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INTRODUCCION

Un namero limitado de organismos procariontes son capaces de
utilizar el nitrogeno atmosférico para sintetizar compuestos nitrogenados
necesarios para el metabolismo celular. Las tierras cultivadas
extensivamente son deficientes en nitrogeno. bLa disponibilidad de
nitrégeno en el suelo (amonio) depende de la adicion de fertilizantes por el
hombre. Los fertilizantes nitrogenados que se utilizan en la agricultura se
sintetizan a partir de nitrogeno atmosférico, por un proceso que requiere
de presiéon y temperaturas altas que se alcanzan a expensas de
combustibles derivados del petroleo. Si los requerimientos de las plantas
pudieran satisfacerse directamente por la fijacion biolégica de nitrégeno
habria un ahorro de recursos naturales no renovables. Es por ésto que en
los Gitimos afios se le ha dado una gran importancia al estudio del procese
de fijacion simbidtica de nitrogeno.

En la naturaleza existen dos tipos de organismos que fijan nitrégeno
atmosférico: los de vida libre y aquélios que necesitan establecer una
relacion simbiodtica. Los primeros son capaces de realizar la fijacion de
nitrégeno sin necesidad de una simbiosis y lo utilizan para su crecimiento,
ejemplos de este tipo de organismos son: Clostridium y Azotobacter. Los
organismos que necesitan establecer una relacion simbiética son los que
interactGian con plantas leguminosas, como es el caso de Rhizobium etli
con frijol y Bradyrhizobium japonicum con soya.

A continuacion se mencionan algunos aspectos importantes que
intervienen en la relacién simbibtica.

LA NITROGENASA

La nitrogenasa es la enzima cuya funcion es catalizar la reducciéon de
Nz a NH3 en organismos fijadores de nitrégeno.

La nitrogenasa mejor caracterizada consiste de dos componentes:
una ferro-proteina (Fe) y una ferro-molibdeno proteina (FeMo). Juntas,
concilian la dependencia de ATP y la reducciéon de sustratos. Ambas
proteinas catalizan la fijacion de nitrégeno; la FeMo-proteina funciona
como una nitrogeno reductasa y la Fe-proteina actia como un donador de
electrones para la FeMo-proteina por {o que la Fe-proteina es reducida por
una ferrodoxina o flavodoxina (Rees et al, 1993).

La nitrogenasa que usa un cofactor de vanadio y fierro (VFe) y de (Fe)
fierro no estd tan ampliamente distribuida como la primera; esta ultima
enzima es también conocida como nitrogenasa alterna (Newton, 1993).



Algunos géneros en los que se encuentra ampliamente distribuida la
nitrogenasa que usa el Mo como cofactor son: Klebsiella, Azotobacter,
Rhodobacter, Anabaena, Rhodospirillum y Rhizobjum (Newton,1993).
A.vinelandii y R.capsulatus poseen una nitrogenasa que usa Fe como
cofactor. Por Oitimo los microorganismos que poseen una nitrogensas con
Va como cofactor son: C. pasteurianum, A. varibilis, Azomonas agilis,
Methanosarsina barkeri (Newton,1993).

Todas las nitrogenasas tienen los mismos requisitos para su
actividad catalitica: MgATP, un reductor y un medio ambiente anaerdbico.
(Newton,1993). La reaccién de fijacion de nitrégeno que es catalizada por
la nitrogenasa se puede expresar de ia siguilente manera: ATP + Nz + 10H+

+8e- —>2NH4+ +H2 + ADP + Pi. La reaccion requiere un flujo
potencialmente bajo de electrones y una hidrolisis de 2 MgATP a MgADP y
Pi. Se estima que se hidrolizan dos moléculas de ATP por cada electron
donado al nitrégeno, por lo que puede decirse que el proceso de fijacion de
nitrogeno es energéticamente caro, ya que se requieren de 16 a 20
moléculas de ATP por cada molécula de nitroégeno fijado (Gallon, 1992).

SENSIBILIDAD AL 0, Y ESTRATEGIAS PARA CONTENDER CON EL Oy

Todas las 'nitrogenasas sin considerar su origen, muestran una
extrema sensibilidad al oxigeno in vitro, aunque in vivo varia
considerablemente (Hill, 1988). Esta variacion refieja las diferentes
estrategias que utilizan algunos diazétrofos para evitar la inactivacién de
la nitrogenasa por el oxigeno. Algunos diaz6trofos han encontrado formas
de contender con el oxigeno, una de estas estrategias es agregarse entre si
como en el caso de Azopirillum brasilense, Derxia gummosa y Klebsiella
pneumonie (Hill,1988). Otra estrategia es la presencia de barreras fisicas,
como las capstilas de polisacaridos, cuya funcion es prevenir el ingreso del
oxigeno como en Gloeothece. (Rippka etal, 19792). Otro mecanismo de
proteccion es la formacion de heterocistos (células especializadas
confinadas para Hlevar a cabo la fijacion de nitrégeno) y vesiculas como en
el caso de las cianobacterias (Gallon, 1992). Otro mecanismo que proteje a
la nitrogenasa del oxigeno es la formacion de nédulos, estructuras que se
encuentran en las raices y los tallos de las leguminosas. Para poder
desarrollar esta estructura, las bacterias endosimbiontes penetran al
tejido radicular de la planta via un "hilo de infeccion", que a su vez
también inducen division celular en el coértex de la raiz dando lugar al
tejido que va a generar el nédulo (Morrison y Verma ,1987). Una vez que las
bacterias entran en la célula, se desarrolla una membrana peribacteroidal



sintetizada por la planta, que engloba a las bacterias, es aqui donde las
bacterias se diferencian a una nueva forma denominada bacteroide
(Kondorosi y Kondorosi,1986). Estudios hechos con microelectrodos en el
noédulo han mostrado variaciones en las concentraciones de oxigeno dentro
de éste (Witty y Minchin 1990). Se ha observado que el cortex del nédulo
funciona como una barrera fisica.

Otras estrategias para evitar el dafio por oxigeno son: la proteccion
conformacional y la proteccion respiratoria. La proteccion conformacional
es un mecanismo que involucra la asociacion de la nitrogenasa con
proteinas protectoras. Cuando un cultivo de Azotobacter se expone
brevemente a altas concentraciones de oxigeno, la fijacion de nitrégeno se
se inhibe por un mecanismo de apagado (switch-off), sin embargo, cuando
la concentracion de oxigeno disminuye, toda o parte de la nitrogenasa se
recupera rapida y activamente ain en ausencia de sintesis de proteinas,
(mecanismo de encendido switch-on) (Gallon, 1992). La proteccidon
respiratoria es un fendtmeno que se ha observado en Azotobacter
vinelandii. Cuando este diaz6trofo se encuentra en concentraciones
elevadas de oxigeno, incrementa su velocidad de respiracion reduciendo el
oxigeno en forma de agua. Su velocidad de respiracion se ve elevadada
debido a que aumenta la actividad de la enzima NADH deshidrogenasa y el
citocromo d. Estos datos sugieren que al estar regulada la concentracién
de oxigeno, el citocromo d provee proteccion respiratoria (Kelly,1990).

GENERALIDADES DE RHIZOBIUM

El género Rhizobium comprende varias especies de bacterias gram
negativas, aerobias estrictas. Este género infecta las raices de plantas
leguminosas donde induce la formacion de nodulos y en éstos se lleva a
cabo el proceso de fijacién simbibtica de nitrogeno.

Las investigaciones dirigidas a estudiar la interaccién
planta-bacteria han permitido definir diferentes genes bacterianos que
son importantes para el establecimiento de una simbiosis efectiva.
Algunos de estos genes estan involucrados en la nodulacion (genes nod) y
en la fijacion de nitrogeno (genes nif y fix.) . Estos incluyen los genes
estructurales que codifican para la enzima nitrogenasa (genes nifHDK). En
fa mayoria de las especies estudiadas, estos genes estan localizados en un
megaplasmido (Banfalvi et af,1981; Rosenberg et al/,1981).

Cabe mencionar que también existen otros genes que intervienen en

diferentes procesos que de alguna manera afectan pasos especificos de la
simbiosis, como son los genes involucrados en la sintesis de
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exopolisacaridos (genes exo) y de lipoligosacaridos (genes Ips)
(Noel,1992).

EL PROBLEMA DEL OXIGENO

Con anterioridad se describid que altas tensiones de oxigeno
inactivan la nitrogenasa, sin embargo, ésto es una paradoja porque si bien
fa nitrogenasa se inactiva por el oxigeno, éste a su vez es requerido por
los bacteriodes. Es importante recordar que Rhizobium es un aerobio
estricto, por lo que ha desarroliado diferentes estrategias que le permiten
proteger a la nitrogenasa del oxigeno, Ademas del cortex que es una
barrera fisica, se encuentra una hemoproteina acarreadora de oxigeno, que
facilita la difusion de este gas a los bacteroides, asi como la sintesis de
ATP, manteniedo a su vez una concentracion de oxigeno libre no toxica
para la nitrogenasa (Wittenberg et al,1974). Esta proteina es conocida
como leghemoglobina.

La leghemoglobina es una molécula interesante, ya que la parte
globina es sintetizada por la planta (Appleby,1984) mientras que el grupo
hemo parece generarse por cooperaciéon metabodlica entre ambos
simbiontes (Obrian etal,1987; Obrian y Maier,1989).

LA RESPIRACION BACTERIANA

La respiracion bacteriana es un proceso de transferencia de
equivalentes reductores, desde un reductor hasta un oxidante a través de
una serie de componentes asociados a la membrana plasmatica (Jones,
1988). Este proceso esta ligado a una translocacién de protones (H+) hacia
el lado exterior de la membrana plamatica, conservandose la energia libre
de las reacciones de oxidacion y reduccién de la cadena respiratoria, en
forma de un potencial electroguimico o fuerza protomotriz. De esta fuerza
dependen algunas reacciones tan importantes como la sintesis de ATP, el
transporte activo de solutos y la transferencia reversible de electrones
(Anraku y Gennis, 1987; Anraku, 1988).

Las bacterias aerdbicas tienen generalmente la capacidad de crecer
en diferentes tensiones de oxigeno (Haddock,1977). Esto es posible gracias
a la expresion de diferentes oxidasas terminales con distintas afinidades
por el oxigeno. El poder reductor generado en el catabolismo de los
compuestos de carbono es canalizado a la poza de quinona localizada en la
membrana plasmatica. De aqui, los electrones son transferidos a las
oxidasas terminales localizadas en la membrana plasmatica, sitio donde
se lleva a cabo la reduccion de oxigeno.
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La respiracion en Rhizobium tiene un papel fundamental en la
fijacion de nitrogeno y en la simbiosis bacteroide-planta. La respiracién
bacteriana esta intimamente ligada a la fijacion simbidtica de nitrogeno
de dos maneras: 1) acoplada a la fosforilacion oxidativa proporciona el
ATP necesario para catalizar la reaccién de fijacion de nitrégeno (16 a 20
ATP por cada molécula de nitrogeno reducido) y 2) como un posible
mecanismo de proteccion, ya que abate los niveles de oxigeno, evitando la
inactivacion de la nitrogenasa por este gas. (Appleby, 1984) La fijacién
simbiética de nitrégeno se lleva a cabo en tensiones de oxigeno
extremadamente bajas, por lo que se propone que en estas condiciones
opera una oxidasa terminal con alta afinidad por este elemento que ademas
debe estar eficientemente acoplada a la sintesis de ATP.

COMPOSICION DE LAS CADENAS DE TRANSPORTE DE ELECTRONES

El estudio de la composicion de la cadena de transporte de
electrones se ha llevado a cabo en diferentes especies de Rhizobiaceas,
como: R. etli, R. leguminosarum y Bradyrhizobium japonicum, por citar a
algunos. Sin embargo, en donde mejor se han caracterizado es en B.
japonicum por io que me enfocaré a describir ejemplos en este
endosimbionte asi como cuando sea el caso en otros microorganismos.

Rhizobijum en vida libre comprende citocromos tipo b y ¢, ademas de
dos oxidasas terminales aas y o (Appleby 1969; Soberon et a/, 1989). En R.
etli éstos ultimos fueron identificados por espectros de fotodisociacion
(Soberén et al, 1989). En B.japonicum los citocromo o y aa3 también
fueron identificados por la misma técnica (Appleby, 1969). El citocromo
aaz fue identificado como oxidasa terminal en células aerobicas, pero no
se ha encontrado en bacteroides (Appleby, 1984).

Por otra parte, en R. etli se ha visto que se expresa el citocromo d en
condiciones de aireacién restringida, aunque su funcién como oxidasa no
esta bien establecida (Barquera, 1991) como en otra especies bacterianas.
El citocromo d tiene una alta afinidad por oxigeno, este hecho sugiere que
podria tratarse de una oxidasa terminal. (Barquera, 1991). Sin embargo, es
importante mencionar que en B.japonicum no se ha encontrado citocromo
tipo d (Barquera, 1991). En anaerobiosis, en cultivos no agitados y en
simbiosis B.japonicum no expresa el citocromos aaz (Avissar,1978). No
obstante, cepas de B.japonicum de un grupo de homologia diferente (tipo It)
expresan citocromos 0 y aaz ensimbiosis (Keister y March, 1990). Se sabe
que el citocromo aaz puede aceptar un flujo mayor de electrones que el que



puede aceptar el citocromo o (Avissar, 1978). Se sabe que el citocromo o
de B.japonicum tiene mayor - afinidad por el oxigeno que aas, lLa oxidasa
terminal aas es similar en estructura y funcién a la oxidasa terminal
mitocondrial. Como en la mitocondria, la oxidasa terminal aaz de
bacterias, recibe los electrones de un complejo respiratorio que cataliza
la transferencia de electrones de la poza de quinonas a la oxidasa
terminal (Appleby, 1984) (ver Fig.1). El complejo bcq en la mayoria de las
bacterias estudiadas consiste de la proteina fierro-azufre Rieske, el
citocromo b y el citocromo cy. Las apoproteinas son codificadas por los
genes fbcF, fbcBYy fbeC respectivamente (Hennecke, 1991). No obstante, la
organizacion genética de este complejo en B.japonicum es diferente ya un
s6lo gene (fbcH) codifica para dos proteinas individuales (citocromo b y
c1) y un segundo gene (fbcF) codifica para la proteina Rieske-fierro
azufre. Ambos genes forman el operon fbcFH (Thony- Meyer et al, 1989).

En cultivos aerbbicos de B.japonicum se ha observado que el
complejo aaz recibe electrones de la ubiquinol, via el complejo bc1 y de un
citocromo ¢ unido a la membrana (Bott et al, 1990). Ademas, se mostré
que el complejo bcy se requiere para el establecimiento de una simbiosis
efectiva (Thony-Meyer et al, 1989; Bott et al, 1991). Existe la expresion
de otro citocromo (CycM). El genecycM es una unidad estructural que
codifica para un citocromo tipo c¢; este citocromo es homélogo a un
citocromo ¢ soluble mitocondrial el cual presumiblemente esta
involucrado en la transferencia de electrones de bcy a la oxidasa terminal
aaz (Bott et al, 1991). Sin embargo, mutantes en cycM forman nddulos
efectivos; ésto permite sugerir que la cadena respiratoria se ramifica a
nive!l de bcq donde otro citocromo ¢ esta involucrado durante la simbiosis
(Bott et al, 1990).

Se ha descrito por analisis de secuencia cuatro genes organizados en
el operén coxMNOP. El gene coxM presenta una significativa similitud a la
subunidad ! de la citocromo oxidasa ¢ de algunos organismos. El gene coxN
codifica para un polipéptido con cerca de un 40% de identidad con fa
subunidad | incluida en la proteina coxA (este es el gene estructural de la
subunidad 1 del citocromo aaz). Los productos de los genes coxOy coxP son
similares a la subunidad Il de la oxidasa aaz (Bott et al/, 1992). En otras
palabras, estos genes forman una oxidasa alternativa (Hennecke et al,
1994), probablemente codifica para el citocromo o.

Recientemente Hennecke y colaboradores (1994) han descrito un

nuevo operon en B.japonicum, el fixNOQP. Del analisis de la secuencia se
deduce que los genesfixNOQP codifican para una citocromo oxidasa del tipo

6



fixP

1ixO! fixN )
. co . cbb microarobico
3 > Oy (bacteroides)
2[H) —>UQ — FeSbo; ——>CyeM ——> aa; -0, aerdbico
i \ fbcFH cycM COXA
N \\
'\ \
‘A
"\ M——> ¢ —-—» COXMNOP -»O2 aerébico
\ \ coxMNOP
"\
-~ o » Flavoproteina? aerobico
\ acarreador de O,
e e ee . » d (microaerébico)

Fig.1 Modelo propuesto para las cadenas respiratorias de Bradyrhizobium Japon/cum
Tomado de Hennecke, et al 1994.:



c que contiene un grupo hemo-cobre y que estd unida a la membrana
plasmatica. Ya se identificaron los productos de los genes fixN, fixOy
fixP. el producto de! gen fixQ no se ha identificado ain. Cabe mencionar
que estos genes se inducen en condiciones limitantes de oxigeno (Hennecke
et al, 1994). Los genes fixNOQP se han reportado en R. meliloti, R.
leguminosarum, biovar vicie, y en A. caudolinodans (Khan et al, 1993;
Preisig et al, 1993; Schulter et al,1993; Mandon et af, 1994). Se ha
propuesto que estos genes codifica para una oxidasa terminal simbiotica.

Los citocromos tipo ¢ Hlevan como grupo prostético un hemo unido
covalentemente a la apoproteina. Las holoproteinas maduras estan
localizadas hacia el periplasma de la membrana citoplasmatica
bacteriana. Los polipéptidos precursores de la estructura primaria de los
citocromos tipo ¢ muestran dos caracteristicas principales: una secuencia
sefial N-terminal tipica de exportacion, y un motivo formado por dos
cisteinas que flanquean a dos aminoacidos cualquiera del sitio para la
unién covalente del grupo hemo (C-X-X-C-). La maduracion involucra
traslocacion del precursor a través de la membrana y la union covalente
del hemo (Thony-Meyer et al, 1994).

Existen evidencias de que los citocromos tipo ¢ son importantes
durante la simbiosis. Se han descrito mutantes en loci involucrados en la
biogénesis de los citocromos tipo ¢, las cuales son incapaces de fijar
nitrégero atmosférico. Uno de estos /oci estd compuesto por tres genes:
cycV, cycW, cycX los cuales estan presumiblemente involucrados en el
transporte del hemo ¢ a la membrana y/o al periplasma. Las mutantes en
cycV, cycW o cycX no fijan nitrégeno; estas mutaciones tienen un efecto
pleiotropico sobre la expresion de todos los citocromos tipo ¢ (Ramseier
et al, 1991). Es importante mencionar que en otras bacterias como
Rhodobacter capsulatus estos genes tiene su contraparte. Esta contraparte
son los genes llamados helA, helB, helC y helD-(orf 52). La contraparte del
gene helC es elorf263 ; mutaciones en este marco abierto de lectura (ORF)
tienen un fenotipo similar al silvestre (Ramseier et al, 1991), no
obstante, mutantes en helC resultan en un fenotipo citocromo c- (Kranz,
1989). La contraparte de los demas genes corresponden a cycV, cycW y
cycX respectivamente en B_japonicum. El comportamiento de las mutantes
hel en R. capsulatus es el mismo que para B.japonicum, es decir, en ambos
casos dichas mutaciones tienen un efecto especifico en la expresion de los
citocromos tipo ¢ (Kranz et al, 1993).

Un aspecto de interés en este campo es estudiar la bmgenes:s de los

citocromos tipo c. Se ha propuesto que el gene cycH de B. Jjaponicum esta
involucrado en la biogénesis de la mayoria de los c:tocroﬂ\mos tipo ¢
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{Hennecke et al, 1993). Se propone que este gene podria ser una hemoliasa
o una subunidad de un complejo hemoliasa diferente de las conocidas en
eucariontes. Alternativamente, se piensa que cycH podria funcionar como
una chaperonina. Es importante sefialar que mutantes en este gene no fijan
nitrégeno y tienen niveles reducidos de citocromo c. En R. capsufatus se ha
analizado un segundo locus de genes (ccl/l y ccl2) que podrian estar
involucrados en la biogénesis de los citocromos tipo ¢ (Beckman et al,
1992). El gene cc/1 codifica para una proteina integral de membrana que
es homologa a ORF's mitocondriales asi como de cloroplastos (Beckman et
al, 1992). ccl2 se predice que puede ser una proteina periplasmica que
tiene una sefal consenso en el N-terminal (Beckman y col.,, 1992), Analisis
genéticos de una mutante ccl/l, con una proteina hibrida citocromo-c2
fosfatasa alcalina mostré que esta proteina fue traslocada al espacio
periplasmico por lo cual el autor espécula que la funcion de la proteina que
codifica el gen ccl? no es la exportacion de citocromos tipo ¢ y que puede
ser un citocromo ¢ hemo liasa, o como una chaperonina periplasmica , o
estar involucrado en modificaciones necesarias del apocitocromo c o el
hemo (Beckman, et al 1992). Kranz y colaboradores (1993), reporta que
otro gene helX de R. capsulatus, es esencial para fa biogénesis del
citocromo c. Deleciones en este gene hace que no pueden crecer
fotosintéticamente. (Kranz et al 1993). Ellos también demuestran que helX
codifica para una proteina periplasmica que no se requiere para la sintesis
o secrecion del apocitocromo c2 a el periplasma. (Beckman et al 1993). La
proteina HelX es significativamente similar a varias thiorodoxinas de
plantas y algas, ademas de las proteinas bacterianas de Escherichia coli
aDsbA (Bardwell,etal 1991) y Vibrio cholerae TcpG.(Peek etal 1992) Las
thiorodoxinas con las que helX muestra similitud son miembros de una
clase de proteinas periplasmicas requeridas para la formacion de enlaces
disulfuro durante la maduracion de algunas proteinas secretadas. (Kranz et
al 1993). Por lo que la funcion de HelX podria ser la reduccidén de los tioles
de las cisteinas de las apoproteinas que pegan al hemo ( Beckman, et al
1993).

ANTECEDENTES y OBIJETIVO

Como se ha mencionado a lo largo de este texto la respiracién
bacteria es un proceso tiene un papel fundamental en la fijacion de
nitrégeno.Al estar acopladas la fosforilacion oxidativa de la bacteria, ésta
le proporciona a fa nitrogenasa los ATP necesarios para la reaccion de
fijacion de nitrégeno.



Es de nuestro intéres conocer mas acerca de la relacion entre los
procesos de respiracion y de fijacion de nitrogeno. En el laboratorio
contamos con diferentes mutantes de Rhizobium etli que tienen afectada
la expresion de los citocromos de la cadena respiratoria. Estas mutaciones
inciden directamente de manera particular en la simbiosis con el frijol.
Algunas de nuestras mutantes’ tienen capacidad incrementada de oxidar el
colorante tetrametil-para-fenilendiamina (TMPD), (TMPD++); otras no
tienen la capacidad para oxidario (TMPD-) .Una de las mutantes es la cepa
IFCO1. La cepa IFCO1 se obtuvo a partir de la cepa CE3 por insercion del
transposon Tn5-mob y se identificé por su incapacidad para virar el TMPD-.
Se comprobo que la insercion del Tn5-mob fue la responsable del fenotipo
TMPD- (Garcia,1992). El analisis de citocromos llevados a cabo para la
cepa mutante IFCO1 demostraron que esta no presenta citocromos tipo c y
presenta escasa sefial de los citocromos aaz en espectros. Su fenotipo
simbibtico es Fix- (no fija nitrégeno), Nod+ (nodulacion positiva), Inf+-(
hay infeccion pero hay pocos bacteroides).

Dado el perfil bioguimico y genético que presenta la mutante IFCO1
nuestro objetivo principal, es caracterizarla molecularmente ya que nos
permitird conocer los elementos que participan en |a regulacién o la
biogénesis de estos citocromos tipo c y asi poder establecer cual es la
funcion de los citocromos tipo ¢ en Rhizobium etli.

Para el presente objetivo decidimos llevar a cabo la siguiente
estrategia experimental.
a) Clonacion del gene mutado y del gene silvestre
b) Secuenciacion del gene clonado para su analisis y comparacion en banco
de datos.
c)Analisis y complementacion de mutante CFN4202 aislada en nuestro
laboratorio.

RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA INSERCION DE Tn5 DE LA CEPA IFCO1

Con el propésito de confirmar los datos previamente reportados de
que la cepa IFCO1 contenia una sola insercion del transposén TnS5,
(Garcia,1990), se purifico DNA total de la cepa CE3 y de la cepa mutante
IFC01 y se hizo una hibridacién tipo Southern usando al Tn5 como sonda
(contenido en el plasmido pSUPS5011). Los DNAs totales digeridos con la
enzima Xhol, al hibridarlos generaron cuatro fragmentos Unicamente cuyos
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pesos moleculares fueron: 6.2, 3.9, 2.2 y 1.5 kb. Dos de éstos provienen de
Tn5 (2.3 kb y 1.5 kb) y los otros dos fragmentos contienen 400 pb de los
extremos del Tn5 mas el DNA bacteriano aledafio al sitio de insercion;
estos datos confirman que la cepa IFCO1 contiene una sola insercién del
transposon Tn5 en su cromosoma. Fig(2).

COMPOSICION DE CITOCROMOS

Con la finalidad de conocer mas acerca de la composicion de los
citocromos tipo ¢ de las cepas silvestre y mutantes de R. etli, decidimos
hacer un analisis mas detallado de las mismas. Se hicieron preparaciones
de membrana de ambos tipos de cepas, mismas que se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
semidesnaturalizantes. La presencia de los citocromos tipo ¢ en el gel se
detecté aprovechando su capacidad para oxidar el luminol (actividad de
peroxidasa). Nuestros resultados mostraron que la cepa IFCO1 no expresa
citocromos tipo ¢ (ver Fig. 3, carril B), a diferencia de la cepa CE3 y la
cepa [FCO1 complementada (IFCO1/pML60), que expresan tres proteinas
cuyos peso aparentes fueron: 37, 30 y 20 kd.

CLONACION DEL GENE RESPONSABLE DEL FENOTIPO TMPD-

Ef primer paso para poder caracterizar molecularmente la cepa
IFCO1 fue la cionacién del gene responsable del fenotipo TMPD-, asi como
del gen silvestre correspondiente. Esto nos permitiria obtener su
secuencia nucleotidica y deducir cual podria ser su funcién. Para elio
seguimos la siguiente estrategia.

a) Clonacion del gene mutado

Para lograr este propdsito se decidié digerir el DNA de la cepa IFCO1
con la enzima EcoR! y clonar estos fragmentos en el vehiculo pSK (debido a
que no se encuentran sitios de restriccion £coR1 en el transposon Tn 5). Se
pudo obtener una clona capaz de crecer en ampicilina y kanamicina (las
clonas que contenian resistencia a kanamicina son candidatas a llevar
insertado el Tn5) el tamafo del fragmento FcoRl es de 10.3 kb (clona
pGMS3) Fig.(4). Usando oligonucléotidos especificos del Tn5 podremos
obtener secuencia nucleotidica e identificar el gene mutado. Este
fragmento EcoR1 de 10.3 kb se usd para la clonacion del gene silvestre.
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b) Clonacion del gene silvestre

Con la finalidad de clonar el gene silvestre se hizo una hibridacion
en colonia utilizando un banco gendémico de la cepa CE3 el cual contiene
fragmentos provenientes de una digestion parcial con EcoRl de DNA total
clonado en pLARF1 (Friedman et al, 1982 ), usando como sonda el
fragmento que contiene el gene interrumpido por Tn5. Después de la
hibridacion, se seleccionaron algunas candidatas y se procedié a hacer el
aislamiento del césmido putativo. Los cosmidos se digirieron con la
enzima EcoRl con el objeto de identificar el céosmido que contenga un
fragmento EcoRl que hibride con la sonda pGMS3.

Encontramos un so6lo cosmido que contuvo una banda de 2.8 kb que
hibridé con esta sonda y ademas complemento el fenotipo TMPD- de la cepa
mutante IFCO1 (coésmido pML394 ) (ver seccién de complementacion
genética).

Con ia finalidad de secuenciar el gene silvestre, la banda de 2.8 Kb
fue subclonada en el vector pKS bluescript (Stratagene) (clona pML7). Para
poder introducir este gene a Rhizobium fue necesario subclonar esta banda
en un vector replicable en esta bacteria el pRK78713 (Jones et al, 1987);
al resultado de esta clonacion se le denomind pMLGO.

COMPLEMENTACION GENETICA

El césmido pML394 se introdujo por conjugacion a la cepa mutante
IFCO1 obteniendo como resultado que la cepa IFCO1 recuperd el fenotipo
TMPD+ silvestre. Lo mismo sucedidé con el plasmido pML60. Como se
observa en la Fig 5 la cepa IFCO1 permanece leuca mientras que las
transconjugantes y la cepa silvestre fueron capaces de oxidar el colorante
TMPD, lo cual nos permite sugerir fuertemente que el fragmento de 2.8 kb
lleva el gene completo. Una vez demostrado que el gene silvestre fue capaz
de complementar el fenotipo TMPD+, fue necesario comprobar si también
complementaba el fenotipo simbibtico.

Para observar el fenotipo simbi6tico las cepas IFCO1\pML394,
IFCO1/pML60 la cepa silvestre CE3 y la mutante IFCO1 se crecieron por 24
hr. Estos cultivos fueron utilizados para inocular frijoles con tres dias de
germinaciéon. Después de 21 dias de crecimiento en el invernadero
analizamos las plantas. Como se observa en la Fig 6 las plantas
inoculadas con las cepas silvestre y complementadas, presentan en la
parte radicular nddulos bien formados de color rosa; en la parte aérea las
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Fig.5 Andlisis TMPD oxidasa en placa de medio minimo
después de 3 dias de crecimiento a 30°C. A. CE3 cepa
silvestre. B. IFCO1 complementada con el plasmido
pML60. C. IFCO1 complementada con el plasmido
pML384. D. IFCO1 cepa mutante




Fig.6 A. Corresponde a plantas de Phaseolus vulgaris con Rhizobium etli
mutante IFCO1 complementada con pML394, CE3 cepa silvestre, e IFCO1
mutante. B. Parte radicular mostrando la forma y tamaiio de los nédulos
en la mutante IFCO1. C. Parte radicular mostrando la forma y tamafo de los
nodulos en la mutante complementada IFC01/pML394 ,todas las fotografias
fueron después de 21 dias de crecimiento en invernadero.




hojas fueron de color verde, mientras que las plantas inoculadas con la
cepa mutante presenta nddulos verdes, y en {a parte aérea las hojas eran
de color amarillo. Con estos datos concluimos que asi como el fenotipo
TMPD+ fue recuperado también lo fue el fenotipo simbiético.

Los espectros para la cepa IFCO1 complementada con el pMLEO
mostraron los picos caracteristicos de las cepas silvestre (CE3) Los picos
minimo y méaximo para los citocromo tipo c¢ fueron de 523 nm y 552 nm,
respectivamente. Para los citocromos tipo b se observé un hombro a 530
nm y un pico a 561 nm. También se observd un pico de (603 nm) para el
citocromo aaz Fig.(7).

DETERMINACION DE LA SECUENCIA DE DNA

En el fragmento EcoR1 de 2.8 kb se encuentra contenido el gene
mutado de nuestro intéres el cual se secuencio con la siguiente estrategia
Fig .(4)

A partir del plasmido pGMS3, se subclonaron los fragmentos
comprendidos entre el sitio Xhol del gene y el primer sitio Xhol del Tn5
(plasmido pML15). El fragmento comprendido entre el Gitimo sitio Xhao del
Tn5 para dar origen al plasmido (pML25).De este dltimo plasmido, se
obtuvieron las subclonas Xho/BamHl (pML25X/B) y BamHl/EcoRl
{pML25B/E). Cabe mencionar que con las subclonas pML15 y pML25 usamos
el primer que hibrida con el extremo del Tn5 para determinar parte de la
secuencia nucléotidica del gene interrumpido lo cual nos permitié
identificarlo por medio de alineamientos Ademas de determinar la
secuencia, nos permitié disefiar nuevos oligonucleotidos para concluirla .
ver Fig(4)

Una vez obtenida la secuencia de 1031 pb que corresponde al primer
marco de lectura (ORF) se compard con el banco de datos (GenbanK). De
esta comparacion obtuvimos una similitud con el gene cycH de las
bacterias ,B.japonicum, R. meliloti y Paraccocus denitrificans la primera
reportada por el grupo de Hennecke. (1993) y las dos siguientes los datos
fueron obtenidos del GenBank ( No. de acceso x82560, y z36942)
respectivamente. Con la bacteria B.japonicum mostré una identidad de 31
%, con los cambios conservativos incluidos fue de 54 % . Los datos
obtenidos contra R. meliloti mostraron una identidad mayor de 59 % y con
los cambios conservativos su identidad fue de 36 %. En Paracoccus
denitrificans presenté una similitud de 45% y con los cambios
conservativos fue de un 45%. En segundo ORF encontrado corriente abajo
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del gene cycH de R.etli mostrd, también una gran similitud con las
secuencias reportadas en ambas cepas, B.japonicum y R meliloti, en
dichas cepas estos genes cycHJKL se encuentran formando un operén. En
R.elti creemos que se encuentran de fa misma forma, debido a la presencia
de un segundo ORF que mostrd una identidad de 58% y de 70% cuando se
tomaron en cuenta los cambios conservativos esto contra fa comparacion
el gene cycJ de B.japonicum. Es importante mencionar que esta similitud
es desde la metionina de ambas cepas.

Mientras que con R.meliloti la identidad es mayor, esta fue de un
66% y un 80% cuando se incluyeron los cambios conservativos. Por ultimo
encontramos un tercer ORF imcompleto. Sin embargo contamos con el
primer residuo de la traduccién, metionina, aunque solo tenemos 300 pb
fueron suficientes para obtener la comparacién, la cual mostré una
identidad de 47% y 64% considerando los cambios conservativos, contra el
gene cycK deB.japonicum , una identidad de 52% y 80% con el gene cycK
con R.meliloti . Ademas nos dié una tecera similitud con el gene ccl? en
Rhodobacter capsulatus esta con una identidad de 42% y 67% tomando en
cuenta los cambios conservativos.

COMPLEMENTACION GENETICA DE LA CEPA CFN4202

La mutante CFN4202 (que fue inducida con Mu-di(Kan-/ac)
(Soberdn,1993)), es incapaz de oxidar el colorante TMPD, ademas,
contiene seis veces menos citocromo hemo ¢, aunque en los niveles de
citocromos tipo b, o y aaz es similar a la cepa silvestre. Con el fin de
esclarecer si la mutacién interrumpe al mismo gene que afecta la mutante
IFCO1, o se localizaba en un gene contiguo, o incluso en otro locus, se
planearon las siguientes estrategias experimentales.

Llevamos a cabo el mismo experimento de complementacion, con la
cepa CFN4202 esto con los plasmidos pML394 y pML60 y que habian sido
utilizados para complementar a la cepa {FCO1.

El resultado fue que el cosmido pML394 si complemento el fenotipo
TMPD de la cepa CFN4202. sin embargo el plasmido pMLB0 no fue capaz de
complementar la mutacion.

No obstante las dos mutantes, IFCO1 y CFN4202, son diferentes
repesto a su fijacion de nitrogeno, hicimos experimentos de invernadero,
donde a frijoles crecidos por tres dias fueron inoculados con las cepas
mutantes, asi como las transconjugantes. Una vez inoculadas las plantas,
se crecieron por 21 dias, despues de este tiempo comprobamos que la cepa
CFN4202 presentd fenotipo simbiotico Inf-,Nod+-, Fix-, no se habia

13



recuperdado el fenotipo simbiotico ain en la cepa que habia sido
complementada por el cosmido pML394.

Sin embargo, estos datos de complementacion, no fueron suficientes
para entender la localizacién de la mutacién CFN4202. De modo que
hicimos otros experimentos, con la finalidad de hacer una localizacién
mas precisa, del elemento Mu-di(Kan-lac) en la cepa CFN4202. Llevamos a
cabo una hibridacion tipo Southern donde hibridamos DNAs totales
digeridos previamente con la enzima Eco R1, cepa silvestre (CE3), la cepa
mutante IFCO1 y la cepa mutante CFN42402 usando como sonda el
fragmento silvestre,(clona pML7).

Como se observa en la Fig 8, carril C el fragmento de 2.8kb también
desaparece, como en el caso de la cepa IFCO1, Fig 8 carril B; Sin
embargo, para la mutante CFN4202 se observan dos bandas, una de 12.6kb
(de los cuales 11 kb son de el mu-dl (Kan-/ac) y el restante del DNA
contiguo) y otra de 5.9 kb, 4 son del mu-di(Kan- /ac) y el resto de DNA
aledaiio. Debido a que el fragmento mu-di(Kan- /ac) tiene un sitio interno
EcoR1 nos da estos fragmentos. Estos datos nos confirman que la mutacion
de la cepa CFN4202 también se encontraba dentro del fragmento de 2.8 kb.

Otro hecho que nos llamé la atencién y que se observa en la misma
Fig 8 fue que el fragmento de 2.8 kb usado como sonda dié una doble sefial
de hibridacion, este es de un tamafio de aproximadamente 1.7 kb. Dado que
nuestro intéres esta centrado en el gene cycH este dato nos hizo pensar
que podria estar reiterado. Con el proposito de conocer si el gene
cycHestaba reiterado, hicimos una segunda hibridacion de la cepa silvestre
con una sonda intragénica de cycH (R.etli),e hibridamos DNA total de la
cepa CE3 digeridos previamente con la enzima EcoR1. El resultado fue que
se trataba de una sola copia de cycHcomo se aprecia en la Fig 8 carril D.

Aunque habiamos contestado la pregunta de que el gene cycH no
estaba reiterado, no contestabamos a que se debia esa sefal de hibridacién
de 1.7 kb. Por lo cual se hizo una nueva hibridacion donde se hibridd DNA
total de la cepa CE3 y de la cepa CFN4202 digeridos en EcoR1ahora usando
como sonda un extremo del fragmento de 2.8 kb es decir un fragmento de
aproximadamente 700 pb que se ubica hacia el extremo 3~ del gene cycH
(pML25B/E), del resultado de esta hibridacién como se aprecia en la Fig 9,
donde ademas del fragmento de 2.8 kb aparece la banda de 1.7 kb Fig 9, A
y B lo cual confirma que la reiteracién es debida al fragmento pML25B/E
del extremo 3 cycH.

Con este mismo experimento pudimos localizar la mutacion de la

14



11.0 — .-

40 —
28 - -y
1.7 - O o

Fig. 8 Hibridacién tipo Southern blot DNA's totales
digeridos con EcoR1. A. cepa silvestre (CE3)
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D.cepa silvestre (CE3) . Se uso como sonda el fragmento
intragénico cycH de R. etf



cepa CFN4202 cortado con EcoR1generé dos fragmentos uno de 12.6 kb y
otro de 5.9 kb al usar como sonda la clona pML7 (Fig 8 carril C). Cuando
este DNA total se hibrid6 con el fragmento de 700pb, ademas del
fragmento de 1.7 kb, se observo un fragmento de 5.9 kb. Este fragmento
tiene hacia el extremo 5 de cycH, 4 kb que pertenecen al Mu-dl (Kan-fac)
y hacia el extremo 3°de cycH,las 1900 pb. Por lo tanto el Mu-di (Kan-lac)se
encuentra interrumpiendo el gene cycH.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En trabajos previos (Soberon et al 1989,90,93) describio la
composicion de citocromos de la cadena respiratoria de Rhizobium etli que
comprende citocromos tipo b, ¢ y las oxidasa terminales aaz y o.

En esta tesis caracterizamos molecularmente la mutante IFCO1 Esta
mutante se obtuvo a partir de la cepa CE3 mutagenizada con el transposon
Tn5, Por analisis espectofotométricos se observd que esta mutante
presenta ausencia de citocromos tipo ¢ y escasa presencia de citocromos
aaz. En cuanto a su comportamiento simbidtico es Fix-,( una cepa que no
fija nitrogeno),Nod+ (nodulacion), Inf+- (infecta pero hay pocos bacteroides
en el interior del nédulo). (Garcia1992)

Por otro lado en este trabajo analizamos a la mutante CFN4202
mutagenizada con Mu-di{Kan-lac) (Soberdn, 1993) la cual presenta 6 veces
menos citocromos tipo ¢ con respecto a la cepa silvestre CE3, su
comportamiento simbiotico fue Fix-, Nod+-, Inf-. Los fenotipos de
nodulacion y de infeccién representan una diferencia importante entre las
dos mutantes. Ambas mutaciones tanto la de la cepa IFC01(Tn5),como la
cepa CFN4202 Mu-di(Kan-lac)interrupen el gene cycH Fig 9. La
localizacion de la insercion del transposén Tn5 en el gene cycH de la cepa
IFCO1 se hizo por el analisis de secuencia del sitio de la insercion del
transposon. El fago Mu-di(Kan-/ac) de la cepa CFN4202 se ubicé en el gene
cycH por el mapeo fisico de los fragmentos que hibridan contra el
fragmento EcoR1 de 2.8 kb contra el fragmento que contiene el gene cycJ
(clona pML25B/E).

El sitio donde cayo el Mu-di(Kan-/ac) esta a 1900 pb del sitio de
restriccién EcoR1l. Lo cual sugiere fuertemente que estd la mutacién en el
gene cycH . El gene cycH es parte de un operdn de cuatro genes (cycHJKL).
En B. japonicum y en R. meliloti. Se ha propuesto que estos genes codifican
para diferentes subunidades de una enzima hemoliasas encargadaa de
pegar covalemntemente el grupo hemo en los citocromos tipo c. Es posible
que el producto de los genes{cycHJKL) codifiguen para una hemoliasa de
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citocromo tipo ¢ (CCHL) bacteriana de muitiples subunidades, aunque no se
ha encontrado similitud entre los codificados por los genes (cycHJKL)y
hemoliasas previamente reportadas Neurospora crassa y Sacharomyces
cerevisiae( Dumont et al 1987; Nargarg et al 1988).

A pesar de que ambas mutaciones se encuentran en el mismo gene, y
que son complementadas por el plasmido pML394, el plasmido pML60 solo
es capaz de complementar el fenotipo TMPD+ a la cepa IFCO1. Esto nos hizo
‘pensar que para el caso de la cepa IFCO1 se trataba de una mutacién no
polar ya que el plasmido pML60 solo contiene a los genes cycH y cyct
completo y no a cycK y a cycl.

En estudios anteriores se ha visto que de las inserciones Tnb
aproximadamente dos terceras partes son polares y una tercera parte es
no polar y causar una expresion constitutiva de genes distales (Berg et al
1980) lo cual explicaria la diferencia de la cepa CFN4202 cuya mutacion si
es polar y por lo tanto no es complementada por los genes
cycHy cycd solos.

Como se ha mencionado la mutante IFCO1 de R. etli muestra ausencia
de citocromos ¢ y aas. De hecho, solamante el citocromo tipo b parece no
haberse afectado. En espectros diferenciales de reducido menos oxidado
(ditionita-persulfato de amonio) la cepa mutante IFCO1 mostro la ausencia
de todos los citocromos tipo ¢ y aas (Garcia, 1992). Como se observa en la
Fig 7 al complementar con el fragmento de 2.8 kb (pML60) restauramos el
fenotipo como el de la cepa silvestre CE3.

La ausencia de citocromos tipo c pudo ser verificada por tincion del
grupo hemo en proteinas membranales esto al separalas, mediante geles de
poliacrilamida. El cual revel6 la presencia del grupo hemo unido
covalentemente, esta técnica se hizo siguiendo la recomenendaciones de
(Vargas, 1993). Como se observa en la Fig 3 la cepa IFCO1 complementada
con el plasmido pML60 fue capaz de expresar los citocromos ¢ a los
niveles de la cepa silvestre CE3.

El analisis de la mutante CFN4202, la cual al igual que la cepa IFCO1
esta afectada en el gene cycH, mediante la separacion de protei nas en
geles de poliacrilamida, en experimentos de Western Blot revelé la
presencia de apoproteinas tipo ¢ asi como también de los c(Soberon et al
1993) lo cual nos da argumentos pra suponer que la alteracion es en el
pegado covalente del hemo a la apoproteina, Estos datos son indicativos
de que las mutantes IFCO1 y CFN4202 se encuentran afectadas en la
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biogenesis probablemente a nivel de la hemoliasa .

Es importante mencionar que la cepa IFCO1 y la cepa CFN4202 fueron
capaces de expresar citocromos tipo ¢ y aa3 en ciertas condiciones de
cultivo; es decir, al hacer espectros diferenciales de ( ditionita-reducido
menos persulfato-oxidado) con doce horas de crecimiento, usando como
medio de cultivo PY. Estos datos sugieren que puede existir una hemoliasa
alternativa en R. etli. (Garcia,1992)

Nosotros presentamos evidencia de que el gene cycJ esta reiterado,
asimismo, no detectamos alguna reiteracién del gene cycH. Sin embargo,
no tenemos mas elementos por el momento de que este gene cycJ este
involucrado en la biogénesis de citocromos tipo ¢ en cultivos
exponenciales, esto queda para experimentos futuros. El hecho de que
nosotros no detectamos alguna reiteracién del gene cycH, puede deberse,
quizas a que el gene caracterizado en este trabajo no muestre similitud
con aquel, o bien que exista una hemoliasa alternativa o diferente que no
requiera el producto cofdificado por el gene cycH.

Nosotros reportamos la identificacién de tres marcos de
lectura abiertos, el primero de 1031 nucieétidos, 344 aminoacidos (aa).
Debido a problemas de estructuras secundarias no se pudo determinar con
exactitud la secuencia nucleotidica de fa region que corresponderia a los
primeros 20 aa de las otras proteinas CycH. Alineamientos de CycH de R.
etli contra el CycH de R. meliloti muestran una zona de alta similitud en
el aa No. 1 de nuestra secuencia con el aa 20 de la secuencia de CycH de R.
meliloti. En todas las proteinas CycH hasta ahora reportadas
(B.japonicum, R. meliloti, Paracoccus denitrificans) existe una regién
hidrofobica de alrededor de 20 aa en el extremo amino terminal de las
proteinas CycH.

Sin embargo del ORF encontrado en este trabajo muestra una alta
similitud de 59 % entre este ORF y los diferentes cycH’s. Es necesario
continuar la secuencia del gene. cycH de R. etli hacia el extremo 57, con el
proposito de identificar el inicio de la traduccién y estudiar si esta .
proteina también se encuentra una regién hidrofébica similar a . los
reportadas para los otros cycH"s. ‘

EI analisis de hidrofobicidad de las protelnas CycH de R m‘elllot/ Y Bf ,

de R. etli al, igual que los otros genes cycH pudiera estar anclado a Ia
membrana y viendo hacia el periplasma, Fig 4 C. : :
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Para concluir, se ha propuesto que CycH es una proteina que reconoce
e interacciona directamente con los diferentes citocromos tipo c. En base
a esto se puede sugerir que fa funciéon de esta proteina es darle
especificidad y capacidad de reconocimiento de los diferentes citocromos
tipo ¢ a la enzima hemoliasa. (Ferguson and Page 1994).

Por dltimo creo que este tipo de investigacion nos permitié conocer
un poco mas acerca de la estrecha relacion entre la fijacion de nitrébgeno y
la respiracién porque como observamos a lo largo de este trabajo la
cadena respiratoria es vital para un buen establecimiento simbidtico.
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MATERIAL Y METODOS

CEPAS_BACTERIANAS

Rhizobium etli IFCO1 (caracterizada bioquimicamente en el
laboratorio del Dr. Edgardo Escamilla del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM). Todas las cepas y plasmidos utilizados en este trabajo a
continuacion se describen.

Rhizobium etli

CFN42 Cepa silvestre Quinto, et al, 1984.
CE3 derivada de Noel, et al, 1984
fa CFN42, Snv

IFCO1 Mutante aislada Garcia,1990.
después de la -
transferencia
del TnSala
cepa CE3.

CFN4202 Mutante aislada Soberdn, et al, 1993
después de :
insertarle un
Mu-dl a la cepa

CE3.

DHSa o complementacion de /acZ GibcoBRL
Genotipo F-, deoR, recAl
endAl.

DH11S o complementacion de lacZ;L,lGibeBRL
Genotipo F',recA1398, B

PLASMIDOS Y VECTORES

pGMS3 plasmido que contiene el
fragmento EcoR1que contiene
el Tn5-mob de 10.3
clonado en pSK (gene cycH)

ESTA VESIS W0 pesg

19 SMIR DE 1 eigig7ep



pSK o pKS Vector de clonacién
polilinker de 21 sitios unicos
Bluescript, Cole1,f1, promotor
facZ, Amp r. (Stratagene)

pRK7813 Derivado del RK2, polilinker Jones, et al 1987
obtenido del puc9, oriT, Tra+,
Incl, ColE1 Tcr.

MEDIOS DE CULTIVO

Para el crecimiento de R.etli fue utilizado el medio PY
(Peptone-Yeast), que consiste de peptona de caseina al 0.5%, extracto de
jevadura al 0.3%, y CaCl; 10mM. También se uso medio minimo (MM) para
este medio se prepararon soluciones stock de 100ml para cada sal,
K2HPO4,2.2g; MgS04.7H20,1.0g; NH4Cl,5.35g; CaCl;.2H20,2.2g; FeCl3.6H;
0,0.055g; (esta es la excepcion aqui solo se prepard 25 ml de soluciones
stock), y como fuente de carbono, Succinato de sodio pH 6.8, 13.5g. De
estas soluciones. agregar Tml por cada 100ml de medio, excepto para el
fierro que se adiciona 0.5m! y para medio sélidos se agregan 1.5% de agar
para ambos medios. Como temperatura de incubacion 30C.

Otro medio de cultivo que se utilizd en el crecimiento de
RhizobiumYS (Yeast- Succinato)y este contenia K2HPQ4; 0.75g, fosfato de
KHPO4; 0.75g , MgS04; 0.30g , NaCl; 0.20g, extracto de levadura 0.75g,
Succinato de sodio pH 6.8, 13.5 g de esta solucion agregar 1TmbL por cada
100 ml de medio. CaCl,.Hz0; 0.06g. Todo para aforar a 1.5 L con agua.

Para E.coli, el medio que se utilizé fue LB (Luria-Bertani), es
Triptona, 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5% pH 7.2. La temperatura
del cultivo fue 37¢C.

La concentracién (en microgramos por -mililitro) usada de los
antibioticos empleados fueron los siguientes; ampicilina (100),
kanamicina (30)acido nalidixico (20) yvtetra‘ci(;‘l_iné::;(w). o

AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO

Los plasmidos fueron punfncados por el metodo ‘de- lisis - alcalina,
(Maniatis, 1982). Para su analisis fueron dlgendos con la enz:ma
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necesaria, y los fragmentos de restriccion fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer Tris Acetato pH 8.0.

CLONACIONES Y TRANSFORMACIONES

Las clonaciones fueron llevadas a cabo en vectores bluescript pSK o
pKS (Stratagene) y en las cepas DH5alfa y DH12s las transformaciones,
mapas de restriccion aislamiento de plasmido fueron hechas segin los
protocolos referencia (Manniatis,1972).

Para el gene mutado se utilizé la siguiente estrategia El DNA total
de la cepa IFCO1 asi como el vector pSK fueron digeridos con la enzima
EcoRl. Una vez digeridos, ambos fueron ligados, durante toda la noche a
160C. La clona se buscO cuando la ligacion fue plagueada en ampicilina y
kanamicina, se hizo en estos antibi6ticos debido a que el vector pSK
presenta resistencia a ampicilina y el fragmento mutado tenia resistencia
a kanamicina. El plasmido pSK contiene el gene lac-Z, con lo cual nos
permite seleccionar clonaciones en el polilinker por la interrupcion de
este gene.

AISLAMIENTO DE DNA TOTAL

El aislamiento del DNA de R.etli se realizé6 a partir de cultivos
crecidos por 24 hr a 300C. Las células se colectaron por centrifugacién y
fueron resuspendidas en buffer TE 50-20 (Tris- HClI 50mM-EDTA 20mM) pH
8.0. La lisis se levd a cabo por la adicion de 0.5ml de SDS al 10% en TE
50-20 y 0.5mM de pronasa (2mg/ml en TE, predigerida 1 Hr a 370 C). La
incubacion de lisis fue d 1 hr a 370 C. Se redujo la viscosidad pasando de 3
a 5 veces por una jeringa; agregando un volumen de
fenol-cloroformo-alcohol-iscamilico (24-24-1) se realizaron
extracciones de una a tres veces recuperando la fase acuosa. Después se
hizo la extraccion 2 veces empleando unicamente cloroformo, a la fase se
le agregd de NaCl 0.25M (Concentracion final), 2 volimenes de etanol al
100% y se incubo a -20oC,toda la noche. Se recuper6 el DNA precipitado
centrifugando 20 minutos a una velocidade 10 000 rpm a 4oC y
resuspendiendo la pastilla en 0.5ml de H,0 estéril.

HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN

Esta técnica fue descrita por Southern (1975 ). El DNA fue digerido
con fas enzimas de restriccién necesarias, separando ‘por electroforesis en
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un gel de agarosa al 1% y transferido alcalinamente (0.4M NaOH) a una
membrana de Nylon (Hybond-N+). Las sondas fueron marcadas con 32P, por
medio de "random primer”, utilizando un "Kit" de marcaje New England
Nuclear (Dupont).

Posteriormente las membranas fueron pre e hibridadas (Rapid-hyb
buffer;Amersham) por 6-8 horas y expuestas a ia sonda correspondiente
ya marcada, durante 8-12 horas. Las condiciones de hibridizacion fueron :
a 420 C toda la noche; y las condiciones de lavado fueron, 15min (420 C)
2xSSC, 15min (650 C) 2xSSC, 30 min (65°C) 1xSSC, 0.1% SDS. Las enzimas
de restriccion se utilizaron de Boehringer Mannheim Gmbl, BRL.(Segin
especificacion del proveedor).

SECUENCIA.

La estrategia para secuenciar se hizo digiriendo el fragmento
EcoR1,(pGMS3) mutagenizado de aproximadamente 2.8 kb, este fragmento
fue clonado en pSK. La secuencia fue determinada usando el método de
terminacién de cadena de dideoxinucléotido (Sanger et al 1977). Para
poder hacer este analisis el fragmento mutagenizado se digiri6 con
diferentes enzimas de restriccién segin fue el caso una vez obtenido este
mapa se subclonaron dos fragmentos hacia afuera del TnS,denominadas
pML15 y pML25 , ademas de dos subclonas pML25X/B y pML25B/E, se usaron
oligonucléotidos comerciales y sintéticos asi como el uso de cadena
sencilla. La estrategia de secuencia fue hecha como se observa en la Fig
4A.

El analisis de la secuencia nucleotidica obtenida se hizo con los
programas Blast y Gene Works version 2.4. En la Fig 4B se observa los
aliniamientos del gene cycH de R. etli con otros cycH de diferentes
especies bacterianas.

DETERMINACION DE FIJACION DE NITROGENO

Para las pruebas dereduccién acetileno se utilizé frijol negro
jamapa esterilizado superficiaimente en hipoclorito y las semillas fueron
puestas en papel filtro estéril y hiumedo. Tres dias después, las semillas
fueron transferidas a macetas de plastico con vermiculita (soporte
sintético). Se inoculd con una suspensién de bacterias de la cepas CE3,
IFCO1 IFCO1/pML60, IFCO1/pML394, CFN4202, CFN4202/pML60,
CFN4202/pML394 (Tabla |) medio PY sin adiciobn de nitrégeno y se
crecieron en invernadero. Después de 21 dias de inoculacion, la nodulacion
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Complementacién
Cepas Caracteristicas generales Fenotipo TMPD
en MM
CE3 Fix* Inf* Nod*
Cosmido Plasmido
IFCO1 Fix™ inf+- Nod*
pML394+ pMLEC*
CFN4202 Eix- nf- Nog* Césmido Plasmido
pML394+ pMLEO"

TABLA 1 . Caracteristicas generales y complementacion del fenotipo TMPD en medio minimo
, (MM) de las cepas utilizadas.



fue cuantificada. Asi mismo, la actividad de la nitrogenasa fue
determinada por medio de la reduccion de acetileno de las raices de las
plantas noduladas, estas raices fueron transferidas a frascos con sellos
de goma inyectando acetileno a una concentracion final de 10% de este
gas, esta determinacion se hizo en un cromatografo de gases Varian
modelo 3300. Y la determinacion fue hecha segin (Bergensen,1980).

PRUEBAS DE COMPLEMENTACION.

Para las pruebas de complementacion se hicieron cruzas
triparentales de las cepas mutantes IFCO1 y CFN4202 vs flos plasmidos
pML60, pML394. En todas las cruzas se uso la cepa ayudadora pRK2013
todas crecidas en PY, una vez crecidas por 72 horas se tomaron colonias
aisladas y se parcharén en medic minimo(MM), se dejaron crecer también
durante 72 horas, y aquellas colonias que recuperaron el fenotipo
TMPD+(N-N-N'N'-Tetra metil-p phenylendiamina ) es decir, el mismo
fenotipo que la cepa silvestre, virando de leucas a azules,eran la
transconjugantes con el fenotipo recuperado, esto se observa en
aproximadamente 30 segundos (MacFaddin, 1980) no obstante para
confirmar el fenotipo se inocularon plantas como se menciond
anteriormente.

CLONACIONES Y TRANSFORMACIONES.

Las clonaciones fueron llevadas a cabo en vectores bluescript -
(Stratagene) y en las cepas DH5alfa y DH11s las transformaciones, mapas
de restriccion, aislamiento de plasmido fueron hechas segtin los
protocolos referencia (Manniatis,1972).

ELECTROFORESIS SEMIDESNATURALIZANTE

Con el fin de visualizar la presencia de citocromos tipo ¢ se hizo
electroforesis semidesnaturalizante tipo Laemli (1970) con la excepcién
de que las muestras no se sujetan al tratamiento con calor ademas, de la
ausencia de SDS en el buffer de la muestra. En cada carril se cargdé 300
microgramos de proteina. Para detectar el grupo en se llevd a cabo en
propio gel, agregando 4mi del detector (luminol) (ECL Western blotting
protocols detection reagents RPN2109 Amersham), por 4 minutos,
quitando el exceso del detector. Después de trancurrido este tiempo, el gel
se envuleve en una pelicula de plastico autoadherente, el gel expone
directamente con una placa autoradiografica, toda la noche, vy se revela al
otro dia. Las placas autoradiograficas son Hyperfiim-ECL, Amersham.
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