5, 9) TALH3-14, 10) TALH3-79. 

Oliveira y Graham (1990), evaluaron cepas mutantes en fijacién 

de nitrégeno en cuanto a su capacidad de competir y propusieron que 

la habilidad de una cepa en competencia es independiente de su 

habilidad de fijar nitrogeno, y pueden ser una cepa con un marcador 

facilmente distinguible. En base a estos antecedentes y los 

experimentos realizados se decidié tomar la cepa TAL182 H1-35 como 

referencia para posteriores experimentos de competencia.



COMPETENCIA DE LAS CEPAS GM19023/pdCFN42::TnSmob VS GMt1 

H1-35. 

Dado que !a cepas a competir con los plasmidos simbidticos de CFN42 y 

TAL182 tienen los mismos marcadores de resistencia, el método de andalisis de 

ocupacién de los ndédulos se hizo por medio de los perfiles plasmidicos, en geles tipo 

Eckhardt, en los que las diferencias de tamafio son evidentes ( el pSim de TAL182 es 

de 500Kb, el pSim de CFN42 es de 390Kb). 

Los nédulos en Agrobacterium son pequefios y en apariencia deficientes en 

fijacidn de nitrégeno. 

Los resultados de la competitividad se concentran en la Tabla V, y se 

esquematizan en la Figura 11. 

TABLA V. COMPETENCIA GM19023/pdCFN42::Tn5mob(1) VS GM1 H1-35(2). 
  

  —————<—<—$——<$=   
    

  

  

  

        
            

PROPORCION No. DE 12 No. DE oe No. DE 32 PROVEDIO 

NODULOS | REPETICION (%) | NODULOS | REPETICION (%) | NODULOS | REPETICION(%) Tort 
1:1 26 (1) 38.46 | 37 (1) 41.17 37 (1) 51.36 43.66 

{2} 61.54 (2) 54.91 (2) 48.64 55.03 

(1 y 2) (ly 2) 3.92 (1 y 2) 1.31 

10:1 37 (1) 54.05 32 (1) 63.16 30 (1) 66.67 61.21 

(2) 37.85 " (2) 31.57 (2) 33.33 34.25 
(ty 2) 8.10 (Vy 2) 5.27 (1 y 2) 4.54 

1:10 35 (1) 2.85 34 {1) 28.58 §2 {1) 40.38 23.93 

(2) 94.30 (2) 61.21 {2) 59.62 71.71 

(ty 2) 2.85 (1 y 2) 10.21 (1 y 2) 4.36 

——_—————_—_—_—_— rT — ~ 
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GMI9023/pdCFN42: 44% 

GMI9023/pdCFN42: 61%
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c) 
FIGURA 11 Porcentaje promedio de nodulos ocupados por las cepas 

GMI9023/pdCFN42 y GMI H1-35 coinoculadas en proporcién a) 1:1, b) 1:10 y c) 10:1 

respectivamente. Los valores de los porcentajes son valores ajustados a numeros 

enteros. 

Se analizaron de 26 a 52 nddulos provenientes de cuatro plantas. Puesto que, 

como ya se mencioné anteriormente, el muestreo es ineficiente dada la limitada 

recuperacién de los ndédulos, es decir, se analiz6 una muestra pequena con respecto 

al numero total de fos nédulos producidos (Agrobacterium produce alrededor de 200 

nédulos por planta), tenemos que la desviaciones entre las repeticiones son amplias, 

por lo que el andalisis de un numero mayor de nédulos nos permitiria una estimacién 

mas acertada de estos resultados, sin embargo, metodolégicamente es poco 

accesible. 

Los resultados obtenidos muestran que los plasmidos simbidticos de CFN42 y 

TAL182 en el fondo genético de Agrobacterium son equivalentes en competencia, sin 

embargo, en experimentos posteriores (ver pagina siguiente) la insercidn de Tn5-mob 

en el pSim de la cepa CFN42 afecta la capacidad competitiva, de la mutante, por ello 

no podemos asegurar que el pSim de la cepa CFN42 sea equivalente en competencia 

como se muestra en las competencias sobre el fondo genético de Agrobacterium.  



s 

COMPETENCIA ENTRE CFN42 Y CFN42::Tn5mob. 

Para analizar la capacidad competitiva de la cepa mutante CFN42pd::TnSmob, 

se hizo un ensayo de competencia, en el que se analizaron dos lotes de 6 plantas 

cada uno y se tomaron como muestra 50 nédulos por planta, se coinocularon dichas 

plantas en proporcion 1:1. Los resultados se muestran en la tabla VI y en la figura 

12. 

TABLA VI. COMPETENCIA CFN42(1) VS CFN42::TnSmob(2). 
  

  

  

  

            

PROPORCION No. DE 12 No. DE ae PROMEDIO 

NODULOS REPETICION | NODULOS REPETICION TOTAL 

1:1 300 (1) 88.67 300 (1) 91.00 89.83 
(2) 11.33 (2) 9.00 10.17       
  

CFN42::Tn5mob: 10% 

  

CFN42: 90% 

FIGURA 12 Porcentaje promedio de nddulos, ocupados por las cepas 

en competencia CFN42 y CFN42::Tn5mob.



La insercién de TnSmob en el p42d se ha localizado por secuencia a partir de 

los bordes de e! transposén en el fragmento BGO3 ( G. Davila comunicacién personal), 

analisis tipo Blastx de esta regién muestra que la mayor homologia es en un 

segmento de 222 aminoacidos con una identidad de 51% con una coproporfirina 

oxidasa del tipo Ill de Rodobacter sphaeroides. 

La coproporfirina oxidasa esta involucrada en {a biosintesis del anillo de 

porfirina, que es el grupo prostético de aigunas proteinas tales como la hemoglobina, 

mioglobina y algunos de los citocromos. Sin embargo la cepa CFN42::TnS5mob produce 

ndédulos rojos, los cuales indican produccién de leghemoglobina. 

En A. etli se ha demostrado que el citocromo tipo c-aa3 es esencial para la 

division durante los primeros pasos de la interaccién simbidética con la planta 

hospedera (Soberén, et al 1993). 

La mutacién en el plasmido evaluado en competencia no parece estar 

directamente relacionado con nodulacién, sin embargo, se observa que hay un retraso 

en la cinética de nodulacién, que no podemos explicar directamente por fa insercién, a 

menos que se determine la funcién del gen mutado y que lta produccién de ta proteina 

sea necesaria para la sobrevivencia de la bacteria ya sea en !a rizosfera, en los hilos 

de infeccién o durante la invacién de la zona central del nédulo.



{ 

TRANSFERENCIA DEL pSim TAL 182 Tn5mob SOBRE Rhizobium 

etli CFN42 Y SUS DERIVADAS CFN42pd-, CFN42pb-, CFN42peA y 

2001. 

Se transfirid el pSim de TAL H1-35 sobre las derivadas de CFN42, CFN42pc-, 

CFN42pb-, CFN42peA y 2001 las transconjugantes nos permitieron conocer algunas 

caracteristicas de el pSim de TAL182 en el fondo genético de CFN42 (tabla VII, Figura 

13). 

TABLA VII. CEPAS DERIVADAS DE CFN42 CON EL pSim DE TAL182. 
    

        

  

CEPA CARACTERISTICAS DE LAS 

TRANSCONJUGANTES 

CFN42 H1-35 . pdCFN42-,nod+, mel+ 
  

CFN42pb- H1-35 pdCFN42-,nod-, mel+, flocula 

7 CFN42peA H1-35 nod-, mel+, flocula 

2001 H1-35 nod+, mel+ 

  

  

      CFN42pd-H1-35 nod+, mel+ 
        

Dado que el pSim de TAL182 se mantiene de manera estable sobre el fondo de 

CFN42 y provoca la pérdida del pSim de CFN42, podemos decir que pertenecen ail 

mismo grupo de incompatibilidad. Ademdas de la pérdida de ef pSim, se observan 

eventos de perdida del plasmido c (las frecuencias de pérdida no fueron evaluadas), 

esta caracteristica es un evento que también es observado en la cepa silvestre (Brom 

S. comunicacién personal). 

En la cepa CFN42pb- H1-35, encontramos que no hay nodulacién este 

fenomeno fué descrito para la cepa CFN42pb-, sugerimos que es necesaria la 

informaci6n genética para la produccidn de lipopolisacarido contenida en un loci del 

pb (Garcia-de los Santos et al, 1997) y al igual que en CFN42 esta funcién no esta 

contenida en el pSim de la cepa TAL182. 

La cepa transconjugante CFN42peA H1-35 mantuvo su perfil idéntico mas un 

plasmido simbidtico del mismo tamafo que en la cepa TAL 182, esta cepa no nodula, 

esto sugiere que ademas de Ja informacién contenida en este plasmido simbidtico es 

necesaria la informacién de otras entidades genéticas.



{ 

   

  

Figura 13. | TRANSCONJUGANTES. 1)CFN42, 2)TAL182, 3) CFN42pq-Rif, 
4)CFN42pd- H1-35, 5)CEN42peDRif, 6)CFN42peD H1-35, 
7)CFEN42pb-Rif, 8)CFN42pb- H1-35, 9)2001, 10)2001 H1-35. 

Las plantas inoculadas con fa cepa CFN42pd- H1-35, mostraron ta 

apariencia de plantas cloréticas como resultado de la deficiencia de Nitrégeno 

(Figura 14), esto corresponde con el fenotipo anteriormente descrito en las 

cepa parental TAL H1-35. 

  

Figura 14. Plantas de frijol (Phaseolus vulgaris cv "Negro Jamapa’”), 

inoculadas con CFN42 y CFN42pd- H1-35 (22 dias post- 

inoculacién).
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A los 30 dias post-inoculacién se midié la reduccién de acetileno (Figura 15) en 

16 plantas inoculadas con cada una de las diferentes cepas evaluadas. Todas las 

plantas fijaron nitr6geno de manera regular exceptuando a la planta inoculada con la 

cepa CFN42pd- H1-35, ademas se utiliz6 como contro! positivo la cepa 

transconjugante CFN42pd- H1-3 que contiene un pSim de TAL182 que no afecta 

fifacién de nitré6geno, este control nos permitid verificar que ef pSim de TAL182 en el 

fondo genético de CFN42 es equivalente en cuanto a fijacién de nitrégeno. El efecto de 

reduccién de acetileno esta relacionado con ia clorosis de las plantas, ya que que 

como se ha descrito anteriormente todas las mutantes que contienen el pSim 

TAL182::Tn5mob 1-35 son deficientes en fijacién de nitrogeno independientemente de 

el fondo genético donde esten contenidas, ya sea TAL182, GMI9023 0 CFN42. 
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CEPAS 

1-CFN42 
2-TAL182 
3-TAL182 H1-3 
4-CFN42pd- H1-3 
5-4-CFN42pd- H1-35 

Figura 15 Reduccién de acetileno promedio de 16 plantas de frijol medida a 

los 30 dfas post-inoculacién, medida en uM de etileno 

reducido/hr/peso especifico de nédulos.
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COMPETENCIA CFN42 VS CFN42pd-/pSimTAL182Tn5mob1-35 

en placas de PYNal20Km60 Rift00, PYNal20 y PY. El crecimiento en PY indica que las 

bacterias de nddulo resistieron el tratamiento de esterilizacién de la superficie del 

ndédulo, también se obtuvo el crecimiento de las bacterias de nédulo esperado en las 

placas de PYNal20, ya que ambas cepas coinoculadas son resistentes naturales a 

Nal20, mientras que en las placas que contenian el medio PYNal20Km60Rif100 solo crecid 

el contenido de los nédulos ocupados por la cepa CFN42pd- H1-35; mediante este 

método de analisis no es posible distinguir los nédulos mezclados con aquellos que 

sdlo fueron ocupados por la cepa CFN42pd- H1-35. 

El andalisis de los nddulos consistié en la seleccién del contenido de cada nddulo 

En todas las proporciones de indculo evaluadas la cepa CFN42 ocupa los 

nédulos como se resume en la TABLA VIII y se esquematizan en la figura 16. 

    

      

  

  

  

  

  

      

  

            

TABLA VI. COMPETENCIA CFN42 (1) VS CFN42pd- H1-35(2) 

PROPORCION No. DE 412 No. DE pe No, DE _ 32 PRONMEDIO 

NODULOS | REPETICION (%) | NODULOS | REPETICION (%) | NODULOS | REPETICION (%) TOTAL 

se 300 (1) 78.34 300 (1) 96.67 200 (1) 74.00 83.01 
(2) 21.66 (2) 3.33 (2) 26.00 16.99 

10:4 300 (1) 90.67 200 (1) 100.00 150 (1) 98.00 96.22 
(2) 9.30 (2) 0.00 (2) 2.00 3.78 

1:10 300 (1) 61.70 300 (1) 86.67 150 (1) 72.67 73.68 
(2) 38.30 (2) 13.33 (2) 27.33 26.32     a — 
 



b) 

CFN42pd- H1-35: 17% 

CFN42pd- H1-35: 4% 
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   CFN42: 83% 

  

CFN42: 96%
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CFN42pd- H1-35: 26% 

    CFN42: 74% 

c) 

Figura 16 Porcentaje promedio de nédulos, ocupados por las cepas CFN42 

y CFN42pd- H1-35, coinoculaciones en proporcién a) 1:1, b) 

1:10 y c) 10:1. Los valores de los porcentajes estan ajustados a 

numeros enteros. 

De la competencia entre CFN42 y CFN42pd- H1-35, observamos que hay una 

tendencia de mayor ocupacién de la cepa CFN42 to que indica que bajo estas 

condiciones de experimentacién esta cepa es mas competitiva independientemente a 

la proporcién de inéculo. 

La superioridad de la cepa CFN42 en la ocupacién de los nédulos puede 

explicarse: 

1} como una mejor adaptacién entre el fondo genético de CFN42 y el plasmido 

simbidtico enddégeno, 

2) 0 bien que los marcadores de seleccién (en este caso Rifampicina) afecten 

la competencia de la cepa CFN42pd- H1-35.
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Bromfield et al (1985) reportaron que una mutacién espontanea que confiere 

resistencia a Rifampicina afecta competencia. Dado este antecedente decidimos 

utilizar fondos genéticos equivalentes tanto en la resistencia a Rifampicina como en 

las inserciones en los plasmidos. 

Se utilizé la cepa CFNX5 para comparar las condiciones de competencia entre 

dos plasmidos con inserciones sobre genes nif. La cepa CFNX5 es una derivada de 

CFN42 que contiene un “cassette” interrumpiendo el gene nifHc. De esta cepa se 

seleccioné una mutante espontdnea que le confire resistencia a Rif100ug/ml. 

Se hizo un ensayo de competencia en donde se analizaron las cepas CFNX5 Rifr 

y CFN42pd- H1-35, en proporcién 1:1. 

La tabla IX y la Figura 17 resumen los resultados obtenidos en la competencia 

CFNXS5 Rift VS CFN42pd- H1-35. 

TABLA IX. COMPETENCIA CFNXS Rift (1) VS CFN42pd- H1-35(2) 
  

  

  

                    

PROPORCION No. DE 12 No. DE 22 No. DE 32 PROMEDIO 

NODULOS } REPETICION (%) | NODULOS | REPETICION (%) | NODULOS | REPETICION (%) TOTAL 

11 300 (1) 53.67 298 (1) 60.73 300 (1) 64.00 59.47 
(2) 40.67 (2) 34.22 (2) 33.33 36.07 
(1y 2) 5.66 (ly 2) 5.05 (1y 2) 2.67 4.46 
  

  
  

La cepa CFNX5 Rif ocup6 un promedio de nddulos de 59.47%, mientras que la 

cepa CFN42pd- H1-35 ocupé6 un promedio de 36.07% y la cantidad restante fue 

ocupada por ambas cepas (4.46%). La tendencia general de la ocupacién de nddulos 

puede ser considerada equivalente, dado que ninguna de las cepas fue desplazada 

completamente por su coinoculante, sin embargo, en particular podemos observar 

que la cepa CFNX5 Rif muestra una ocupaciédn de ndédulos ligeramente superior a la 

cepa CFN42pd- H1-35. 

   



Estos resultados pueden explicarse porque: 

1) el pSim de CFN42 sobre su propio fondo genético es mas competente dado 

que ha permanecido con el y pudiese haber un efecto cooperativo entre el plasmido y 

el fondo genético que favorezca la competencia 

0 bien, 

2) el pSim de CFN42 es mas competitivo que el pSim de TAL182, y el pSim de 

CFN42 en Agrobacterium contribuye en competencia de una manera menor a la real 

dada la insersi6n de Tn5mob. 

Para descartar alguna de las hipdtesis propuestas fue necesario evaluar la 

competencia de ambos plasmidos sobre ei fondo genético de TAL182. 

Figura 17 
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Porcentaje del promedio de nédulos, en la ocupacién de nédulos 
de las cepas CFNX5 Rif’ VS CFN42pd- H1-35, en 
coinoculaciones en proporcién 1:1. Los valores de los porcentajes 

son valores ajustados a nimeros enteros.
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TRANSFERENCIA DEL pSim DE CFN42 AL FONDO GENETICO DE 
Rhizobium etli TAL182. 

Se transfirieron los plasmidos simbidticos de CFN42 tanto el pd::Tn5mob 
(usando como donadora a la cepa GMI9023/pd::TnSmob), como el pd::GDYN 
(usando como donadora a la cepa CFNXS5) a la cepa TAL182, utilizando como 
ayudador a HB101/pRK2013. Se hizo un andlisis de los perfiles plasmidicos de 
fas colonias transconjugantes, e! cual muestra que se mantienen todos los 
plasmidos enddégenos excepto el pSimTAL182 (figura18), también se 
analizaron las cepa transconjugantes mediante la hibridizacién (tipo 
“Southern”) de los DNAs totales usando como detector un fragmento 
intragénico del gene nifH. 

E! pd::GDYN (CFN42) en ausencia de mob se transfirid a bajas 
frecuencias debido probablemente al efecto ayudador del plasmido a. (Brom S. 
comunicacién personal). : 

Se realiz6 un ensayo de nodulacién, para verificar que el pSim de CFN42 
en el fondo genético de TAL182 formase nédulos, se inocularon 6 plantas de 
frijol con la cepa TALpd::Tn5mob y se observaron los ndédulos producidos a los 
30 dias post-inoculacién, estas mismas plantas fueron utilizadas para evaluar 
reduccion de acetiteno. En cuanto a la reduccién de acetileno, podemos 
observar que la cepa TALpd::Tn5mob_ redujo acetileno de igual forma que la 
cepa TAL182 (Figura 19). 

  

Figura 18. Perfiles plasmidicos. 

1)TAL182 
2)CFN42 
3)TAL182 H1-35.
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FIGURA 19 REDUCCION ESPECIFICA DE ACETILENO EVALUADA EN 16 PLANTAS A LOS 30 

DIAS POST-INOCULACION.



COMPETENCIA TAL182 VS TALpdCFN42 

Las competencias fueron evaluadas en dos diferentes lotes de plantas, seis 

plantas por lote, 50 nddulos por planta. Las cepas se coinocularon en Proporcién 1:1, 

10:1 y 1:10. La ocupacién de los nédulos por la cepa TALpdCFN42 fue revelada por 

su crecimiento en el medio PYNal20 Kméo, 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla X y se resumen en la figura 

20. 

TABLA X. COMPETENCIA TAL182 (1) VS TALpdCFN42 (2) 

    

| 

  

  

  

      

PROPORCION No. DE 12 No. DE oe PROMEDIO 
NODULOS REPETICION NODULOS REPETICION TOTAL 

ra 300 (1) 77.33 300 (1) 84.33 80.83 
(2) 22.67 (2) 15.67 19.17 

I 10:1 300 (1) 78.33 300 (1) 86.00 82.16 
(2) 21.67 (2) 14.00 17.84 

} 1:10 300 Q) 72.67 300 (1) 65.33 69.00 
(2) 27.33 (2) 34.67 31.00 

—_——__— ee |             
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TAL182: 69% 

c) 
Figura 20 Porcentaje promedio de ocupacién de nodulos por las cepas 

TAL182 y TALpdTn5mob, coinoculadas en Proporcién a) 1:1, b) 
1:10 y c) 10:1 ( valores de los porcentajes son ajustados a 
numeros enteros). 

Los resultados muestran que ta cepa TAL182 ocupa mayoritariamente los 

nédulos en todas las proporciones de inoculacién evaluadas, por ello podemos sugerir 

que la competencia en el fondo genético de TAL182 se ve favorecida hacia la cepa 

TAL182 con el pSim propio, sin embargo, como se evaludé anteriormente conocemos 

que el TnS5mob de el pdCFN42 afecta competencia, por ello fué necesario evaluar la 

capacidad competitiva utilizando plasmidos simbidticos con inserciones equivalentes 

en fondos genéticos también equivalentes, asi que, de igual forma que las 

competencias en el fondo de CFN42, se hicieron competencias donde las cepas fueron 

Rift y con inserciones en nifH, utilizando las cepas TAL182 Rift H1-35 (TALRif H1-35) y 

TALpd::GDYN.



COMPETENCIA TALRif H1-35 VS TALpd::GDYN 

Para la competencia TALpd::GDYN contra TALRit H1-35, se analizaron 10 
nédulos de 5 plantas (para un total de 50 néddulos), a cada cepa proveniente de 
nédulos se le hizo un andlisis electroforético tipo Eckhardt. 

En los nédulos analizados encontramos que la cepa TALpd::GDYN ocup6 un 
90% de los nédutos, mientras que el 10% restante fue ocupado por la cepa TALRif 
H1-35. Estos resultados pueden ser explicados de la siguiente manera: 

1) en la competencia donde se utilizan las cepas TALRif H1-35 y TALpd::GDYN se 
evalua la competencia de manera equivalente y por lo tanto el pd de CFN42 confiere 
mayor Capacidad competitiva que el pSim de TAL182. 

2) 0 bien que el fondo genético la cepa TAL182 confiere mayor capacidad 

competitiva independientemente de el plasmido simbidtico que contenga. 

Para la evaluacién de estas hipotesis se hicieron los siguientes ensayos de 
competencia: 

TAL H1-35 VS CFN42pd- H1-35 

TALpd::GDYN VS CFNX5Rif 

TALpd::GDYN VS CFN42pd- H1-35 

Las competencias fueron evaluadas en tres diferentes iotes de plantas, se 

evaluaron seis plantas para cada lote, la unica proporcién de indéculo evaluada fue 1:1. 

Las competencias TAL H1-35 VS CFN42pd- H1-35 y TALpd::GDYN VS CFNXS5Rif 
se analizaron mediante la observacién de los perfiles plasmidicos de las cepas 

recuperadas de nédulos, los resultados obtenidos se muestran en la tabla Xi y la 
figura 21.



TABLA XI. COMPETENCIAS TAL H1-35 VS CFN42pd- H1-35 y TALpd::GDYN VS CFNXS5Rif 
  

  —————————   
  

  

  

   

  

  

       
     

CFN42pd- H1-35: 4% 

    

POMPETENCIA No. DE | 12REPETICION No. DE 2° REPETICION PROMEDIO 1 NODULOS NODULOS TOTAL 

TAL H1-35(1) 171 (1) 94.73 154 \(1) 97.40 96.06 

} CENA2pd. H1- (2) 5.27 (2) 2.60 3.94 

(1) 98.82 174 (1) 95.90 97.36 

CFNX5Rif(2) (2) 1.18 (2) 4.10 2.64 
pe         

  

  

TAL H1-35: 96% 

ESTA 
SAUR BE LA BIBLIGTECA 

TESIS NO BEBE



CFNX5 Rif: 3% 

  

TAL pdGDYN: 97% 

b) 

Figura 21 Porcentaje promedio de ndédulos, ocupados por cada cepa en las 
competencias a)TAL H1-35 VS CFN42pd- H1-35 y b) TALpd::GDYN VS 
CFNXS5Rif, coinoculaciones en Proporcién 1:1 (valores de porcentajes 
son ajustados a numeros enteros) 

Para la competencia TALpd::GDYN contra CFN42pd- H1-35 , 

nédulos de 5 plantas ( 

se analizaron 10 

para un total de 50 ndédulos), a cada cepa proveniente de 
nédulos se le hizo un andlisis electroforético tipo Eckhardt. El analisis mostré que la 
cepa TALpd::GDYN ocups un 100% de los nédulos. 

Los resultados antes mencionados muestran que el fondo genético de TAL182 
es mas competitivo que el fondo genetico de la cepa CFN42. En cuanto a los 
plasmidos simbisticos podemos decir que el pSim CFN42 es mas competitivo que el 
PSimTAL182, de tal forma que la cepa mas competitiva es la cepa cuyo fondo 
genético es el de TAL182 y el pSimCFN42 (TALpd::GDYN).



f 

DISCUSION 

Los resultados de la cinética de nodulacién de diferentes cepas de Rhizobium 

etli nos revelan que las cepas evaluadas poseen caracteristicas equivalentes en 

cuanto a la acumulacién de ndédulos; esto sugiere que las cepas evaluadas no son 

hipernodulantes. 

Las competencias entre las diferentes cepas siivestres de Rhizobium etli 

evaluadas nos muestran que la cepa CFN42 es equivalente en competencia a la cepa 

TAL182, y dada esta caracteristica seleccionamos a estas cepas para analizar por 

separado la participacién de sus plasmidos y de sus fondos genéticos en el fenémeno 

de competitividad para la nodulacién. 

Para poder transferir al pSim de TAL182 fue necesario mutagenizar dicho 

plasmido, de 10 mutantes obtenidas 10 produjeron melanina, nodularon y 9 fijaron 

nitrégeno, sin embargo, sdlo la cepa TAL Hi-35 mostré capacidad competitiva igual 

a la cepa TAL182. 

El andlisis de las mutantes nos permitié demostrar que la cepa TAL182 H1-35, 

contiene el Tn5mob insertado en la reiteracion nifH, esta insercién anula la fijaci6n de 

nitr6geno evidenciado por la clorosis y baja reduccién de acetileno de las plantas 

inoculadas con ella. Romero et al, 1988. Propone que ambas regiones nifHa y b que 

contienen al operén completo nifHDK actuan de manera conjunta, contribuyendo 

aproximadamente cada una con la mitad del total de la actividad de la nitrogenasa. 

En la cepa TAL H1-35 no se observé esa contribucién puesto que no obtuvimos 

actividad de nitrogenasa, al parecen en nuestra cepa no hay funcionalidad de la 

reiteracién nifHa_ y la fijacién de nitrégeno de esta cepa es Unicamente dada por la 

reiteraci6n nifHb que en este plasmido esta interrumpida por la insercién, si bien la 

fijaci6n de nitrégeno se vid afectada no asi la nodulacién ni la competencia; tal como 

ha sido descrito en el trabajo de Oliveira y Graham (1990). En base a estos 

resultados y a los antecedentes previos se decidiéd tomar la cepa TAL182 H1-35 

como referencia para posteriores experimentos de competencia.
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La competencia dada por los plasmidos simbidticos en Agrobacterium es 
equivalente, sin embargo el pSim de CFN42::Tn5mob es menos competitivo con 
respecto al silvestre, lo cual nos permiten sugerir que dichos plasmidos son diferentes 
en cuanto a su capacidad de competir ya que la insercién de Tn5mob afecta 
competencia sobre CFN42 y suponemos también esta afectada en Agrobacterium. 
Sugerimos que el pSim de la CFN42 es mas competitivo. El andlisis de la secuencia 
donde se inserté el Tn5mob nos permite demostrar que no es una region 

directamente involucrada en nodulacién, sin embargo, ya que observamos un retraso 
en la nodulacién de las cepas que contienen dicho plasmido es posible que la insercién 
afecte algun gene involucrado en competencia, el analisis genético por 

complementacién permitiria determinar si la alteracién es debida Unicamente al efecto 

del Tn5mob o bien a otro tipo de alteracién. 

Para el andlisis de la capacidad competitiva de los pSim evaluados fue 
necesario transferir ambos plasmidos al fondo genético tanto de CFN42 (para el 
caso de el pSim TAL182) como al fondo genético de TAL182 (para el caso de pSim 
CFN42). La transferencia de el pSim de TAL182 a CFN42 (y derivadas de CFN42) nos 

Permitio conocer: que difieren en tamafio, ambos plasmidos simbidticos pertenecen 
al mismo grupo de incompatibilidad y que en la cepa TAL182, al igual que en Ia cepa 

CFN42 los determinantes para la produccion de LPS se encuentran en una entidad 
genética diferente al pSim. 

La tendencia a ocupar un mayor numero de nédulos por las cepas CFN42 en 
competencia con la cepa CFN42pd- H1-35 y de la cepa CFNXS5Rif en competencia con 
la cepa CFN42pd- H1-35 es explicada como una mejor adaptacion entre el fondo 
genético y el plasmido que la contiene, es decir que el pSim de CFN42 es mas 
competitivo en su propio fondo genético.



Los resultados de las competencias en e! fondo genético de TAL182 muestran 

que la cepa TAL182 es mas competitiva cuando se hace competir contra ta cepa 
TAL182pd::Tn5mob, sin embargo, es desplazada en la competencia contra la cepa 
TAL182pd::GDYN, estos datos sugieren que el fondo genético de TAL182 provee de 
mayor capacidad de competir, pero es atin mejor cuando contiene el pSim de CFN42. 

Los analisis de competencias entre cepas Cuyos plasmidos son iguales pero los 

fondos genéticos pertenecen a las dos cepas aqui evaluadas muestran que el fondo 
genético participa fuertemente en competencia y confiere atributos que permiten 
hacer gradaciones de capacidades competitivas. 

CONCLUSIONES 

El analisis de la competencia de los plasmidos simbiéticos en el fondo de 
CFN42 Y TAL182:nos revela que el pSimCFN42 es mas competitivo que el psim 
TAL182 atin cuando se encuentra en un fondo genético no propio. 

El andlisis de la competencia de los fondos genéticos de TAL182 y CFN42 
conteniendo el mismo pldsmido mostraron que el fondo genético de la cepa 

TAL182 es superior al de la cepa CFN42. 

Como conclusién general podemos decir que hay una actividad cooperativa 
entre los fondos genéticos y fos plasmidos simbidticos, atin cuando se 
encuentren en un fondo genético no propio. Las interacciones plasmido- 
cromosoma proveen de mayores ventajas en cuanto a competencia y el 

recambio de estas entidades conduce a tener una amplia gama de cepas con 

diversas capacidades competitivas.



Los resultados de las competencias en el fondo genético de TAL182 muestran 

que la cepa TAL182 es mds competitiva cuando se hace competir contra la cepa 

TAL182pd::Tn5mob, sin embargo, es desplazada en ia competencia contra Ia cepa 

TAL182pd::GDYN, estos datos sugieren que el fondo genético de TAL182 provee de 

mayor capacidad de competir, pero es atin mejor cuando contiene el pSim de CFN42. 

Los andlisis de competencias entre cepas cuyos plasmidos son iguales pero los 

fondos genéticos pertenecen a las dos cepas aqui evaluadas muestran que el fondo 

genético participa fuertemente en competencia y confiere atributos que permiten 

hacer gradaciones de capacidades competitivas. 

CONCLUSIONES 

El andlisis de la competencia de los plasmidos simbidticos en el fondo de 

CFN42 Y TAL182:nos revela que el pSimCFN42 es mas competitivo que el pSim 

TAL182 atin cuando se encuentra en un fondo genético no propio. 

El analisis de la competencia de los fondos genéticos de TAL182 y CFN42 

conteniendo el mismo plasmido mostraron que el fondo genético de la cepa 

TAL182 es superior al de ta cepa CFN42. 

Como conclusién general podemos decir que hay una actividad cooperativa 

entre los fondos genéticos y los plasmidos simbidticos, adn cuando se 

encuentren en un fondo genético no propio. Las interacciones plasmido- 

cromosoma proveen de mayores ventajas en cuanto a competencia y el 

recambio de estas entidades conduce a tener una amplia gama de cepas con 

diversas capacidades competitivas.
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