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INTRODUCCION

Generallidades.

Las bacterias de la familia de 1las Rizobigceas, interac-
cionan con plantas de la familia de las leguminosas en una
asociacidn simbidtica para formar estructuras llamadas nddulos
donde se lleva a cabo el proceso de fijacidén de nitrogeno
molecular (Nz=) a amonio {(NHa™).

Estas bacterias Gram negativas conprenden actualmente 4

generos: Rhizobium, Bradyrhizobium, Phyllcobacterium ¥ Agrobac-

terjium. Los tres primeros géneros son capaces de fijar nitrdédgeno.
Lag bacterias del género Agrobacterium no fijan nitrégenoc. En el
caso de los dos primeros géneros, las bacterias forman néddulos en
las raices y en algunos casos en los tallos de las plantas. Las
especies del génerco Phyllebacterium forman nédulos en las hojas y
las bacterias del género Agrobacterium producen hipertrofias en
loe tallos y las ralces de plantas dicotiledéneas. Se ha
propuesto que el géneroe Rhizobium conste de tres especies: R.
leguminosarum con tres biovares (biovar trifolii, biovar phaseoli
Yy biovar vicijiae); R. meliloti vy R. loti. <Con esto, las tres
especles R. leguminosarum, R. trifolii y R. phaseoli quedarian
reunidas en una misma especie. R. loti incluiria a los miembros
de c¢recimiento rapido de los rhizobia '"cowpea" y a las especies

de R. lupinus, El nuevo género Bradhyrizobium centendria



Ynicamente a la especile B. Jjaponicum que estaria constituilda por
lo gue anteriormente se conocia por R. japonicum v los miembros
de crecimiento lento de los rhizobia "cowpea' (Jordan, 1984) v R.
fredii estaria formado por los rhizobia "cowpea' de crecimiento
rapido. En este estudio a las especies de R, leguminosarum bv.
viciae, trifolii y phasecli se les llamara R. lepumingsarum, R.
trifolii y R. phaseoli respectivamente.

En este trabajo se analizara la informacidn proveniente de
estudios de las asoclaciones entre los géneros Rhizobium v
Bradyrhizgobjum y sus respectivos hospederos,

Para que la asocciacién fijadora de nitrdgeno se lleve a
cabo, es necesario que las bacterias colonicen la superficie de
la raiz y se unan a las células que van & formar los pelos
radiculares (Bauer, 1981, Bhuvaneswari et al., 1980 y Turgeon et
al., 1982} . En la mavorila de las leguminosas, la infeccidn esta
restringida a este tipo de células que son susceptibles a 1la
infeccidn durante periodos muy cortosg (6 horas) (Bhuvaneswari et
al., 1980). En los puntos de la raiz donde estAn emergiendo los

pelos radiculares, se sSecretan compuestos flavonoides en altas

concentraciones. Estos compuestos Son necesarios para la
activacidn de los genes de Rhizobium = necesarios para la
nodulacidn (Redmond et al., 1986), de los cuales se hablarid mas

adalante. Los rhizobia responden liberando factores desconocidos
de bajo peso molecular que pueden causar enroscamiento o

distorsidn de los pelos radiculares (Bhuvaneswari et al., 1985) d



la induccién de divisidn celular en células corticales (Bauer et

al,, 1985),.

La unidn de las bacterias a las c¢células de los pelos

radiculares es mediada probablemente, por lectinas de origen
vegetal {(Dazzo et al., 1982). Una vez que se ha dado el
reconocimiento, las bacterias degradan rapidamente la pared del
pelo v colonizan el Area (Ridge et al., 1986} . El nicleo de 1la

célula del pelo migra al sitio de infeccidbn (Dart, 1974) y se
forma un hilo constituido de celulosa que es depositada por 1la
planta (Kumarashinge et al., 1877). Las bacterias se dividen
dentro del hilo, que penetra las distintas capas celulares de 1la
ralz. Cuando el hilo de infeccidn se encuentra en las células de
la corteza exXterna, se induce una actividad meristematica a dis-
tancia de las células de la corteza interna qQue va habian dejado
de dividirse (Bisseling et al., 1977}. Durante este proceso al-
gunas células corticales quedan en estado poliploide., En este
momento, la planta ha liberad¢ factores sistémicos que impiden
que se forme un namero exceslivo de nédulos (Pierce et al., 1983).
Cuando las bacterias llegan a las células poliplﬁides de la cor-
teza interna de la raiz. @l saco del hilo de infeccidn se abre y
la célula vegetal se llena de bacteroides que carecen de pared.
Los bacterocides quedan rodeados por la membrana peribacteroidal
que es de origen vegetal (Robertson et al., 1982). Para entonces,
el tejido vegetal va se ha diferenciado y ha formado el nddulo

donde exXisten ceélulas infectadas por bactercoides, ceélulas no in-



fectadas que mantienen a las células infectadas, células que for-
man haces vasculares v células de transferencia de metabolitos
(Newcomb, 1981) . En este momento la planta pcsee una serie de
protelnas especificas del ndéddulo conocidas como nodulinas
(Legocki et al., 1980, Bisseling et al., 1983, Lang-Unnasch et
al., 1985 y Campos et al., 1987), entre las cuales se encuentran
descritas alrededor de 20 (Legocki et al., 1980, Govers et al.,
1985). Unicamente se conoce la funcidn de unas cuantas como la
leghemoglobina (Verma et al., 1976}, el ©polipéptido v de 1la
glutamino sintetasa (Lara et al., 1984}, la uricasa (Bergmann et
al., 1983) y la sacarosa sintetasa de ndéddule (Thummler et al.,
1986) ., La funcioén del resto es desconocida.

En los bacteroides 8se induce la actividad de fijacidn de
nitrégeno, mientras que en e) citoplasma de la célula vegetal que
rodea a los bacteroides aumenta el nivel de la leghemoglobina vy
de las enzimas responsables de la asimilacién de amonio. Estas
Yltimas transforman el amonio excretado en compuestos aminados
que son transportados del néddulo a otras partes de la planta por
el xilema, Otras enzimas son responsables del metabolismo de
fotosintatos suministradeos a los noédulos a través del floema. Al-
gunos de los productos de este metabolismo son utilizados por los
bacteroides como fuente de energia para mantener la fijacidn de
nitroégeno.

El tipo de desarrocllo de los néddulos puede ser determinado,

donde el crecimiento es radial debido a que el meristemc se en-



‘cuentra en el centro del tejido, produciendo nédulos esféricos
como en la asociacidn Phaseglus wvulgaris-Rhizobium phaseoli, &
indeterminados donde el crecimiento es longitudinal debido a que
el meristemo se encuentra en la zona distal a la raiz y el nédulo
es cilindrico, Estos nddulos sSe encuentran por ejemplo en las
asociaciones entre Pisum sativum v R. lepuminosarum (Robertson y
Farnden 1980, Newcomb, 1981),.

Dada la facilidad de manipulacidn de las bacterias en el
laboratorico, el conocimiento del papel que juega el micrecor-
ganismo en la asociacidn, es mucho mas profundo que el que se
refiere a la planta. Desde el punto de vista genético, existe una
gran cantidad de informacién. La mas relevante para este trabajo

se resumira en la sigulente seccidn.

Genética Bacteriana de la Simbiogig,

El estudic genético de la sinbiosis es complejo, ya que el

numero de genes conocidos involucrados en el proceso, es cada vez

mayor.

En las bacterias del género Rhizobium mucha de esta
informacidn, esti contenida en megaplasmidos llamados simbidticos

{pSim) (revisado en Djordjevic et al., 1987a). En el género

Bradyrhizobium esta informacidén se encuentra en el cromosonma

(ravisado en Diordjevic et al., 1987a).



Hasta el momento, principalmente exiszten 3 grupos de genes
simbidticos: los geﬁes de nodulacidén (nod), los genes de fijacidn
de nitrdédgeno (fix) y los genes de la nitrogenasa (nif}. También
se ha observado gue algunos genes necesarios para sintesis de
exopolisacAridos son requeridos para las primeras etapas de la
nodulacidn. Sin embargo algunos de estos genes s5on cromosomales vy
otros son plasmidicos. Algunos genes de gRhizobium que son
anadlogos funcionales de los gehes de agrobacterium tumefaciens,
chvA v chvB, son indispensables para la formacidn de hilos de
infeccidn y de néddulos con bacterocides (revisado en Djordjievic et
al., 1987a). Para este trabajo se resumird la informacidn

genetica de los genes nod comunes y los especificos.

Los Genes nod Comunes.

EstoE genes se requieren para el enroscamiento de los pelos
radiculares, para la estimulaclién de 1l1la sintesis del hilo de
infeccidn v para la induccién de la actividad meristemidtica de
las células radiculares. <Cuatro de estos genes, los genes nod A,
B, € y D se han descrito para miltiples rizobiAceas como R.
peliloti, R. leguminosarum, R. trifolii, R. phasecli, R. fredii.
fhizobjum sp. de amplio rango de huésped MPIK3030, Bradyrhizobium
japopnicumnm, Bradyrhizobium sp, {Vigna), Bradyrhizobium =sp.

{(Parasponia) ¥y nod € en Rhizobium sp. ' (Sesbania) (revisado en

Martinez et al., enviado). Estos genes sSe encuentran repre-



sentados en la fig. 1.

Loz fenotipos simbidticos alterados, ¢ausados por mutaciones
en cualguiera de estos genes, pueden ser complementados al intro-
‘ducir la copia normal del gene mutagenizado, aun cuando esta
copia provenga de una especie distinta. Este dindica wuna gran
conservacién de la funcionalidad de los productos de estos genes
en las diversas especies de Rhizobium y Bradyrhirobium y por 1o
tanto se les ha llamadco genes nod comunes.

Los genes nod comunes se han estudiado principalmente en R.
. meliloti, en R. leguminosarum ¥ en R. trifolii. Estos estudios
incluyen el aislamiento y caracterizacién de mutaciones, la
determinacién de 1la secuencia de los genes, la construccién de
fusiones génicas para analizar la regulacidén y el marcaje con an-
ticuerpos de los producteos de los genes. Un resumen de la
informacidn conocida hasta el momento, se encuentra en la Tabla 1
(revisado en Rossen et al., 1987).

Las mutacliones en los genes hodABC y D en R, leguminosarum y
y en R. trifeolili v en lozs 3 primeros en R. meliloti causan
fenotjipos Hac-~ {(no hay enroscamiento del pelo} ¥ no sBa forman
nédulos (fenotipo Nod-), En R. meliioti, mutaciones en podD
causan una disminucion en la eficiéncia de nodulacidén, asi como
un retraso en la aparicidn de los nddulos, en ciertas plantas.
Esto se debe a que nodD se encuentra reiterado en el plasmido Sim
de R. meliloti (revisado en Rossen et al., 1987). ' Se ha

demostrado que dos de las tres copias de este gene encontradas en



R, meliloti son funcionales Yy necesarias para una nodulacidn
éptima en Medicago sativa (Gottfert et al., 1986). También
existen varias copias del gene nodD en R. fredii, R. trifolii, R.

phaseoli y en Rhizobium sp. MPIK3030 y se ha postulado que los

productos de las diferentes copias de nodb en una especie, pueden

responder particularmente a los compuestos estimuladores o in-
hibidores de la planta, como se verda mas adelante (revisado en
Martinez et al., enviado).

El producto del gene nodA 8e encuentra en la membrana
citoplasmica de la bacteria (Egelhoff et al., 1985),

El producto de nodC es una proteina hidrofébica. Datos
inmunolégicos y bloguimicos 1indican que su  localizaciédn es
membrangl y se sugiere que eé una proteina involucrada en la
transmisidén de sefiales (revisado en Diordievic et al., 1987a}.

Los Eenes nodABC estan organizados como operdn cuva
expresiédn esta reprimida cuando la bacteria estad en wvida libre.
En contraste, la expresién de nodD es constitutiva en la mayoria
de las especies estudiadas y es autorregulada en'g. leguminosarum
(revisado en Rossen et al., 1987). El producto de nodb es el
responsable de la ag;ivacibn de la transcripcidn de los genes nod
comunes Yy actta junto con compuestos fendlicos de la planta que
en la mayoria de los c¢asos son flavonas hidroxiladas o
flavanonas, Estos compuestos se liberan en la zona de emergencia
de los pelos radiculares y los genes nod se expresan minutos

después de esta liberacidn (Djordjevic et al., 1987¢c en



Diordjevic et al., 1987a). Existen también compuestos de la
planta que inhiben la trancripcidén de los senes nod. La cumarina
umbeliferona y ciertos flavanoles e iscoflavonoides tienen un
efecto inhibitorio que parece ser competitivo con los compuestos

activadores en su entrada a la bacteria & en su interaccidn

con
el producto de nodb (revisado en Rossen et al., 1987, ¥ en
Diordievic et al., 1987a}). Las fluctuaciones en las con-

centraciones de los compuestos activadores e inhibidores podrian
sar las responsables del control estricteo que la planta ejerce en
el nimerc de nodulos (revisado en Djordievic et al,. 1987a). Sin
embargo, Yelton et al., 1987, han QEmQStrado que la inducceidn de

nedC vy la expresidn de nodD de R. meliloti es normal en el fondo

gengtico de otros rhizobia e incluso de Agrobacterium tumefaciens

pero no en Escherichia ccli, Xanthomonas campestris o Pseudomonas
savapgtanoi, lo cual podria sugerir que se requleren otros genes
ademas de ned D, A, B v C para la respuesta de los genes ned a la
presencia de compuestos vegetales.

El producto de podD puede restablecer el fenotipo Nod- de
mutantes en este gene atn interespecificamente. 5in embargo, la
sustitucidn del genelgggg de una especie por el de otra no es
exactamente equivalente, -pues esta sustitucidn puede cambiar el
rango de especificidad de la bacteria receptora. Esto indica que
los diversos productos de los genes nodD de cada especie, pueden

tener distintas interacciones con los compuestos activadores o©

inhibidores antes mencicnados (revisado en Roesen et al., 1987}).



Al hacer‘la secuencia de los promotores de los genes in-
ducidos por flavonas, se ha encontrado una cajg "nod" en los
rhizobia de crecimiento rapido ¥y lento.

El producto de nodD tiene homoleogla con la proteina arac de

Escherichia colil en el dominio de reconocimiento de DNA, Por lo

que se cree que el producto de podp interactiia tanto con los
productos de la planta como con la caja "nod" para la regulacidn
de la expresidén de los genes nod. Por otro lado los genes nodABC
de R. trifelii son inducibles sobre todo en fase de crecimiento
logaritmica temprana v en otras fases la respuesta se reduce o es
nula (Djordjevic et al., 1987b), a pesar de la constitutividad de
la expresidn del gene nodb.

En H. lepuminoegarum se han encontrado otros dos genes ned
después del extremo 3' del gene podC. El1 gene nodl cuyo producto
sSe parece a las protelnas de membrana interna de transporte

dependiente de ATP y nodJ cuyo producto es hidrofdbico vy también

esta asocladoe a membrana (revisado en RossSen et al., 1987). Las
mutaciones en estos genes afectan levemente el inicio del proceso
simbidtico, asi como el numero de nédulos (revisado en Djordievic
et al., 1987a}. Ep B. =trifoljii los genes de la regidn Il son
similares funcionalmente a los genes nedlJd de R. lepuminosarum.
Las mutantes de R. =trifelii en esta regién provocan un fenotipo
de hiperenrcllamiento de los pelos (fenotipo Hac*™) y hacen pocos
nédulos, retrasados aproximadamente 24 horas, Estos nddulos

carecen de bacterias. La eXxpresidn de estos genes requiere de la
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presencia de las flavonas secretadas por la planta. Egstas
mutantes pueden ser complementadas por regiones similares de R.

leguminosarum ¥ R. meliloti (revisado en Djordievie et al.,
ig87a).

Los Genes nod Especificos.

Estos genes se han llamade asi, pues los fenotipos Nod-
causados por mutaciones en ellos, no pueden ser restituidos por
la introduccidn de los genes correspondientes de otras especies

de Rhizobium a pesar de gque en ocasiones, estos son altamente

homéleogos. Por otro lado, estos gahes son necesarios para ampliar
el espectro de infeccidn de una cepa especifica. Es por egto que
tambien =se lese llama genes hsn ¢ genee de nodulacidn especifica
de un huésped determinado.

Los genes nodF vy E (hsnA v B) existen en R. leguminesarum y
R. trifolii v en R. meliloti (revisado en Rossen et al., 1987) vy
existen secuencias homdlogas a nedE en R. fredii, Rhizobium sp.

MPIK3030, pere no en R. Ehasecli,. R. lupini ni en B. japonicum

{revisado en Martinez et al., sometido) (fig. 1)}.

La expresion de nodF esta regulada por podpP. El producto de
este gene tiene un posible sgitic d¢de unidén a pantotenato, lo que
sugiere que podria estar relacionado con una proteina acarreadora
de acilos y sBe ha sugerido que pudiliera estar involucrada en 1la

acetilacidén & sintesis de acidos grasos o lipopolisacaridos. La

11



funcién del producto de nodE es desconocida.

Curiosamente, las mutaciones en cualquiera de estos dos
genes en R. trifoliji causan un fenotipo Nod- en trébol pero
amplian su espectro de infeccidn, permitiéndole ahora nodular
chilcharo aunque deficientemente. Una posible explicacion de estos
datos es que leos productos normales de estos genes o los factores
que resulten de su presencia, favorezcan el reconocimiento de los
dos organismos entre los que se realiza la asociacidn normal-
rnente, pero impidan gque la bacteria sea reconocida por plantas de
otras especies, o incluso gque se genere un rechazo de la planta a
las bacterias que no lleven la sefial de reconocimiento adecuada
(revisado en Rossen et al., 1987).

Los genes nodFE de R. leguminosarum ¥ R. meliloti son muy
homologoes por Secuencla nucleotldica a pesar de gue se les ha
asignado el papel de conferir la especificidad de la bacteria por
su hospedero (revisado en Djordjevic et al., 1u87a).

Los genes nodG (hsncC) ¥ ncdd {(hsnpP)} se describieron en R

pLI

meliloti (Hervath et al., 1986) ¥y no se han encontrado secuencias

homdlogas en R. trifolid, ni en R. phaseoli ni en R.
leguminosarum, aunque Spaink et al., 1987, describieron en R.

leguminosarum una regidédn neod distinta a las descritas, que segan
ellos podria ser comparable a las regiones IV y V de R, trifolii
(fig. 1) v a los genes hodG vy nedH de R, melilori.

Las mutantes en los genes nodfFEG presentan un fenotipo de

nodulacidén tardia vy una capacidad limitada para hacer hilos de

12
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infeccidn en algunas cepas de R, meliloti (Horvath et al., 1986},

aungue aen otras, las insercilones en nodG no causan un fenotipo

Nod alterado (Swanson et ai., 1987).
el gene nodd en R. melileti presentan

f.as mutantes &n

fenotipos Hac-, Nod-, sin embarge son capaces de nodular dos

Este gene se transcribe en sentido inverso a

egpacies de Vicia.

los genes nodFEG (Horvath et al., 1986).

Por comparaciones de las secuencias de aminodcidos se ha en-

contrado que . el producteo de nodG tiene homelogia significativa

con la deshidrogenasa de ribitol de Klebsiella aeropgenes ¥y se ha

hipotetizado que la planta provee a las bacterias invasoras con

algln pelicl como fuente de carbone; la capacldad que tenga la

bacteria para catabolizar egte compuesto afectaria la

colonizacidn y el crecimiento en los alrededores de l1la railz

{revisado en Djordjevic et al., 1987a).
Los chicharos primitivos (Cv. Afganistan}) no pueden ser
nodulades por las variedades convencionales de R, legumingsarum,

cepa llamada TOM nodula a este haspedero pues posee un
las

perc una
gdlo gene (nodX) en su plasmido Sim que no tiene homdlogo en

cepas convencionales de este biovar (revisado en Rossen et al.,

1987).
For andlisis de la secuencia nucleotidica se han

otros tres ganes. nodk en B. parasponiag precede a podA ¥ pro-~
Este gene no se encuencra

descrito

bablemante sBe cotranscribe con nodABC.

en rhizobia de crecimiento rapide. Los otros dos, nodl y M se

i3



describieron en R. leguminosarum situados antes de nodE (Fig. 1).
El amino terminal del producto de nodM es homdlogo a un gene que
codifica para una amidefosforibosil transferasa. La funcidon de

lLos productos de nodkK, de nodi. ¥y de nodE, es desconocida hasta el

momento (revisado en Rossen et al., 1987),

En B. =trifolii se han descrito los genes neodM y nodN vy sus
productos estAn relacionados con la eficiencia de nodulaciodn de
trebol blanco. Los productos de estos genes controlan el patron
de acetilacion y la cantidad de 3-hidroxibutirato en los
polisacaridoes acidos capsulares (Dazzo et al., 1988).

Swanson et al, ({1987), describen una mutacidén (nod2ile)} en
una zona arriba de nodG en R. meliloti que ocasiona una reduccidn
en el npimero de néddulos, asil come un retraso en la aparicidon de
los mismos. .

Recientemente Nayudu y Rolfe (1987) ¥ Lewin et al. (19u87),
han aislado varios genes de especificidad de la cepa de Rhizobium
NGR234 que es capaz de nodular a una gran cantidad de leguminosas
tropicales y a plantas del género Parasponia que no pertenece a
la familia de las legumineosas. Lewin et al. (1987}, han descrito

cuando menos tres regiones hsn diferentes, Hsnl esta localizada

cerca del gene nodb, Hsnil esta ligada a los genes nifHDR vy
HsnllIl al gene nodcC. La regién Hsnill puede complementar

mutaciones en el gene nodH de R, mnelileti, pero ninguna de las
tres puede complementar mutaciones en nodfF o £ en R. meliloti.

Hsnll vy Hsnlll presentan homeologla con la caja nogd a diferencia

14



de HenI, lo cual sugiere que los mecanismos de regulacioén de HsnIl
son distintos a los de HsnIl v III. Estos estudios demuestran que
existen diferentes Zonas importantes para conferir la

especificidad de la bacteria para nodular diferentes plantas.

Otros genes importantes.

Rhizobium sp. produce una gran cantidad de polisacAridos:
capsulares (CPS), exopolisacaridos (EPS), lipopolisacarides (LPS)
y [(-1-2-glucanos. El papel que juegan estos compuesteos e€n la
nodulacion es poco claro. Sin embargo se han aislade nmutantes
defectuogas en la formacién de exopeolisacaArido acido que son in-
capaces de formar hilos de infecclién aunque si hay actividad
meristemdtica y se forman pseudonddulos {(Van den Bosch et al.,
1986) .

Otro tipo de mutantes aisladas son incapaces de producir el
lipopeolisacarido principal; forman hilos de infeccidn abortivos y
de 1los nédulos formados se pueden recuperar bacterias pero no
bacteroides., Es probable que este lipopolisaciArido influya sobre
la persistencia del hilo de infeccién (revisade en Djordjebic et
al,, 1987a).

Finalmente Govers et al. (1986) y Moerman et al. (1987), han
demostrado que la transferencia de una regién nod de 10 kb a
cepas sin plasmido simbidético en R. leguminesarum pueden causar

la expresién de nodulinas en Pisum sativum {chicharo) ¥ en Vicia
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sativa (arveja), ¥ que las raices de estas plantas infectadas con
una cepa de Agrobacterium con el plasmido Sim de R.
leguminosarum, expresan un gene de una nodulina temprana {(ENodZ)
pero no otros. Estos resultados muestran que se requieren por lo
menos dos seifiales en la induccidn de la expresidn de nodulinas.
La presencla de los genes nod es indispensable para disparar la
primera resptiesta aunque para la segunda, es declr para 1la
expresién de las otras ﬁodulinas ge requieren otros genes bac-
terianos localizados en el plasmido simbidtico, ¢ incapaces de
expresarse en Agrobacterium, o bien de genes locallizados en el

cromosoma,

.16



GENE DESERVACTONES

nogh Citoplizaice

nodg
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Ratrase
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Hac~, no hay enroscamiento del pele ni induce nddulos; Hod-, no nogula; retrasoe, retraso en
ia inciacidn de 12 nodulacidn v hay nlmero reducide de nddulos; NI, gene no identificade;

7, no hay subaciones aisladas.

a, Todas estag eybtagiones cen causadas por incercidn de trancposenes ¥ propableaente lengan

un efzety pelar cobre obros genes,

b. Las pruebis de rodelacidn en R. legusinosaru= en R, trifolii v en B. aellloti se
lieviron a oibe en chichares, en trébol blanco v en alfalfa, respectivaszente,

1. Diordjevic et al,, 1987,
2. Spatnk el al., 1987,

TABLA §

{Adaptada de Reszen at 21., 1987)
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ANTECEDENTES ¥ OBJETIVOS.

Estoy interesada en el estudio de la ascociacién entre
Rhizobjum phasecli y Phaseolus vulgaris L. Cv. Negro Jamapa. Con
la finalidad de determinar los locj del plasmido Sim de 1la cepa
B. ohasegli CE3 nacasmarios para la formacidédn y desarrollo de los
nédules, 8Se construyd un banco a paftir de DNA total de 1a cepa
mencionada y ge alslaron dos césmidos capaces de formar néddulos
inefectivos (que no fijan nitrégenc) en una cepa isogénica de Jla
CE3 curada del plasmido 5im que per se es incapaz de hacer
nédulos (Cevallos et al., enviado).

Estos dos cdédsmidos son los denominados pSM927 y pSMe91 (fig.
2). Por datos de hibridizacidn DNAQDNA. se demostrd que el
cdédamido pSMISL contiena.secuencias homélogas a los genes NodARC
de w meliloti en una banda de 6.8 Kb de EcoRI ¥ a un
probador que contiene & uno de los genes nedD de R. mellilotl en
una banda de 5.5 Kb de EcORI (Cevallos et al., enviado).

51 este codsmido seiintroduce a cepas de R. pelileti que
contienen inserciones de TnS en pod A, B ¢ £ es capaz de rea-
taurar el fenotipo Nod- causade por estas inserciones en plantas
de alfalfa (Cevallos et al., enviado). -

El cosmido pSM991 también contiene la regién nifa con el
operdn nifHDK completo (03valloé et al., enviado}.

A partir de este cdsmido se construyeron deleciones -y uno de

19"
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estos derivados, el pSM991.25 conservd la capacidad de nodular
Phageolus vulgaris. El1 pSM991.25 (Fig. 2) contiene, entre otras,
las bandas de 5.5 ¥y 6.8 Kb de E¢oRI que llevan como ya Be
menciond, secuencias homdlogas a un probador con el gene podb de
B- melileoti ¥ los genes podABC, respectivamente. Por otro lado,
cuando este cbémido se introduce a una cepa silvestre de R.
meliloti, que normalmente @B incapaz de nodular al f£frijel, le
confiere ahora la capacidad de formaf astructuras semejantes a
nédulos en las raices de P, vulmaris. Este hecho permite suponer
que el psSM991.25 contiene el o los genes involucrados en deter-
minar la especificidad por el hospedero {(genes hsn}. Esta
informacién esta contenida en un fragmento de 3.5 Kb de EgoRI va
que otro cosmido, derivado también del.pSH991. qQue carece de esta
banda perc tiens todas las demAs del pSM991.25, es incapaz de
formar estas estructuras nodulares en frijel, al ser introducido
an una cepﬁ silvestra de R. peilleoti (Cevallos et al., enviado).

En resumen al iniciar esmte trabajo, sabiamos que al
pPSM991.25 contenia secuencias homdlogas a un probador con el gene
nedd de R. neliloti, los genes NodABC ¥ probablemente @&l © los
genes nin para nodular frijol. '

Este trabajo se realizdé con el fin de determinar direc-
tamente las zonas gendticas importantes de R. phaseoll para la
formacidon y desarrolio de los nédulos.

Dado que esta informacldn ya se conocea para otras

RizobliAceas, un objetivo mAs fud establecer qué tan similar es

20



Rhizobium phaseoli a otras Rizobiidceas de crecimiento rapido o
lento desde este punto de vista.

Finalmente, vya que mi interés es también estudiar el proceso
de la simblosis en la planta, se considerd que la construccibp de
mutantes bacterianas que se detuvieran en distintas etapas del
proceso, serian de gran utilidad para podaé analizar con mayor‘

facilidad el papel de la planta en la asociacidén simbidtica.
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MATERIALES Y METODOS.
Capas

Las cepas bacterianas utilizadas se encuentran en 1la Tabla

" Madios de crecimiento y condiciones de cultivo

Las cepas derivadas de Escherichia g¢coli se crecieron en
medio Luria (Miller, 1972) an temperaturas de 30° o 37°C, segun
el caso. Las capas derivadas de Rhizobjum phapeoli se crecieron
en medio PY (Noel et al., 1984) a 30°C.

Los antibidticos se utilizaron en los casos pertinentes en
las siguientes concentraciones: cloranfenicol {(Cm) 30ug/ml,
tatraciclina {(Tc) 10 ug/ml, kanﬁnicina (Kg) 30ug/ml, estrep-
tomicina (Sm) 100ug/ml, para.g. coli. Para R. phageoli, las con-
.centraciones de los antibidticos utilizados segan el caso fueron:

rifampicina (Rif) S50ug/ml, Cm 1S5Sug/ml, Tc 5 ug/ml, Km 30 ug/mi.
Banco, bacteridfago y vehiculos utilizados

Estos vehiculos se encuentran en la Tabla 2.
El banco de césmidoa de donde fué aislado el pSM991, se
construyd a partir de DNA total extraido de 1la cepa Rhizobium

1)
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phasecli CE3 (Cevallos et al., enviado).

El bacteridéfago MudlIFR13 se utilizdé para hacer las " inser-
ciones en el pSM991.25 y es un derivado del bacteriofago MudIIPH3
(Ratet et al., 1986), donde la secuencia que codifica para la

fosfotranferasa de neomicina (nptl) se sustituyd por el opardn

lac (Fig. 3).
Transformaciones y conjugaciones

Las transformaciones se llevaron a cabo segin Maniatis et
al., 1982 con las siguientes modificaciones, como se describe a
continuacién: se inocularon 2 ml de medio Luria con la cepa que
sa deseaba transformar y se dejdé crecer a saturacién. Con 0.1 ml
de este cultivo se inocularon 30 ml de medio Luria y se incubd a
30* o 37°C, segin fuera conveniente, con agitacidédn. Cuando aste
cultivo 1llegd a tener 0.6 de denasidad é4ptica a 600 nm se enfrid
an hielo durante 1S min., Se centrifugd S min a S000 rpm v el
botén celuiar se lavd con 15 ml de MgCla 50 mM estéril. Se volvia
a centrifugar S min a 5000 rpm y el botdén 58 resuspendid en
buifer de transformacidn fresco (CaCla anhidro 75 mM, MgCla 5 mM
y TrisHCl S mM pH'7.4). Se incubd en el buffer de 15 a 20 min en
hielo y msa centrifugd 5 min'a 5000 rpm. Se resuspendid en 2 ml de
buffer de transformacidén y se tomaron 0.2 ml de células para
afiadirles de 10-100 ng de DNA. Las celulas con el DNA sBe in-

cubaron durante 1 h en hielo agitando suavemente de vez en cuando
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v se did un choque térmico de 2 min a 42°C. Se afiadid 1 ml de
medico Luria y las células se incubaron durante 1 h con agitacidn
a 30° o 37°C segin el casc. Se plaquearon en medio selectivo de
0.1 a 0.2 ml de células y se incubaron a 30° o 379C segin el
caso. '

Laa conjugaciones se llavaron a cabo en medic liquido o an

parches segin Quinto et al., 1985,
Termoinduccidn del bacteridfago

- La termoinduccion del bacteriséfago se llevd cabo segun
Murcoka et al,, 1981 y Groisman at al,, 1986. Antes de iniciar al
exXperimente se probd la termosensibilidad de varias colonias ais-
lada=s de la cepa MC4100 Mucts MudIIPR13/pSM991.25., Con una de
ellas se incocularon 2 ml de medio Luria Cm Tc vy el cultivo se
dejé cracer a saturacion a 20°C,

Se tomaron 0.1 ml de este cultivo ¥y ms inocularcon 10 ml-de
medio Luria con CaCla 5mM vy MESO. 200 mM sin antibidticos.

Este cultivo se crecid a 30°C ¢on agitacidn aproximadamente
3 h hasta que alcanzd 0.22 unidades de densidad éptica a 540 nm.
Cuando esto sucedid, elicultivo se pasd a incubar a 37°C con
agitacidn durante 20 min y posteriormente a 42°C con agitacién de
40 a 80 min hasta que se observd lisis celular. En este momento
se afiadieron cloroformo, MgSO. y CaClz a concentraciones finales

de 1%, 2 mM y 20 nM respectivamente.
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Una vez hecho esto, el cultivo se centrifugd 3 min a 10000
rpm ¥ se obtuvo el sobrenadante.

Al mismo tiempo Be crecid un cultivo de la cepa M8820 Mu en
medic Luria con CaCla SmM y MgS0s. 10mM Bin antibildticos. Cuando
al cultivo llegd a una densidad de 1.5X10®™ células/ml se concentrd
10 veces en Luria CaCla S mM y MESOs 10 mM. Cuando se tuvo al
lisado del bacteridéfago se pusieron en un tubo 0.1 ml de cultivo
de la cepa MBB20 Mu ¥ 0.1 ml del lisado y otro tubo con 0.01 ml
de limado (multiplicidad de infeccidn 10 y 1 respectivamente),
asi como un tube contreol sin lisado. Todos los tubos se incubaron
a 30°C min agitacién durante 30 min. Posteriormente ma afiadieron
2 ml de medio Luria a cada tubo ¥y se incubaron con agitacion 75
min a 30°C. Finalmente las células se lavaron una vez con Nacl 10
mM, se resuspendiercn en Q0.4 ml de NaCl 10 mM y se plaquearon 0.1

nl en medio Luria Cm CaCla S mM.
Minipurificacion de cédsmidos

Se utilizdé el método reportado por Birnboim et al., 1979,
5610 que sme eliminaron todos los tiempos de incubacién y la pas-
tilla sea resuspendid en SO ul de agua estéril.,
Digestién con enzimag de restriccién

La cantidad de DNA obtenida en las purif;caciones se estimé
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corriendo una alicuota en minigeles de agarosa al 1% de 7 cm de
longitud ¥y 1.5 mm de grosor en buffer Tris-boratos 0.5X (Maniatis
et al., 1982) a 150 V.

Se tomé la cantidad adecuada y se digirid con la enzima de
restriccidn partinente en los buffers que sugieren los
proveedoras de cada una de ellas. El1 grado de digeetion de las
reacciones se observé también por medio de electroforesis en mi-
nigeles.

Lis reacciones sa detuvieron afiadiendo la mezcla de parado

de Maniatis et al., 1982.

Purificacidn de DNA cromosomal

Se utilizé el matodo de Quinto et al., 1982 sin

modificaciones.

Ilectroforesis de DNA en geles de agarosa

Las elactroforesis se llevaron a cabo en geles de agarosa
al 1%, de 3 man de grosor y 15 cm de longitud. Se corrieron en
buffer Tris-poratos-EDTA (TBE, Maniatis et al., 1982) a 80 V
durante 8 h a &4°C. Los geles se tifieron con una solucidn de
bromuro de etidio (0.4 ug/ml) y se observaron con luz

ultraviocleta.
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Hibridizacion de DNA-DNA tipo Southern (Quinto et al., 1982)
Transferencia

Las muestras de DNAs cromosomales o de cosmidos se corrierocon
en los geles ya descritos, se tifieron, se fotografiaron y se
trataron para transferirles a filtres da nitrocelulcsa. Este
tratamiento s8e realizé incubandoe 1los c¢on agitacién en las
siguientés soluciones: HCl 0.25 N, 2 veces, 15 min cada una; NaOH
0.5 M NaCl 1.5 M 2 veces, 15 min cada una y finalmente en Trig-~
HCl 0.5 M pH 7.4 NaCl 1.5 M 2 veces, 30 min cada una. Los geles
sa humedecieron en S5C 6X (Maniatis et al., 1982) y se pusieron
en contacto con filtros de nitrocelulosa que previamente hablan
sido hervidos 10 min en agua estéril vy pogtariormante
humedecidos en SSC 6X. Los filtros se colocaron por arriba y por
debajo del gel evitandc atrapar las burbujas de aire; después de
los filtros se puslieron de cada lado dos hojas de papal Whatman
3MM secas, del mismo tamafic que los filtros vy el gel y final-
mente, también de ambos lados, una pila de papel absorbente de
aproximadamente 10 c¢m de altura. A todo asto se le cologcd encima
un vidrio y sobre el vidrioc un pesc de aproximadamente 0.5 Kg.
Las transferencias se dejaron entre 10 ¥y 12 horas Yy posterior-
mente, los filtros se hornearon a 80°C al vacio. Se guardaron en

bolsas de hibridizacidn selladas hasta el momento de usarlos.
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Prehibridizacidén

Para las hibridizaciones homdlogas al 1008 se prehibridizd
con 10 ml de una solucidn que contenia solucidédn Denhardt 10X,
58C 5X, buffer fogfatos 100 mM pH6.8, DNA de timo 50 upg/ml
(Maniatis et al., 1982).

Para 1las hibridizaciones heterdlogas se prehibridizé con 10
ml de molucidn que contenia formamida al 30%, SSC 4X, Tris 100 mM
pH 7.4, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, sclucidn Denhardt 5X y DNA de timo
de ternera 50 ug/ml que se afiadid previamente hervido durante 10

‘min (Maniatis et al., 1982).
Hibridizacidn

Se cambid la solucién de prehibridizacion por la de
hibridizacién que es igual a la primera solo que ademiAs contiene
al probador marcado radiactivamente. Este se desnaturaliza por
calentamiento (10 min en agua hirviendo) y =e pone en hielo in-
mediatamente. Finalmente se aflade a la solucidn de hibridizacidn
correspondiente Yy sé sella la boisu aevitando las burbujas.

En el caseo de las hibridizaciones de secuencias homdlogas,
estas se llevaron a cabo a 65°C, Las heterdlogas se llevaron a

cabo a 42°C.
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Lavado

Log filtros de las hibridizaciones homélogas fueron lavados
con una selucidn de SSC 0.1X y 0.1% de SDS, una vez a tem-
peratura ambiente, durante 15 min. Posteriormente se lavd c¢on
esta misma solucidén 3 veces durante 15 min cada vez a 55°C vy
finalmente con unha solucidn de SSC 0.1X una vez durante 15 min a
55°¢C.,

Los filtros de 1as hibridizaciones heterdlogas fueron
lavados con una solucidén de SSC 2X y 0.1% de SDS, 3 veces a tem-
peratura ambiente, 15 min cada vez., Fosteriormente con &sta misma
solucidén =e lavd una vez durante 1S min a S5°C y finalmente con
una solucidn de SSC ZX una vez durante 15 min a temperatura am-

biente.
Probadores

Cuando =se utilizafon cosmidos completos, se purificaron por
el método de minipurificacidn descrito anteriormente.

Cuando . se utilizaron fragmentos purificados de plasmidom o
coésmidos se utilizd el método de Lizardi et al., 1984 sin
modificaciohes.

El marcaje radiactivo de los probadores se hizo utilizando
el métode de "traduccidén de mella" con FZTPACTP descrito en

Maniatis et al., 1982.
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Crecimiento @ inoculacién de plantas

Las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) Cv. Negro
Jamapa se lavaron en agua varias veces y se estgrilizaron con una
solucidén de hipoclorito de sodio al 0.5% por 15 min.

Las semillas 52 pregerminaron durante 2 dias en condiciones
estériles a 30°Q y una vez que al hipocotilec media
aproximadamente 1 cm,  se pasaron a matraces gque contanian
golucldn nutritiva Fahreus sin nitrdgenc (Broughton et al., 1971)
y agar al 0.7%. Las semillas, entonces se 1ncubaroﬁ en la os-
curidad a 30°C durante dos dias mas y posteriormente Esea i-
nocularon cen 1 ml de ¢cultives de la cepa correspondients
crecidos a saturacion en medio PY sin antibidticon
(aproximadamentae 1X10** células/ml. Cada cepa sa inocud' por
duplicadb an cada experimento. Las plantas ga incubaron a 26*C
con pericdos de luz oscuridad de 12 h con una intensidad lumino-

sa de ,» ¥ humedad relativa de 60%.
Purificacién de bacterias de ndduleos

Para corrcborar que la cepa que se inoculd fué la misma que
formd los nédulos en los experimentos con plantas, de cada planta
nodulada se cortaron 3 néddulos y se esterilizaron suparticial-

mente en una solucidén de hipoclorito de sodic 10% durante 5 min.
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Los nédulos se enjuagaron varias veces con agua estéril en cajas
de agar con medio PY sin antibioéticos. Las bacterias extraidas
de los nédulos, sBe estriaron en este medio., Las cajas se in-
cubarpn a 30°C. Cuando apareciercn colonias aisladas, se par-
charon 10 colonias obtenidas de cada néddulo, en medicos selectivos
para los marcadores de la cepa con la que se habia inoculado la-

planta.
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E. eoli
K400 (Muphs)
HBB2O (Mu)

Helol

R.. phaseol{
CE3

CFN200L
PLASHIDOS ¥
BACTERIOFAGHS
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HudEIPRLY

pRE20LI
pHEC206
pHyL y 2
pHY3-8
pHYS
phvlo-17
pHYLlB ¥ L9

pHY20-26

GENOTIPO Y CARACTERISTICAS RELEVANTES

F- arab39 (1acIPOI¥A-argF} U189 rpsti50 relfl f1b5301 pteF2s
deoC), Lisdgana da Hugtes2,

F- arali39 - (ara-1eu)7697 {proAB-argf-1aolPORYA)XILL rpsL {Ser}.

Lisbgepa de Mug' ‘
F= pro leu thi lacY rpct20 hedR hedh arald qilK2 xyiS
mtll =upEd4 endol- rech- Sar,

Derivads Sar de Ja cepa silvestre CFN42. Hod* Fix*
Darivada Rifr ds 12 cepa cilvestra CFHAZ2, Curxda de los plismidos
pd2a y pd2d, Hod- Fix-,

Derivado del pSH991. Tecr. Kod* Fixe.

berivado de HudIIPR3 donde ppti se eustiluyd per el ope-

rin lac sin prosotor. Car.

Derivade ds RP4, Con origen ds replicacidn de ColEl. Xant.
Derivade de RP4, Pliemido InoPl, Kanv, fipr, Cbr.

#S4991,254 :HudIIPREI: :pHC206. Inserciones en el fragesnto de
8.2 kb EcoRl {vehiculo) del pSH991.25, Cer, Tor, Kanr,
$S4991,25: :HudT1PRE3= :pNC206, Insercionns en el fragsento de
5.5 kb EcoRI {pogd) dal p5H99L.25. Caf, Tor, Kan'.
#SH991.25: HUdTIPRID: 1 pNC206. Interciones en el frageento de
0.6 kb EcoRl del pSH991.25. Car, Tof, Kanf.
HSM991.25: s HudlIPR13: ;pNC204. Inserciones en el fragesnio de
6.9 kb EcoRI (nodABC) del pEN991.25, Car, Ter, Xanf,
pSH991,25: :HudlIPRIS: :pHC206, Inserciones en el fragmento da
2.0 kb EcoRl dol pSH991.25. Car, To?, Kanr.
PSH99L,25: :Hud! IPRL3: :pNC206, Insercionss en 8} fragaenlo de
3.5 kb Ecoftl (hsn} del pSH991.25, Car, Tor, Kanr,
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RESULTADOS

Construccidn de cepas

La mutagénesis al azar del césmido pSMI91.25 se 1lev6_a'cébd_'i

en Escherichia coli por la facilidad en la manipulacidn vy .para

ello fué necesario construir algunas cepas. _

Inicialmente introdujimos el psSM991.25 a la cepa MC4100
Mucts/MudIIPR13 con el fin de que al termoinducir el bacteridfago
transpusiera azarosamente al cdsmido pSM991. 25,

La introduccidn del césmido a 1a cepa MC4100
Mucts/MudIIPR13, se llevd a cabo por conjugacidn en una cruza
triparental que incluyd a la cepa HB101/pSM991.25 como donadora vy
a la MC4100 Mucts/MudlIPR13 como receptora. Ademas utilizamos la
cepa HBi1iO1/pRKZ013. EL plagmide pRK2Z013 es utiliizado como
"ayudador'" para complementar las funciones de <transferencia
ausentes en el coésmido pSM9O91.,25.

Después de realizar la cruza, se seleccionaron las c¢olonias
que contenlan al bacteridfago MudlIPR1I3 y al cdsmido pSHMI91.25
por las resistencias a cloranfenicol y a tetraciclina que con-
fieren respectivamente.

Posteriormente, Be probd la termosensibilidad de varias de
las colonias Cm™ Tc*™ a través de crecimientes en parche a 20° y a
42°C,

Una vez obtenida la cepa MC4100 Mucts MudIIPR13/piM991.25,
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se llevéd a cabo la termoinduccidn del bacteridfago como se indica
en materiales y métodos. '
Hasta el momento la unica forma de introducir DNA ex-

tracromosomal a Rhizobium con buena eficiencia es a travées de la

conjugacidn. E1l obietivo final de 1la estrategilia de la
construccidn de las mutantes, era tener los cdédsmidos con las dis-

tintas inserciones en cepas de Rhizobium para poder probar su

fenotipo simbidtico., Sablamos que los césmidos se tendrian que
introducir a Rhizobium por conjugacaidn. Sin embargo estos

cosmidos poseen un origen de replicacién derivado del plasmido

ColEl que no es funcional en las Rizobiadceas. El plaamido pNC206
contiene un origen de replicacidn derivadeo de RP4 que si es  fun-

cional en Rhizobium phaseoli y por esta razdn se introdujo por

transformacion a la cepa M8820 Mu, seleccionando colonias Km's,
Esta cepa es utilizada en el protocolo de la termoinduccidn del
bacteriofago como la receptora del DNA a donde transpuso el
bacteridéfago. Al poseer también el plasmido pNC206 ya sdlo era
necesario lLlevar a cabo cruzas biparentales de 1la cepa MB820
Mu/pNC206 con las distintas inserciones como donadora y las cepas

de fhizobium a donde se quisieran introducir las mutaciones como

receptoras.

Sin embarge, al hacer la transduccién del DNA con el
bacteridfago, durante la fase de recuperacidn (ver materiales vy
métodos), 3e observd lisis de los culrivos, ain en el culrtive

control al que no se habia afiadido el lisado. El experimento se

36



repitid 3 veces y el fendmeno de lisis fué reproducible. Por esta
razdn se utilizd la cepa ME82Z0 Mu sin el plasmide pNC2US como
receptora de la transduccidn.

De esta forma se obtuvieron aproximadamente 10 colonias por
cada 10®* bacteridfagos cuando la multiplicidad de infeccién fue
de 10. Se parcharon 500 colonias en medios selectivos para
cloranfenicol y tetraciclina por separade y el 99% de estas
colonias fue Cm™ Tcf, lo cual quiere decir que el 99% de las in-
serciones se encontraban el césmido psSMI9l.25.

250 de estas coloniag se conjugaron por el método de raplica
con la cepa HB10O1/pNC206 vy se K seleccionaron las colonias que
fueran oCcm™ Tc™ Km™, Por el mismo método los cointegrades del
PSM991 .25: :MUdIIPR13: : pNC206 (pMV1~-250) se rcransfirieron a la
cepa de Rhizobium phasecli CFN2001 y se seleccionaron _las
colonias que fueron Cm*™ Tc*™ Km* Rif'~.

Un resumen de la estrategia genetica para la construccidn de
las mutantes y su transferencia a R. phasegli se encuentra en la

Tabla 3.

Mapeo de las Inserciones .

Para hacer el mapec de las inserciones se purificaron 45
cédsmidos con las diversas inserciones a partir de la cepa M8820

Mu. Sablamos gque el pSM991.25 media entre 20 y 25 Kb. Al decidir
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mapear 45 inserciones distintas, pensamos que seria suficiente
para tener cuahdo menos una insercidn por kilobase en cada una de
las dos orientaciones posibles.

Los césmidos se digirieron con las enzimas de restriccién
EcoRI y BamHI en digestiones sencillas y dobles. Se eligieron es-
tas enzimas pues los éitios de corte de las mismas en el
bacteridfage son asimetricos (ver Fig. 3) ¥ en el casc de Bamil
el sitio de corte es sdlo uno. Todo esto facilito el mapeo y la
determinacion de la orientacidn en la que el bacteriéfago se
insertd en cada caso, DbLe esta forma se caracterizaron 45
cosmidos. Las fotografias de los geles con las diversas digest-
iones se encuentran en la figura 4,

El mapa del césmido con las 45 inserciones mapeadas se en-

cuentra en 1la figura 5 y la orientacidédn de las mismas en la

figura 6.

Fenotipo Simbidtico de las Mutantes

Las 45 mutantes se inocularon en plantas de Phaseolus vul-
garis L. Cv. Negro Jamapa por separado, como sSe indica en
matariales y méetodos. Despuées de repetir el experimento cuatro
veces se pudieron describir los siguientes fenotipos que se en-
cuentran en la figura 7:

1. Nod* donde todas las plantas en todos los experimentos

realizados presentarcen nédulos al mismo tiempo, color, tamano ¥
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cantidad que las plantas - .inoduladas. 3 éon la cepa
CFN2001 /pSM991 . 25 . L
2.Nod~ donde las plantas en Jlos experimentos realizados no
presentaron ni un sélo nédulo al igual que las plantas inoculadas
con la cepa CFNZ001.
3.Nod *--
a. Este fenotipo esta definido por una eficiencia de nodulacidn
menor que la de la cepa CFNZ001/pSM991,25, aunque los nddulos
existentes son sSimilares a 1los provocados por el cdsmide
PSM991 .25, a excepcidn de los nddulos del codsmido pMViIE.1 que son
nédulos pequefilsimos y blancos.
b. El fenotipo Nod~“~"b. se definid para aquellas cepas que al ser
inoculadas en plantas por duplicado en un migmo experimento, no
causaron el mismo fenotipo simbidtico en las dos plantas
incculadas. Es decir que mientras una planta presentdo un fenotipo
Nod~, la otra fué Nod~ y esto fué reproducible cada vez que sge
repitié el experimento.
4, Nod® se definid a todas aquellas cepas que a pesar de presen-—
tar el mismo fenotipo simbidtico en los duplicados de un mismo
experimento, el fenotipo no fud el mismo entre experimento y ex-—
perimento.

Para probar que 1la cepa inoculada en cada planta era la
responsable de la aparicidn de los nddulos si era el case, se
purificaron bacterias de tres noédules de cada planta ¥ 10

colonias aisladas de cada uno de- ellos se plcaron en medios
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selectivos para resistencia a cloranfenicol vy tetraciclina., EL
100% de las colonias picadas de todos los nédulos'fueron cm™ Te*r,
asegurando la presencia del 'pSM991.25 vy del bacteridfago
MudIIFPRi3. Con estos datos se puede decir que las inserciones en

el pSM991.25 soh perfectamente establez en la cepa CFN2001,

Localizacidn de las Inserciones en los Genes nodABCD y hsn  de

Bhizobium phaseoli

Con el mapeo de las inserciones por enzimas de restriccidn
sabiamos en qué fragmentos EcoRl del pSM991.25 se encontraba in-
sertado el bacteridtfage. También sablamos qué fragmentos del
pPSM991.25 hibridizaban con los detectores de log genes nodABCD de
R. meliloti (Cevallos et al., en preparacidédn}. El fragmento EcgRI
de 6.8 Kb hibridiza con el detector de los genes nodABC de R.
peliloti y el fragmento de 5.5 kb hibridiza con un detector del
gene nodb tambilén de R. meliloti.

Para localizar con mas exactitud el sitio de las inserciones
en los coésmidos se purificaron probadores especificos para los
genes nodABC y D a partir del plasmido pKSKS (Kondorosi et al,,
1984) que contiene estos genes de R, meliloti (fig. 8)}. Los
probadores fueron los sigulentes:

1. Un fragmento BglIl de 2.2 Kb que contiene el gene nodD com-—
pleto.
2. Un fragmento SaclIi-Pvull de 0.8 Kb que contiene nodA casi com-

.
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pleto y el inicio de nodB.
3. Un fragmento Sacll de 1.95 Kb que contiene nodB incompleto ¥

nodC completo.

4. Un fragmento HindIII de 0.5 Kb intragénico de nodcC.

Los césmidos se purificaron de la cepa MBS820 Mu vy se
hicieron dobles digestiones con las enzimas EcoRI y HamHI. Los
resultados de estas hibridizaciones se encuentran en las figuras
SA, B y C y de esta forma se localizaron los fragmentos EcoRI-
BamHI del pSMS91.25 gque contienen los genes nodABC v D de R.
phaseoli, El probador para nodD presentéd sefial de hibridizacion
con las bandas de EcoRl-BamHI de 2.45 y 3.1 kb que constituyen el
fragmento de 5.5 kb de EccRI; el probador nodAB hibridizé con la
banda de 4.2 kb de BamHI del fragmento de 6.8 kb de EcoRI. Con
este preobador tambiéen se obtuvo una sefial en una banda de 3.1 kb
gque podria estar localizada en la zona de podD ¢ en la banda de
3.5 kb de EcoRI (hsn}. El probador nodBC, al igual que el de
nodC, hibridizaron con una banda de BamHl de 1.2 kb dentrc del
fragmento de 6.8 kb de EcoRI. Estos datos se encuentran en la
figura S.

Finalmente era necesario comprobar que los mismos cdésmidos
que ge tenian en la cepa de E. coti MBB2ZC Mu fueron Los gue se
transfirieron a la cepa de R. phasecli CFN2001 y qua las mismas
insercionas mapeadas en E. c¢eoli eran las responsables del
fenotipo simbidtico alterade gque se habla detectado en los exX-

perimentos de nodulacidn. Con este notivo, se hicieron
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hibridizaciones con DNAS totales de la cepa CFN200i1 con los dis-
tintos cdsmidos.

Para los DNAs que contenian inserciones en los fragmentos de
5.5 y 3.5 Kb de EcoRI que contienen nedD v el o los genes hsn
respectivamente, se utilizédé como probador el pSM991.25 completo.

Para las inserciones en el fragmento de 6.8 Kb que contiene
a los genes nodABC, se utilizd como probador este mismo fragmento
purificado del p$M991.25. La razédn por la cual para este caso no
se utilizd el codsmido completo es gque el césmido, en el vehlculo,
contiene el gene cat {(Cm*™) que se inactivd en uno de los pasos de
la clonacidn (Cevallos et al., en preparacidn). Esta secuencia
hubiera hibridizade con una banda de .8 Kb del bacteridfago
MudiIPR13 que contiene el gene cat y esto hubiera enpmascarado 1la
deteccidén de la insercidn en el fragmento de 6.8 Kb en el césmidoe
pSM991 .25, Los resultados de estas hibridizaciones se encuentran
en 1a figura 10A, B y C. En la mavoria de los casos, sSe encontro
qQque las inserciones mapeadas en el fondo geneético de E. coli,

fueron transferidas idénticas a la cepa CFN2001.
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HB101/P5M991.25 (TcR) X MC4100/HuDI IPR13 (CMR)—3MC4100/MUD! IPRI3/PSMO01.25 (CMR TeR)

l

TERMOINDUCCION DE LA CEPA MC4100/MuUD|IPR13/PSHO91 .25

l
INFECCION DE LA CEPA M8B20 HU CON UN LISADO DE LA MC4100/MUDIIPR13/PSMOOY,E5

SELECCION DE coLon!as CuR TcR (M8820 Mu/PSHMO91.25::MuDI PR3}

' L4
HBIO1/PNC206 (KANR) X M8820 Mu/pSMO91.25::MUDIIPR13 (CMR TeR)—>

M8B8Z0 MU/PSM991.25: :MuDIl IPR13: :PNC206 (PMVI-250) (CMR TcR KanR)

ol |
M8820/PMV1-250 (CMR TcR KanR) X CFN2001 (RIFR}—>CFN2001/PNVE-250 (CMR TcR KANR RIFR)

TABLA 3



Los GELES FUERON CORRIDOS COMD SE [NDICA EN MATERIALES Y Méropos,
Los cOsMIbos SE PURIFICARON DE LA cEPA M8820 Mu Y SE DIGIRIERON EN
tos GELES A v £ con EgoRl v en Los Getes B v D con BamHl, ParA LDs
GELES A v B EL ORDEN ES EL SIGUIENTEI 1, PMVB.1+ 2, -2 3, PMV3: 4,
anl/ 3) 5' PMVSJ b! et 7: PMV?J 8f PMVQI gn Ps“gg 251 10. e mlil
11, A Hiwpllil EcoRl: 12, pMVZ5,2: 13, pMV26: 14, PMV25,3: 1S, PMVE.2;
16, eMV5; 17, PMVB.4; 18, PMV25,1: ‘19, =3 20, -, PARA LOS GELES.D ¥

LT

C EL ORDEN ES EL SIGUIENTE: 1, PMV12,-2, pMVIS: 3, pMV16.1: 4,
PMV14,1; 5, -: b, PMV1S,Ys 7, PMVIG.2: 8, PMV13,2s Y, -;°10, pSM491,25;
11, AHinelll EcoRls 12, pMV17,2: 13, eMVIO; 14, pMv1l; 15, pMV22:

16, PMV17.1: 7. PMV8,3: 18, -» 19, pMVI4,2; 20, -,

FIG. 4, GELES BE DIGESTIONES EcoRl v BamHl DE CUSMIBOS CON
- DIFERENIES INSERCIONES
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EN LA FIGURA SE REPRESENTA AL PSM391.25. EN LA SECCION A SE INDICA EL TAMARO DE LAS BANDAS EN
LAS DIGESTIONES DOBLES ECORI-BaMHI v LAS BANDAS QUE POR SU TAMAO PODRIAN SER LAS QUE SE OBSER
VAN EN LAS HIBRIDIZACIONES HETEROLOGAS CON LOS DIFERENTES PROBADORES.

EN LA SECCION B LAS RAYAS VERTICALES REPRESENTAN LAS INSERCIONES A1SLADAS. EL NUMERO SOBRE LAS
RAYAS VERTICALES ES EL NOMERO DE LA INSERCION.

LoS ENSAYOS DE NODULACION SE LLEVARON A CABO COMO SE INDICA EN MATERIALES v METopos. los FeENO-
TIPOS SIMBIOTICOS DE CADA UNA DE LAS INSERCIONES ESTAN REPRESENTADOS cOMO +. %/~, - ¥ ? ¥ SIG~
KIFICANG +. MODULACION MORMAL: */-A, EFICIENCIA DE NODULACIAN MENOR A LA CAUSADA POR EL
PSM391,25 €n LA cepa CE3 pSim~.ICFN2001); */-». FENOTIPO SIMBIGTICO NOD+ EM UNA PLANTA ¥ Nop=
EM EL DUPLICADO EN EL MISMO EXPERIMENTOS -, NO NODULG2 ?, PLANTAS QUE NO PRESENTARON EL MISMO
FENOTIPO SIMBIOTICO ENTRE EXPERIMENTO ¥ EXPERIMENTO.

SE INDICAN TAMBIEN LAS DANDAS QUE HIBRIDIZAN CON EL PROBADOR DE Manl) como D ¥ LA ZONA DONDE SE
LocALIZAN NODABC como ABC, La RAYA PUNTEADA INDICA LA AMBIGUEDAD DE LA LOCALIZACION DEL INicio
DE NODA DEBIDO A LAS DO3S POSIBILIDADES DE ORIENTACION DB LA inseméioi 11 {11a v 1ls),

E &s EcaRl v B gs Basl

FIG, 5, MAPEO DE LAS INSERCIONES pMV1-26 EN EL pSMI91.25



FIG 6& ORIENTACION DE LAS INSERCIONES pMV1-26
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LoS EMSAYOS DEL FENGTIPO SIMBIOTICO EN PLANTA SE LLEVARON A CABD COMO SE DESCRIBE EN MATERIALES
v MeTopos. 1. CE3. cEPA SILVESTRE. Non*Fix": 2. CFN200L (CE3 #Sin-). Hop™: 3. CFN2001/pSM391.25.
Hop*. Fix~: 4. CFH2001/pMV22. tiop®, Fix~: 5, CFNZ001/PMVIS. Nob™: 6. CFN2001/pMV17.2. Moo Fix-,

FIG, 7, FENOTIPUS NUD DE DIFERENTES MUTANTES EN PHASEOLUS YWLGARLS.
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LOS DNAS DE LOS COSHMIDOS FUERON PURIFICADOS DE LA CEPA MB820 MU Y SE DIGIRIERON CON ECORI v BAMHI .
LA ELECTROFORESIS SE LLEVO A CABO COMO SE DESCRIBE EN HATERIALES Y METODOS.
PROBADOR MARCADO CON 32P nODAB DE B. MELALOT) (F1G. 8). ORDEN: 1., PHVIT.t: 2, PHVET.2; 3, PHMVIT.3;

4. PHVIB. 1 S, PHVI6.2; 6. PHVIS: 7. PSN991.25; 8. A Hinpl 11 EcoRi: 9. PHVI4.2: 10. PMVIA. 15 11,
PHVIZ. 13 12, PMVI3. 20 13, PMVIZ: 14, PHVESIL 15, PMVIO.

SE MIBRIDIZO CON UN

FIG. 9A. HIBRIDIZACION CONTRA MODAB DE H. IEI..LLDIJ
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LOs DNAs DE LOS COSNIDOS FUERON PURIFICADOS DE LA CEPA NBB20 Mu v SE DIBIRlERQN GON ECaRl v BawHi.
LA. ELECTROFORESIS ’ SE LLEVO A CABO COMO SE DESCRIBE EN MATERIALES ¥ NETCDOS. SE HIBRIDIZO CON uﬂ _‘
PROBADOR MARCADO CON 3ZP DE manC DE B. MELUOTH (FIG. 8). ORDEN: 1, PHVI2: 2. PHVIS: 3. PHVIE.1: 4,
PMVI4,1: S, DELECION: 6, PMVI3.1: 7. PMVIGE.2: 8. PMVI3.2; 9, DELECION: 10. PSH991.25: 11, A
HINDIIY EGORIG 12, PHVIT.2: 13, PHVIO: 14, PMVIL: 15, PHVE2: 16, PHVIT.I: 17, PAVE.3: 18, -5 19,
PMY14.2i 20. DELECION. )
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FIG. 98. HIBRIDIZACION CONTRA naoC DE B. MELILQTYY
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LOS DNAS OE LOS COSMIDOS FUERON PURIFICADOS DE LA CEPA H3820 Mu ¥ SE DIGIRIERON CON ECORI v BamHI.
LA ELECTROFORESIS SE LLEVO A CABO COMO SE DESCRIBE EN MATERIALES Y HETODOS.
PROBADOR MARCADO CON 32P pE mNOOD DE B. HMELILOTI. ORDEN: 1. 2.

PHVE: 6. PSMGOY: 7. winnlil EcaRl: 8., PHMVZ: 9. PHVS.1: PHVB. 4
PHVY,

SE: HIBRIDIZO CON UN
3. PHVS.3;: 4. PHVS: 5.
eMv8.2: 12, i 13,

PHV3;
10;

PHV4;
1.

FIG. 9C. HIBRIDIZACION CONTRA NOODD OE B. MELILOT)
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3E PURIFICARGN DNAS TOTALES OE LA CEPA CFN2001 CON LOS COSHMIDOS CON INSERCIONES EN EL FRAGHENTO OE
5.5 kB ECORI DEL PSH991.25 v SE DIGIRIERON CON ECORI. LA ELECTROFORESIS SE LLEVO A CABO COMO SE
DESCRIBE EN MATERIALES ¥ METODOS. SE HIBRIDIZS CONTRA EL P5MU91.25 MARCADG CON 3ZP, ORDEN: 1. N
HANDI 1 ¢ ECORIG: 2, CFN20Ot: 3. CE3; 4. PSM991.25: 5, PHV3: 6, PMV4; 7. PHVB.3: 8., PHVS: 9., PAVG: 10,
PHVT: 11, PAVB.1:i 12, PHMVB.4: 13, PHVE,.2; 14, - 15, PHVG: 16+ =1 17, AHINDIII ECORI,

FIG. 10A, H LAIDIZACION CONTRA pSHYUDY.2% DE LAS INSERCIONES EMN EL FRAGNENTO DE 5.5 xB DE EcoRi EN LA
CEPA CFN20O? .
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SE PURIFICARON DNAS TOTALES DE LA CEPA CFNZ001 CON LO3S COSHMIDOS CON INSERCIONES EN EI. FRAGHENTD DE -
6.8 B ECORI OEL PSN901.2S Y SE DIGIRIERON CON ECORI. LA ELECTROFORESIS SE:‘_.LEVO A CABD COMO " SE
DESCRIBE EN MATERIALES Y METODOS. SE HIBRIDIZO CONTRA EL FRAGMENTO DE 6.8 xB EcaRl pEL PSMOIDY
MARCADO CON 3ZP, ORpEN: 1. AHINDINI EcoRi: 2, CFN2001; 3. CE3; 4., PSMOU1.23: S, PHVIT.1; 6..
PHVI7.2: 7, PHVIT.3: B. PHVIG.1: 9. PHVIG.2: 10. PHVIS: 11, PHVI4.2: 12, PHVI4.1: 13, PHVIZ.1: 14,
PHV13.2: 15, prvi2; 16, PHVIE: |7, PHVIO: i8. 19, ku.l.unlll E.CQRI_.

FIG. 108. HIBRIDIZACION CONTRA MODAGC DE B. PMASEOL| DE LAS |NSERCIONES EN EL FRAGNENTO DE 6.8 xm
ECORI EN LA CEPA CFN2001,
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SE PURIFICARON DNAS TOTALES DE LA CEPA CFN2001 CON LOS GOSMIDOS CON INSERCIONES EN EL  FRAGMENTO OF
6.8 ke EcoRl DEL PSHE91.25 v S€ DIGIRIERON CON ECOR1. LA ELECTROFORESIS SE LLEVO A CABO COMO SE
DESCRIBE EN MATERIALES ¥ HETODOS. SE HIBRIDIZO CON EL PSMODL.25 MARCADO com I2P, OrDEN: 1. CFN2001;

2, MNHINDI 11 ECORY: 3. PSH99Y.25; 4, CE3; S, PMVE0: 6, PHV21: 7. PHVE2: 8. PHV23.1: 9. PNV23.21 10.
PHVZA: 11, PMVED, t: 12, PHVES.2: 13, PHVES, 3; 14, PAVIS

FI1G. 10C. HIBRIDIZACION CONTRA EL PSHE91.25 DE LAS INSERCIONES EN EL ramino DE 3.9 Ke ECOR! (nEM)
EN LA CEPA CFN2ODY,



DISCUSION

En el presente trabajo, se utilizd el cédsmido pSM9P91.25 que
como - Se menciond en Antecedentes y Objetivos sabiamos que
contenia un fragmento de 18.5 kb del pSym de la cepa de R

phaseoli CE3, Tenlamos evidencias para afirmar que el pi3SMI991,25

llevaba los genes nodABC funcionales, una regién con lLa
informacién necesaria para capacitar a R. melilori para nodular

frijol (gen © genes hsn} y una secuencia que hibridizaba c¢oen un

probador para el gene nodD de R, meliloti.

Este cdésmido fué mutagenizado al azar con el bacteridtago
MUdIIPR13 (fig. 3) con el objetivo de localizar finamente las
zonas esenciales para la formacidn ¥y desarrollo del nédule. Las
zonas esenciales se localizaron al observar el fenotipo

simbidtico causado por las diferentes inserciones cuando se

hicieron ensayos de nodulacidén en Phaseolus wvulgaris. De esta
forma, encontramos dos regiones gqgue al ser mutagenizadas

generaban fenotipos Nod~-: la primera de estas zonas fué la que
contaenia los genes nodABC. EL mapeo de restriccién vy 1la
hibridizacién DNA-DNA con probadores especlficos para estos tTres
genes (fige. S5 y 9), indicaron que los cosmidos pMvVio, 11 vy 12
contenian inserciones en wuna banda de BamHl de 4.3 kb que
hibridiza cdn el probador de nodAB de g.' meliloti, Ya que el
pPMV10 ocasiona un fenotipo simbidtico Nod*, el pMV1l presenta un

fenotipo Nod*“—a y el pMV1i2 es Nod—, proponemoes que el gene nodA
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Se localiza entre los sitios de insercidn en los cédsmidos pMVi1i vy
12, Dado que el sitio de la insercidén del pMV1l es ambigua ¥ que
no se encontraron inserciones gue mapearan en esta regién del
chbamido, no se puede situar con exactitud la localizacidn de
nodA. $Sin embargo, se estan buscando mas inserciones que se en-

cuentren en el fragmento de BamHl de 4.3 kb para delimitar audn

mas la regidn donde se encuentran los genes nocdABC .

La ‘localizacidédn del gene nodB que sugerimos a partir de los
datos obtenidos es entre poda vy nodC, ya que en las
hibridizaciones c¢on los probadores para nodC y para nodBC (fig.
98), la banda que hibridiza es la de 1.2 kb en BamHI ¥y que con el
probador para los genes nodAB hibridiza el fragmento de BamHI de

4.3 Rb (fig. 9A). El gene nocdB debe tener por lo menos un sitio

de restriccién internoc para BamH]l muy cercano al sitio dé Sacll
utilizado para obtener los probadores nodaB y nodBC para poder
explicar que ambos probadores hibridicen con bandas distintas.
Esta sSuposicidén sSe apoya por el hecho de que se predicen dos
sitios de BamHI que generan una banda muy pequeiia de
aproximadamente 0.2 kb con las inserciones en el pMV13.1 y 13.2
(fenotipo Nod—) entre las bandas de 1.2 ¥ 4.3 kKb de BamHI.

Lag otras opcliones serian que nodRB no se encuentre en esta
regién ¥y que mapee en alguna otra zona del césmido, lo cual seria
diferente a 1o encontrado para otros Rhizobia (fig. 1), como por
ejemplo en el fragmentco de EcoRI-BamHl de 3.1 kb localizado en lo

que nosotros postulamos sea el fragsmento del gene hsn & en la
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banda EcoRI-BamHl de 3.1 kb de la zZona donde se localiza nedD, va
que el patrdn de la hibridizacién con el probador nodAB, ademais
de la banda de BamHI de.A.S kb localizada dentro del fragmento de
EcoRI de 6.9 ﬁb que contiene a los genes nod, presenta también
una banda de hibridizacion de similar intensidad de 3.1 kb, que
segin el mapa construido es impeosible que esté dentro de este
fragmento de 6.9 kb de EcoRI.

Sin embarge esta banda de 3.1 kb dé hibridizacidén con el
probador nodAB podria tener otras explicaciones: a) dado gue el
probador nodAB contiene la regidn 5' de control del gene nodaA, ¥
que se ha descrito que el operdn nodaABC lleva en esta 2zZona una

caja nod involucrada en la activacion de este operdn y de otrosg

Benes nod como hnodFE, nodH vy nodM (Rossen et al., 1987), es
posible que el psobador nodAB esté hibridizando con el fragmento
EcoRI-BamHI de 3.1 kb del gene hsn a pesar de que la caja pod
consenso sea de sbédlo 25 pares de Dbases {Martinez et al.,
aceptado). Roétas er al., 1986, han encontrado una secuancia con-
servada de 47 pb en las regiones 5' de tres unidades transcrip-~

cionales nod (nodABC, nodEfG y nodH) en R. meliloti y Spaink et .

al., i987, fhian propuesto una secuencia consenso de 70 pb
aproxXximadamente a partir de la comparacidén de tres promotores in-

ducibles por exudados vegetales (pr.nedA, pr.nodF y pr.pnodM) en

R. leguminosarum. Por otro lade, Cevallos et al., enviado) al
hibridizar el probador nodAB con el pSM991.25 digerido con EcoRil,

observa claramente la banda de 6.9 kb {(genes nod) y una banda mas
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tenue de 3.5 kb (gen hsn).

b) La otra posibilidad para explicar la apériciﬁn de la
banda de 3.1 kb con el probador nodaAB es que alguno de estos dos
genes o ambos se encontraran reiterados, aunque fuera parcial-

mente en esta banda. Sin embargo, la hibridizacidén con probadores

nodABC completos contra el genoma total de la cepa de R. phaseoli
CE3 presentan una socla banda de hibridizacidén en un fragmente de
6.9 kb de EcoRl (Cevallos et al., enviado).

Para solucionar este problema, no cabe duda de que lo mas
importante serla hacer estas hibridizaciones con probadores ex-
clusivos de noda, nodB y de la regidén 5' de nodA.

Los cdsmidos pMV14.1 y 15 poseen inserciones en el gene podC
y ocasionan un fenotipo Nod~ absoluto, gimilar al encontrado con

inmerciones en este gene en otros rhizobia, donde las mutantes en

ned A, B & € no provocan el enroscamiente del pelo radicular
(fenotipo Hac~) (Djordjevic et al., 1u87a). Se ha encontrado que
los genes nodABC por si solos pueden inducir meristemos nodulares
aunque no se ha obserwvade la formacidn de hilos de infeccibﬁ
(Hirsch et al., 1985). Los cédsmidos pMV16E.l1 v 2 también poselan
inserciones en el gene nodC, aunque al probar una de estas cepas
(pMVib.1) en un ensayo de nodulacidn en maceta donde el proceso
es mas favorecido que el ensayo en matraz, se encontrd que la
cepa que contenla esta insercidén era capaz de hacer nédulos blan-
cofi muy pequefios (A. de las Pefias, comunicacioén personal) y de

los cuales fuimos incapaces de extraer bacterias, . por lo que es



posible que los nddulos formados por esta cepa carezcan de
cédlulas infectadas con bacterojides; es decir, que si1 este fuera
el caso, existirla diferenciacidn celular del tejido vegetal para
formar una estructura similar a un néddulo. cCuande se analizaron
las protelnas sclubles de los néddulos producidos por esta mutante
en geles de una dimensidn de poliacrilamida-SDS, se encontrd que
el patrén obtenido era mucho mas parecido a las proteinas en-

contradas en un extracto soluble de railz de frijol que al de

nédulos bien diferenciados (J. Padilla, comunicaciédn personal).
Por esta razén, esta mutante seria ideal para estudiar Llas
primeras nodulinas inducidas, necesarias para la inicilacidn deil

desarrollo del nédulo cuando la bacteria no ha alcanzado su des-
tino final en l1as células infectadas de la planta. ror el momento
se esta llevando a ¢abo un estudio de microscopia de los nddulos
producidos por la cepa que contliene el c¢osmide pMV1e6.t, para
determinar Jla presencia o ausencia de bacterias & bacteroides
dentro de los mismos, asl como el grado de diferenclacién vy
deparrollo de estos nédulos.

En conclusidén, la localizacién maAs probable de los genes
nodaABC de la cepa CE3 de R. phaseoll se encuentra representada en
la fig. 1.

Las inserciones en el pMvi7.1, 17.2 y 17.3 en el fragmento
de BamHl de 0.7 kb, causaron un fenotipe Nod*-~b. Este fragmento
esta situado al lado del fragmento de BamHI de 1.3 kb, que con-

tiene a nodC. Sin embargo, al hacer las hibridizaciones contra el
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probador de este gene, nodC no parece encontrarse en la banda de
0,7 kb (fig. 9B). Las insercicnes 17.1, 17.2 vy 17.3 podrian
pPresentar este fencotipo si sSe encuentran en el extremo 3' del
gene nodC.

La otra zona donde encontramos un fenotipo Nod- tuéd en el
fragmento EcoRl1 de 2.5 kb gue sablamos que contenlia uno o_més
genes importantes para capacitar a la bacteria para nodular.
frijol {(hsn). Los césmidos pMV23.1, 23.2 y 24 contienen inser-
ciones que causan un fenotipo Nod~ absoluto. lado que estas tres
inserciones mapean en una zona de V.3 kb y gue las inserciones
mas cercanas que las flanquean ¥ que Ya causan un fenotipo Nod~+,
estdn a menos de 1 kb, sugerimos que en esta regidén existe un
s6lo gene del tipo hsn (fig. 5). Por el momento, nos interesaria
saber s8i esBte gene es similar a algunos de loa genes de
especificidad (nod F, E, G & H) descritos para otros Rhizobia,
que como se menciond con anterioridad, a2 pesar de ser genes que
confieren especificidad de infeccidn ¥ que no pueden complementar
fenotipos alterados de nodulacidn cuando e hacen sustituciones
interespecificas, sq guardan gran homologia en secuencia
nucleotidica (ped F y E) (biordjevic, 1987a). Sin embargo, Jlas
mutaciones en los genes neod £, E v G no causan un fenotipo Nod~
absoluto comoe el gque .observamos con las inserciones en lo=
pMV23.1, 23.2 y 24, Bino un retrasec en la aparicién de los
nédulos (ver Introduccidn). El tnico gene de especificidad donde

se han descrito mutaciones que provocan fenotipos Nod~ al impedir
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el enroscamiento del pelo es el gene nodH en R. melitoti (Horvath
et al., 1986), el cual neo se ha encontrado en otros Rhizobia,

. auhnque posiblemente exista en R.

trifolii (Spaink et al., 1987).

Otra zona mutagenizada fué el fragmento de EcoRl de 5.5 kb
que sabilamos qQue hibridizaba con un probador que contiene el gene
nodb de R. meliloti {(Cevallos et al.,, enviade. En esta =zona, las
inserciones causaron dos clases de fenotipos alterados: las in-
serciones pMV3 y 4 presentaron un fenotipo de baja eficiencia en
la nodulacidn {(fenotipo Nod*”~a) =imilar al encentrado en inser-
cionee en noddD en R. mneliloti donde este gene se encuentra
reiterado dos veces v las dos coplas son necesarias para obtener
una nodulacidén eficiente (Kondorosi et al., 19886), Sin embargo,
si nodbD se localizara en esta zona estarlia alejado de los genes
nodABC por 3.5 kb cuando eﬁ otros Rhizobia la distancia entre el
inicio de npodD v el de nodA es de 0.5 kb. Dadé que el ensayo de
los fenotipes simbidticos fueron resiizados en plantas crecidas
ah agar suave donde la nodulacidén no es tan eficiente como en
otfos sistemas’, eB necesario realizar los ensayos de eficiencia
de nodulacidn en alguno dé estos sistemas para corroborar el
fenotipo Nod*~~ obsearvado.

Las insercicones en los pMVS, 6 y 8.1 y 8.2 presentaron un
fenotipo Nod+* vy las inserciones 7, 8.3 ¥y 8.4 presentaron un
fenotipo Nod™ al igual que la insercidn del pMV9 situada en un
fragmento EcoRI de 0.6 kb situado al lado del fragmento EcoRlI de

5.5 kb.
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El fenotipo Nod¥ definido por el hecho de que en los ensayos
gsimbidticos en trijol los fenotipos obtenidos no fueron
reproducibles entre experimento y experimento, podria explicarse
por una falla en los mismos, aungue al probar las resistencias a
log antibidticos correspondientes de la cepa y del césmido de las
bacterias obtenidas de los ndodulos, no se encontraron incongruen-
cias. For otro lado, es de hacer notar, que este fenotipo esta
claramente confinado a una zZona particular situvada en el extremo
del fragmento de EcoRI de 5.5 kb ¥y en el fragmento EcoRI de 0.6
kb aledario al de 5.5 kb. S5in embargo, al igual que en €l caso an-
terior, estos ensayos deberan repetirse en sistemas que permitan
una nedulacidn eficiente para definir si estas mutantes presentan

una alteracidén real en el proceso de nodulacidn.

Desgraciadamente la hibridizacién con el probador para nodD
no nog permitid localizar con exactitud la zona donde éste ge en-
cuentra (fig. 9C), puesto que el probador utilizadoe hibridizé con
lag dos bandas de EcoRI-BamHI que forman el fragmento de 5.5 Kb,

Esto puede tener dos explicaciones: 1} El gene nodD se podria en-

contrar justamente en el sitio de corte de BamhMi, lo que haria

que en la hibridizacidn detectarameos ambas bandas; 2) ya gque el
propador utilizado, ademas de contener a nodp completo posee 1.4
kb de 1la secuencia aledafia a este gene, 8e podria presentar una
safial de hibridizacién en ambas bandas por una zZona de homologia

con la secuencia vecina a nodD de R. phaseoli ademas de la del

propio nodD. Nuevamente, lo que se propone €s la utilizacidén de
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alpan probador intragénico de nodD para determinar su

localizacidn mas exactamente.

Es de hacer notar que ninguna de las insercionez en easte
fragmento causaron un fenotipo Nod~™ absoluto. La cepa CKFNZ001 de
R. phasegli gue contiene a los césmidos con las diferentes inser-

ciones, no contiene el plasmido simbidédtico (Tabla 2) vy ninguna

copia del gene nodD (fig. 104}, aungue se ha descrito que R.
phageoli posee por lo menos dos copias del gene (Rodriguez
Quifones et al., 1987} vy Cevallos et al., enviadge han detectado
traes bandas de hibridizacidn con el probadoer para este gene. En
logs caso3 en que existe una sola copia del gene nodD, las
mutaciones en el mismo, ocasionan un fenotipo Nod~ como en R.

leguminosarum vy R. trifolii (Tabla 2, Rossen et al., 1987). Por

lo tanto, dado que la cepa que utilizamos como receptora de Jlos

cosmidos mutagenizados no llevapa ninguna copia de nodDh y gue la
dnica existente se encontraba en los cdsmidos, se esperaba que
inserciones en el fragmento EcoRI de 5.5 Kb que hibridizaba con
el probador de neodD, causaran un fenctipo Nod~. Por otro lado,

Cavallos et al., describen el c¢ésmideo pSM927 que no posee ninguna

copia de nodD y este codsmido en la cepa CFN200r (pSim™) es capaz
de nodular frijol. Por estas razones, suUugerimos que en R,
phagseold, nodt no es indispensable para que la nodulacidn se
lleve a cabo. Si esta afirmacidn es clerta, se abren una gran
cantidad de preguntas. Por ejemplo, habrila gque explicar como es

la regulacidn transcripcional de los genes en K. phaseoli para
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los que se ha visto que la presencia de un producto funcional del

gene nodD es indispensable para su expresidn, . como es el caso de
los operones nodABC vy nodFE vy nodH y nedM (Rossen et al., 1987),

Para este propdsito serd de gran utilidad determinar la actividad
de Bgalactosidasa_de las fusiones del gene gggg contenido en el
bacteridfage MudIIPR1I3 con 2zonas de peosible promocion de
transcripeidn y traduccidn en las distintas inserciones del
pPSM991.25. Otra interrogante seria la "utilidad" de la existencia
de dos o tres copias de secuencias homdlogas al gene nodD de
otras especies en R. phageoili asl1 como el determinar la fune-

pionalidad del o los genes nodD en esta especie.

Sin embargo, aln existe la posibilidad de que en el ftrag-
mento de EcoRI de 5.5 kb del pSM991.25 no exista ninguna secuen-
cia homéloga a nodDP, debido a que, como se menciond, el probador
utilizade (fig. 8} no esté detectando al gene nedD sino a una
gacuencia contigua a éste gene, presante en el fragmento de 5.5
kb de EcoRI. Para aclarar este punto, se hacen indispensables las
hibridizaciones de este fragmento con probadores intragénicos de
nodb o la complementacién de mutantes en eeste gene, donde
pudiéeramos asegurar que el tnico nodbD presente tuera el que se
encontrara en este.fragmento de 5.5 kb.

Finalmente, las inserciones de los pMVIE v 19 en el frag-
mento EcoRI de 2 kb y las de los pMV 20, 22, 25.1, 25.3 y 26 @n
el fragmento EcoRI de 3.5 kb, presentan un fenotipo de nodulacidn

normal (Ned*), por lo que concluimos que estas zonas ne contienen
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informacidn necesaria para la formacidn y desarrollo del nédulo.
Las hibridizaciones de los DNAs totales de la cepa CFN2001
con los diferentes codsmidos urilizande como probader el
pSM991 .25, demostraron que las inserciones se mantuvieron es-
tables Y gue la misma insercién mapeada en los cédsmidos
purificados de la cepa de E. cpli MBB20 Mu fué transferida in-

tacta a la cepa CFN2001 de R. phaseoli.
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CONCLUSIONES

El césmido psM991.25 contiene un fragmento del plasmido
simbidtico de la cepa CE3 de R. phaseoli que presenta dos
regiones indispensables para la formacldn v el desarrcllo de
los nédulos en (Fhaseplus vulpgapris L.) ¢v. Negro Jamapa.

La primera de ellas contiene los genes nodABC comnunes
en una zona de aproximadamente 3 kb dentro de un fragmento
de 6.8 kb de EcoRI.

La distribuciédn de estos genes es similar a la en-

contrada en otras Rizobildceas (fig. 1)

La presencia del gene nodB entre noddA ¥y C, debera ser
corroborada mas directamente.

La otra regién indispensable para la nodulacidn esta
presente en un fragmento de EcoRI de 3.5 kb. Por el tamafio
de la zona mutagenizada que causa un fenotipo Nod~, esta
regidn parece contener un =scolo gene nod. Este gene capacita
a R. meljlotli para nodular frijol, por lc que se le ha
liamade gene hsn o de especificidad de nodulaciédn de un
hospedero determinado. Por el momento, no se sabe Bi este
gene ea equivalente a alguno de los descrites en otras
Rizobiaceas.

£l fragmento de EcoRI de 5.5 Kb del pSM991,25 que
podria conrener al gene nadb, no es indispensable para la

formacidén y desarrolleo de los nddulos, aunque las inser-
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ciones en dos zonas de este fragmento ocasionan fenotipos de
nodulacidn alterados que hay que confirmar en sistemas de
‘ensayo que permitan detectar alteraciones sutiles en el
desarrollce del procesc. Finalmente, al igual que para el
gene nodB, la pre=sencia del gene podD en el psSMY91.25 debera
ser corroborada mas directamente para poder establecer la
funcionalidad de este gene en 1las fases iniciales de la
nodulacidn.

El estudio de una regidon del plasmido simbidtico de la
cepa CE3 de R. phaseoli, nos ha permitido localizar la
informacién minima necesaria para la iniciacidn y desarrollo

de los né&dulos en FPhasecolus vulgaris.
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