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INTRODUCCION

FIJACION DE NITROGENO

El nitr6geno gaseoso es el elemento mds abundante de la
atm&6sfera terrestre, sin embargo muy pocos son los orga-
nismos capaces de reducirlo a amonio (fijacidén de nitr&-
geno) e incorporarlo en compuestos org8nicos (asimilacién

de nitr&geno) (1).

La enzima nitrogenasa es la responsable de la reduccién
del nitrxrSgeno atmosférico hasta amonio; lo cual involucra
la ruptura de un triple enlace y un alto gasto energético
(2, 3). A través de este proceso algunos organismos obtie-~
nen de la atmOsfera el nitrégeno necesario para biosin-
tesis de macromoléculas. Los organismos gue pueden llevar
a cabo la fijaci6n biol6gica de nitrSgeno son dnicamente
microorganismos procaribticos que incluyen bacterias y
algas azul verdes (l). Algunos de estos microorganismos
fijan nitr6geno en vida libre (4) y hay otros gque s6lo pue-
den hacerlo en asociaciones simbitticas (5, 6). En el
dltimo caso, se encuentran los actinomicetos que fijan
nitr6genc asociados con las angiospermas formando nédulos
en su raiz (7b). Otro ejemplo de esto son las bacterias
gram negativas del género Rhizobium que para poder fijar
nitrégeno requieren interactuar con las leguminosas a

través de formar n&dulos en la raiz (7a, 8).



SIMBIOSIS PLANTA-BACTERIA .

Uno de los ejemplos mejor estudiados de la relacién plan-
ta-bacteria, es el de la simbiosis entre Rhizobium y

las leguminecsas (7a, 8). La interaccién entre la bacte-
ria y la planta es especifica. Ambos organismos han de-
sarrollado un sistema de reconocimiento, hasta ahora des-
conocido, que les permite distinguirse de otras plantas

y otros microorganismos del suelo. Las diferentes es-
pecies de Rhizobium se clasifican en base al tipo de

huésped al cual son capaces de nodular (Tabla 1).

La interaccibén de Rhijizobium con las leguminosas tiene co-
mo resultado la formacién del nédulo-y la fijacién de

nitx6geno en éste.

Una vez que se lleva a cabo el reconocimiento, la bacteria
infecta a su huésped a través de los pelos radicales.

La primera respuesta de la planta a la infeccifn es el
enroscamiento de estos pelos. Los nédulos de la raiz

se producen como con;ecuencia de la invasién bacteriana
a las c&lulas corticales.

A través de invaginaciones de la pared celular vegetal
se da lugar a la formacién del hilo de infecci6n; hay
entonces induccifn de actividad meristemética en las
células de la corteza de la rafz. Dentro de estas cé&-
lulas el Rhizobium se divide hasta ocupar totalmente

el citoplasma de la célula. Es aqui cuando el Rhizobium
experimenta un aumento de tamano y se diferencia a bac-

teroide. Los bacteroides quedan rodeados por membranas



sintetizadas por el huésped. Una vez diferenciado, el
Rhizobium sintetiza la enzima nitrogenasa (7a, 8). Esta
enzima es capaz de reducir el N, a amonio en una reaccibn
que involucra un gran gasto energé&tico (2, 3). En todos
los organismos que fijan nitrégeno atmosférico, otro pro-
ducto de la reaccit6n de la nitrogenasa es el hidr&geno
gaseoso el cual puede disipar hasta un tercio de la ener-
gfa que se gasta en la reaccibn de la nitrogengsa. Algu-
nas bacterias que fijan nitrégeno, incluyende ciertas
cepas de Rhizobium, poseen una hidrogenasa de captura

que hace que el hidrfgeno se recicle y entonces parte de
la enexgfia que se gasta en la fijaci®én de nitr6geno se

recupera.

El amonio formado por la nitrogenasa en la bacteria es
excretado al citoplasma de la célula vegetal donde es
asimilado (8, 9). La planta por su parte provee a la
bacteria de fotosintato, es decir, de la energia nece-
saria para la fijacién de nitr&geno. En el esquema 1,
se muestran algunas de las reacciones metabblicas que

ocurren en el n&dulo.

Durante este tipo de asociacibn simbi6tica se sintetiza
la leghemoglobina, la cual es una protefina que facilita
la difusién dosificada de O2 al Rhizobium; proveyé&ndolo
de 0, suficiente para su respiracién y metabolismo, pero
a concentraciones tales que la nitrogenasa no resulte

inactivada (7a, 8, 10).



La leghemoglobina s6lo se sintetiza durante la simblosis

Y en el n&dulo es detectable antes de que aparezca la
|
nitrogenasa. ‘

|
La parte proteica de la leghemoglobina esté codific?da

por la planta y el grupo hemo es sintetizado por la bac—
teria {11, 12, 13). Parece ser que el grupo hemo es el

inductor de la sintesis de la globina (14). J
|

El desarrollo y mantenimiento normal del n6dulo imp}ica
diferentes etapas que, para que puedan llevarse a d;bo

en forma adecuada, seguramente requieren de la intérac—
cibén y funcién coordinada de ciertos genes y produétos

i

génicos de la bacteria y de la planta (15-21).

Se han utilizado diferentes enfoques experimentale% para
tratar de identificar y aislar genes importantes p%ra la
simbiosis en ambos organismos. Sin embargo, hastajla

fecha, todavia se sabe muy poco sobre el nimero, lécali-

zacib6n y requlaci6n de los genes que participan en;el

proceso (22-25a), ‘ j

En las plantas, existe variabilidad genética para respon-
|

der a una infeccifn por Rhizobium. Diferentes culﬁivares

de la misma leguminosa, tienen distintas potencialidades
para responder a la asociacifn con bacterias simbidticas.
|

Asimismo, algqunas cepas de Rhizobjium fijan altas c#ntida—

des de nitrdgeno con un cultivar y no con otro.

Se han identificado genes de la planta involucrado% en el

. . |
proceso de la nodulacifn, ya gue existen plantas mutantes

que no pueden ser noduladas (25b). (



Una de las estrategias que ha sido empleada para identi-
ficar funciones bacterianas necesarias para la formacién
del n6dulo, ha sido la obtencifén de mutantes de Rhizobium
en diferentes pasos del proceso de nodulacibn. Asf{ se han
aislado y caracterizado mutantes con bloqueos en etapas
especificas de este proceso (25a). Para la obtencifn de
dichas mutantes se han hecho tratamientos con mutigenos
guimicos o con transposones, seleccionado el fenotipo mu-
tante en la planta. De esta forma se han aislado mutantes

simbi6ticas de R. meliloti (14, 26-36), de R. leguminosarum

(37, 38), R. trifolii (39, 40), R. japonicum (41) y R.
phaseoli (42a) (G. Espfn, D. Noel, G. Soberfn, observacio-

nes no publicadas).

Para el aislamiento de los genes estructurales de la enzima
nitrogenasa (nif) también se ha utilizado la mutagénesis
con transposones. A partir de estas mutaciones se han
clonado los genes mutados y por hibridizaci6n se han obte-
nido los genes silvestres (25-27, 30, 32, 34, 39, 41, 42b-
44); se han aislado también en base a que la secuencia
nucleotfdica de los genes estructurales de la nitrogenasa
estd conservada en las especies fijadoras de N2 {(45). Los
genes estructurales de la nitrogenasa de Klebsiella
prneumoniae ya han sido aislados y clonados en un plésmido
(pSA30) (46). Los genes estructurales de la nitrogenasa
de diferentes especies de Rhizobium han sido aislados al
hibridizar el pldsmido PSA30 marcado radicactivamente
contra bancos de genes de las diferentes especies (45,

47-58) .,
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En las especies de Rhizobium de crecimiento rdpido se ha
reportado la existencia de uno © varios pldsmidos de un
alto peso molecular; en el rango de 90 X 106 - 300 X 106
daltones (42a, 42b, 48, 59-6l).

Algunos de los genes de fijacibn de nitrbgeno y los invo-
lucrados en nodulacifn est&n localizados en estos pl&smi-
dos (14, 25a, 30, 34-36, 38, 42a, 42b, 43, 44, 47-58, 61-
68a, 69).

Johnston et al (62, 64, 65), fue el primero en demostrar
la localizacién en plésmidos de genes simbi6ticos. Entre
ellos, se encontraron los genes que determinan la especi-

ficidad por el hospedero.

Una de las caractexrfsticas m&s interesantes de la fijacién
simbiética de nitr8geno es el agrupamiento de los genes
simbibticos, incluyendo los genes estructurales de la ni-
trogenasa, en estos grandes plésmidos (14, 25a, 35, 36,

42a, 46, 48-54, 63, 65-68a).

En la literatura existen evidencias de que los genes invo-
lucrados en la nodulaci6n y en la fijacibn simbiética de
nitr6geno se transcriben preferencialmente en los nédulos
(34, 54, 66a). Existen también datos de que los pl&smidos
se transcriben activamente en el bacteroide; mientras que
en la bacteria en vida libre, la transcripcién de los plés-
midos casi no se detecta (34, 54, 66a). Sin embargo, hay
regiones del plismido simbiético que se expresan tanto

en la bacteria como en el bacteroide (54).
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Es importante que una vez que se identifiquen algunos de

los genes que se expresan en el nédulo, se determine si su
expresidn es especffica del proceso de diferenciacién a bac-

teroide o si corresponde al establecimiento de la simbio-

sis per se.

Utilizando cepas de Rhizobium japonicum en microaerofilia,

con una fuente de nitrSgeno fijada y una fuente de carbono,
se han logrado diferehciar bacterias a bacteroides con ac-
tiva fijaci6n de nitr6geno en vida libre (66b). En un fu-
turo, si se lograra diferenciar a bacteroide a R. phasgeoli
en vida libre, seria interesante determinar si todos los

genes que se expresan en el n6dulo, lo hacen en este estado.

En R. leguminosarum Yy R. meliloti, se ha observado que

una regidén relativamente pequefia del pl&smido simbiético

seé transcribe activamente en los n6dulos (35, 54). Este

es el Gnico pldsmido que puede considerarse desempefia algdn
papel en la simbiosis. Hasta la fecha no existe evidencia
de que los otros plédsmidos tengan algdn papel en el estado
simbidtico o atin en el crecimiento de la bacteria en vida
libre. MA4s aln, existen cepas de Rhizobium que contienen

un sélo plésmido y nodulan y fijan nitrSgeno.

El RNA mensajero especifico de los genes estructurales
de la nitrogenasa s6lo se detecta en los bacteroides y no
en la bacteria (14, 15, 34, 43, 54, 66a, 68, 68 a y b). En

Azotobacter vinelandii, R. meliloti ¥y R. leguminosarunm,

estos genes estructurales aparentemente se transcriben
como parte de un mismo operdén (58, 70). Los productos

de estos genes, ya han sido analizados en minicélulas
(71a, 71b).



INTRODUCCION AL PROYECTO

El cultivo del frijol en México tiene importancia econfmi-
ca, agrénomica y alimenticia por ser parte de la dieta
bésica de la mayorfa de la poblacibén (72~74). Es la legu-
minosa que mds se consume en nuestro pafs (72) y constituye
la principal fuente de protefnas para la poblacifn de re-
cursos limitados. Es por esto gue la asociaci6én simbiftica

que se establece entre Rhizobium phaseoli y Phaseolus vul-

garis adquiere una particular importancia. El entender y

conocer las bases moleculares de esta asociacifin es un pre-
rrequisito importante para tratar de manipular la fijacién
simbibtica de nitr6geno y por ende el crecimiento y rendi-

miento del frijol.

La identificacién y el aislamiento de genes bacterianos
y vegetales que participan en el establecimiento y mante-
nimiento del proceso de nodulacifn son necesarios para el
entendimiento m&s profundo de esta interaccidén. En este
trabajo, el modelo experimental fue la simbiosis que se

establece entre R. phaseoli y P. vulgaris.

OBJETIVO

El objetivo de este proyecto es la identificacifn y el
aislamiento de genes de R, phaseoli que participan en el esta-
blecimiento y mantenimiento del nsdulo. Para lograr este
objetivo, se utilizé un enfoque experimental diferente a

la obtencidén de mutantes, lo gque se ha usado extensamente.



La estrategia que se utilizf en este trabajo, puede obser-

varse en la figura 1.

En este trabajo se aislaron genes bacterianés que se expre-
san especificamente durante el proceso de nodulacién, al
hibridizar RNA total de nédulo, marcado radioactivamente,

con el banco de genes de R. phaseoli construido en el vehicu-
lo pBR328 (57).

Las secuencias aisladas en dicha hibridizacifn, se contrase-
leccionaron con RNA total de Rhizobium crecido en vida libre,
con el fin de eliminar aquellos genes gque se expresan tanto
en la bacteria como en el bacteroide ya que estos se espera

no son especificos del nédulo.

Por otro lado, tambi&n se analizf si estos genes se locali-
zaban en plismidos o en el cromosoma de R. phaseoli, marcan-
do radicactivamente cada una de las secuencias e hibridiz&n-
dolas contra el patr6n de pldsmidos de la cepa silvestre de
R. phaseoli (CFN42). Se estudié ademds la organizacifn

genfmica de estas secuencias hibridizando cada una de ellas
por separado contra el DNA total de la cepa CFN42, digerido

con endonucleasas de restriccifbn.

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan las eviden-
cias anteriores que sugieren que el plédsmido gim se trans-
cribe preferencialmente en el nédulo. 8in embargo, tambié&n
nmostramos que ademds de este pladsmido, el cromosoma y por

lc menos otro plismido (p42C), se expresan especfficamente
durante la simbiosis. Esto sugiere que genes localizados en

el resto de los pldsmidos y ain en el cromosoma posiblemente
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tengan un papel durante la simbiosis. Por otrc lado, se
muestra que la reiteracién gque se ha encontrado en los ge-
nes nif (57) no es una caracteristica particular de estos
genes, sino gque se presenﬁa también en otras secuencias

simbidticas.

El aislamiento y caracterizacién de genes tanto vegeta-

les como bacterianos que participan en el establecimiento

y mantenimiento del nédulo, contribuiri de manera muy im-~
portante a un mejor conocimiento de la interaccifn bacteria-

planta.
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MATERIALES Y METODOS

PREGERMINACION DEL FRIJOL

Se utilizaron en todos los experimentos, frijoles de la

variedad negro jamapa.
Material:

- aproximadamente 300 semillas

- agua corriente

- hipoclorito de sodio al 10%

- agua bidestilada estéril

-~ cajas de petri de vidrio grandes estériles
- papel Whatman

- pipetas estériles

Los frijoles se remojaron en agua corriente durante 15 mi-

nutos, cambiando el agua para lavarlos y ablandar la testa.

Las semillas se esterilizaron durante 10 minutos en hipo-

clorito de sodio al 10%.

Se colocaron aproximadamente 50 frijoles en cada caja de
petri con papel Whatman y se humedecieron con 15 ml de

agua estéril. A las 24 hrs fueron regados con 15 ml de
agua estéril, dejindose germinar en la oscuridad duarante

48 hrs.
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SIEMBRA EN LAS MACETAS
Material:

- macetas

- matriz: vermiculita
- gasa

- solucidn nutritiva
- agua bidestilada

- autoclave

Las macetas se esterilizaron remojidndolas 5 minutos en
una solucién de hipoclorito de sodio y después se enjua-
garon con agua. La vermiculita fue lavada y esterilizada
con vapor en la autoclave durante 20' a escape répido.

En el fondo de las macetas fue colocada una gasa, para
evitar se drenara toda el agua y se saliera la matriz

por abajo.
La vermiculita fue colocada en las macetas.

Los frijoles ya germinados se colocaron con el hipocotilo
hacia abajo a una profundidad aproximada de 5 cm de la

superficie de la maceta,

Durante la primera semana las macetas se regaron Unicamen-
te con agua. A partir de la segunda, se alternd cada ter-

cer dfa, agua o solucifn nutritiva.

CRECIMIENTO EN VIDA LIBRE DE Rhizobium phaseoli

Material:

- medio TY:
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triptona al 0.5%
extracto de levadura al 0.3%

CaCl., 7mM

2
agar al 1.5% (s6lo para preparar medio sélido)

-~ estreptomicina 20 mg/ml

- cepa CFN42 de R. phaseoli

- incubadora a 30°C

- incubadora con agitaci6én a 30°C

Se prepararon 100 ml de medio TY ¥y esterilizar&n 20",

Se agregb al medio 1 ml de una solucibn de estreptomicina
20 mg/ml. El1 antibib6tico se adicion6 para mantener la pre-
sibén selectiva sobre la cepa que es resistente y no pier-
da el marcador. La cepa resistente fue utilizada para

que pudiera distinguirse de otras cepas al aislarse de

los n&dulos.

Con varias asadas de una caja donde habifia crecido la cepa
fueron inoculados 100 ml de medico TY liquido. La cepa

se dej6 crecer con agitacidén a 30°C durante toda la noche.
INOCULACION DE LAS MACETAS

Material:

- cultivo de la cepa R. phaseoli CFN42 crecido durante 12

hr en medio TY

- pipetas estériles
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Para inocular las macetas, se agregS sobre cada pldntula
aproximadamenta 1 ml del cultivo. Las macetas fueron
inoculadas a los 10 dias después de germinadas las semi-

llas.

REGADO DE LAS MACETAS
Material:

‘- agua bidestilada
- solucién nutritiva para plantas:
2) CaCl, 0.1M (100X) ; 11.0994 g/l
B) KH,PO, 0.05M (100X); 6.8045 g/1
(o)} NazEDTA 0.0055M (100X); 1.865 g/1
Fe2504.7H20 0.005M (100X); 1.39 g/l
Esta solucibn se calentbé para formar el complejo
D) Mg504.7H20 0.025M (IOQX); 6.1624 g/l

K SO4 0.025M (L00X); 4.35 g/l

2

E) MnSO4.HZO 0.001M (10000X); 0.169 g/1

H3BO3 0.002M (1000X); 0.1236 g/l

ZnS0, .7H,0 0,0005M (l000X%); 0.143 g/1

2
Cuso, .5H,0 0.0002M (1000X); 0.0499 g/l
COC12.6H20 0.0001M (1000X); 0.0237 g/l
NazMOO4 0.0001M (1000X); 0.024 g/l

Durante la primera semana en que se sembraron los frijoles,
se regaron cada tercer dfa, dnicamente con agua. A partir
de la sequnda semana se regaron alternando con agua o so-

lucién nutritiva.
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COSECHA DE LOS NODULOS

Material:

-~ plantas noduladas
- cuba con hielo seco
- tubos para guardar los n&dulos

- agua para enjuagar las rafices

A los 18 difias después de inoculadas las plantas, se sacd
una para ver los n6dulos y cuando estaban de color rosado,
se procedif a la cosecha de los n&dulos localizados en la

rafz primaria.

Las plantas fueron enjuagadas con agua, teniendo cuidado
de gque no se arrancaran los nddulos. Los nédulos fueron
desprendiéndose con pinzas uno por uno, € inmediatamente
se congelaron. Se guardaron en un congelador a -70°C has-

ta el momento de usarse.

AISLAMIENTO DE RNA TOTAL DE NODULO (75)

Material

- buffer A:
tiocianato de guanidina SM
EDTA 25mM
Tris 20 mM PH 7.6
sarcosil 2%

2~-mercaptoetanol 0.1% ++
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++ se agregd despufs de esterilizado el buffer. ELl buffer
A, se filtr6 en un embudo Buchner por papel Whatman y por

millipore de poro de 0.45um Se esteriliz& en la autoclave.

= buffer B:
CsCl 5.7M
EDTA 50mM

Fue filtrado por millipore

- buffer C:
Tris 10mM PH B
NaCl 10mM
EDTA 5mM
SDS 0.1%
- mortero
- politrén
- centrifuga sorvall
- tubes de centrifuga de polialémero
- probeta de 25 ml
- espétula
- ultracentrifuga Beckman
- tubos de nitrocelulosa de 6 ml
- rotor SW55 Ti Beckman
- rotor S834 Sorvall
- NaCl 3M
-~ etanol de Mexck
- LiCl 2M, EDTA 5mM

- agua est8ril filtrada y tratada con dietil pirocarbonato
(DEPC)
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El aislamiento de RNA se hizo con sumo cuidado para evi-
tar tener actividad de ribonucleasas. Se trabajé con
guantes y todo el material fue esterilizado. El material

de wvidrio se horne6 a 150°C durante por lo menos 2 hrs.,

El m&todo de aislamiento de RNA resulté muy efectivo va
que toda la extraccidén del RNA se hizo en presencia de
tiocianatec de guanidina que es un agente desnaturalizante
muy fuerte. Este m&todo ha sido utilizade pafa aislar RNA
de pdncreas donde existen una gran cantidad de ribonuclea-
sas (75). Esta técnica se basa en la precipitacién selec-
tiva del RNA en presencia de cloruro de cesio (CsCl).

El m&todo fue modificado para adecuarlo a tejidos vege-

tales.

Los n6dulos se maceraron en el mortero con hielo seco.
Una vez que ya estaban pulverizados, se vaciaron a dos
tubos de polialfmero. A cada tubo se le agregaron 10 ml
de buffer A.

Lo anterior, se moli6 en el politr6n, que es un homogeni-
zador que muele tanto por la presién que se ejerce contra
las paredes del tubo (tiene unas navajas que facilitan el

rompimiento) como con sonido.

El extracto se centrifugfé en la centrxifuga Sorvall en el
rotor SS834 a 17,000 rpm 30' a 15°C. Con esta centrifuga-
cién, se empastillaron los desechos celulares vegetales
y también la fraccibn bacteriana. En la fraccién soluble
estaba el citoplasma de las cé€lulas y en &sta iba el RNA

tanto de la fracci6én bacteriana como de la vegetal.
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El sobrenadante se aford a un volumen final de 20 ml con
buffer A. Se agregaron 5 ml de buffer B. Se mezcls
todo perfectamente y fue colocado sobre colchones de 1.2 ml

de buffer B en los tubos de nitrocelulosa.

Se llev$S a cabo una ultracentrigugacién a 35,000 rpm duran-—-

te 12 hrs a 15°C en el rotor SW5S55Ti.

A las 12 hrs se sacaron los tubos y con una pipeta pasteur
conectada a una trampa de vacio, se aspird el liquido de
la parte superior, hacia abajo, teniendo cuidado de no
tocar las paredes para que el extracto crudo de la parte

superior, no estuviera en contacto con el RNA precipitado.

Se absorbiS casi todo el l1lfquido, pero dejando un residuo de
l.5 ml gue no se elimind para evitar despegar la pastilla.
El tubo fue cortado a que gquedara de una profundidad de

aproximadamente 1.5 cm,

Se volteS el tubo boca abajo para que escurriera todo el
lfquido. Una vez seca la pastilla, se resuspendif en

aproximadamente 1.5-2 ml.

El resuspendido se precipit6 con 1/10 volumen de NacCl

3M y 2 volGmenes de etanol a -70°C, 30°'.

El precipitado fue sometido a centrifugacién durante 30°'

a 10,000 rpm a 4°C en el rotor HB4.

La pastilla se resuspendié en 0.5 ml de agua estéril y vol-
vi6é a precipitarse con NaCl 3M y etanol a -70°C en las

mismas condiciones.
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Cuando el sobrenadante fue precipitado 3 veces, la dltima
pastilla se resuspendif en LiCl 2M EDTA 5mM para lavar el
RNA. Este lavado precipit6 selectivamente el RNA por ser
insoluble en LiCl, elimindndose asfi el DNA contaminante,

ya que é&ste es soluble en LiCl.

Despu€s de haber resuspendido parcialmente la pastilla,
se centrifug8 10' a 7,000 rpm y la pastilla volvié a la-
varse 2 veces mis con LiCl, centrifugando cada vez en la

misma forma.

Finalmente, la pastilla se resuspendif de nuevo en agua
estéril y se precipit6 a -70°C, pero usando 1/10 vol de
acetato de sodio 3M y 2 voldmenes de estanol. Se preci-
pit6 3 veces en las mismas condiciones. Por dltimo la
pastilla se resuspendif en agua y se ley6 su densidad &p-
tica a una longitud de onda de 260 y 280 nm con luz ultra-

violeta para conocer su concentracifn y pureza.

AISLAMIENTO DE RNA DE R. phaseoli (7g)
Material:

~ 50 ml de medio TY

- medio para la obtencién de protoplastos (a):
Tris 0.015M PH 8
sacarosa Bio Rad O.ASM

EDTA 0.008M

- golucifn saturada de NacCl
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- buffer de lisis:
Tris 0.01M PH 8
NaCl 0.01M
citrato de sodio 0.001M

SDS 1.5%

~ lisozima 10 mg/ml en el medio (a)

- dietilpirocarbonato (DEPC) de Sigma

Con una asada de la cepa R. phaseoli CFN42, se inocularon
5 mls de medio TY y se dejaron creciendo toda la noche.
Con 1 ml de este cultivo, se inocularon 50 ml de medio
TY y se dejaron creciendo durante 24 hrs a que el cultivo

llegara a la fase estacionaria de crecimiento.

Las células fueron colectadas centrifugando a 7,000 rpm,

15' a 4°C en el rotor SS534.

Los protoplastos se genexaron incubando las cé&lulas en 25
ml del medio (a) durante 5' a 0°C. Esto se hizo en pre-
sencia de lisozima a una concentracién final de 80 ug/ml.
Los protoplastos se colectaron centrifugando a 10,000

rpm durante 6' a 0°C en el rotor SS834.

La pastilla se lis6 adicionando simultdneamente 2.5 ml
de buffer de lisis y 50 ul de DEPC a una concentracién
final de 20 ul/ml. El1 DEPC es un desnaturalizante de
protefnas y por ello impidi& la degradacifn por ribonuclea-

sas del RNA.

El lisado claro y viscoso fue incubado a 37°C durante 5°'

y enfriado a 4°cC.
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Se adiciond 1/2 vol. de cloruro de sodio saturado; a 4°C,
se form6 un precipitado de SDS y protefna. Asfi fue posi-
ble separar la fase proteica de la zona de &cidos nuclei-

COS .

El precipitado se centrifugf en el rotor SS34 a 10,000

rpm durante 15' a 4°C.

El sobrenadante de &cidos nucleicos se separS tomando el
ligquido con una pipeta. Los &cidos nucleicos fueron pre-
cipitados a -20°C con 3 voldmenes de etanol absoluto.

En este caso ya no fue necesario adicionar m&s sal para

la precipitacién.

El precipitado se colect6 centrifugando en el rotor HE4

a 10,000 rpm durante 20' a 4°C.

La pastilla se lavd con LiCl 2M EDTA SmM 3 veces, El RNA
fue precipitado con 1/10 vol. de acetato de sodio 3My 2

vol. de etanol durante aproximadamente 30' a -70°C.

El precipitado se centrifugé a 10,000 rpm, 30' a 4°C en

el rotor HB4.

La pastilla se resuspendif en agua estéril. Se leyd la
densidad 6ptica (DO) del resuspendido a 260 y 280 nm con

luz uwltraviecleta (UV).

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA EN PRESENCIA DE GLIOXAL
PARA VER LA INTEGRIDAD DEL RNA (77, 78)

Material:
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- agarosa

- buffer fosfato de sodio 100mM PH 7 (10X)

- buffer de corrida (fosfato de sodio 1X)

- glioxal 2M

- dimetil sufdxido (DMSO)

- sacarosa de Bio-Rad al 25%

El glioxal es un agente desnaturalizante que impide la

formacifn de estructuras secundarias en el RNA.

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% en buffer fosfato

de sodio 10mM PH 7 (lX).

Las muestras se desnaturalizaron incub&ndolas 1 hr a 50°C
en glioxal 1M, DMSO al 50% y buffer fosfato de sodio 10mM.
Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y antes de ser
sometidas a la electroforesis, se les agregé sacarosa

al 25% a una concentracién final del 5% para aumentarles

la densidad.

La electroforesis fue hecha a 30V durante 12 hrs o a 80V

durante 4 hrs.

El gel se lavs 10' con 100mM NaOH y bromuro de etidio
5Sug/ml. La sosa hidroliz6 el RNA. El bromuro de etidio
se intercala en la estructura secundaria del RNA y fluo-

rece al iliminaxr el gel con luz ultravioleta.

El gel fue neutralizado en NaOAc 200mM PH 4. El gel se ob-

sexvo con luz UV y fue fotografiado.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA EN PRESENCIA DE HIDROXIDO
DE METIL MERCURIO (CH3HgOH) PARA VER LA INTEGRIDAD DEL
RNA (79)

El hidr6xido de metil mercurio es un desnaturalizante muy
fuerte que se intercala en sitios especificos del RNA,
desbaratando su estructura secundaria y esto permite se-
parar el RNA por su peso molecular en geles de agarosa.
En este caso, tanto el gel como la muestra, contienen hi-
dr&xido de metil mercurio. Esta técnica tiene la ventaja
sobre otro tipo de geles de RNA de gue se obtienen bandas
discretas muy bien definidas. Sin embargo, el hidré6xido
de metil mercurio es muy téxico y hay que manejarlo con

mucho cuidado.

Toda la manipulaci6n se hizo con guantes y en la campana,

vya gue este compuesto es ademds muy voldtil.
Material:

~ agarosa

- buffer boratos 10X PH 8.2 :
50 mM borato de sodio
100 mM sulfato de sodio
10 mM EDTA

500 mM &cido bbérico

- RNA 5~10 ug/carril
- glicerol al 10%
- azul de bromofenol

- CH.HgOH 1M

3
- H,0 estéril
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- fuente de poder

- cadmara de electroforesis

Se disolvieron 0.6 gr de agarosa en 50 ml de buffer boratos
1X, y enfriaron hasta una temperatura de 50°C., Se agrega-
ron 250 ul de una solucibn de CHaHgOH 1M para dque quedara
a una concentracibn final en el gel de 5mM. Se dejd soli-

dificando el gel en la campana. El RNA resuspendido en H,O,

2
se mezcld con un volumen igual de buffer boratos 1X que
contuviera glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0.06%

y 10mM hidr6xido de metil mercurio.

Las muestras se sometieron a electroforesis en gel durante
10 hrs a 50 V. El buffer de corrida se recirculé durante

todo el tiempo de la electroforesis.

El material que estuvo en contacto con el hidr6xido de me-
til mercurio se sumergif en una solucidén de 2-mercaptoeta-

nol para inactivar el CHBHgOH.

Al terminar la electroforesis, el gel se lav6 varias veces

para inactivar el agente desnaturalizante y se tifid:

1) 30' en cloruro de amonio .5M
2) 5' en agua, Br Et 5ug/ml, 2-mercaptoetanol 5mM

3) 20' en 100 mM NaOH, 5mM 2-mercaptoetanocl. La sosa hi-
droliz6 el RNA.

4) 2 lavados de 10' cada uno en acetato de sodio 200mM PH 4
iodacetato 7mM, para inactivar el metil mercurio.

5) 2 lavados de 5' cada uno en acetato de sodio 200 mM PH 4.
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Después del segundo paso, el gel se cbservd con luz UV y

se fotografid.
TRANSFERENCIAS TIPO NORTHERN (78)

Cuando ha sido RNA lo que se transfirif a un filtro de ni-

trocelulosa, se le llama northern.

Para transferir un RNA que fue sometido a electroforesis
en gel ya sea de glioxal o de metil mercurio, no se requie-~
re de tratamientos adicionales al gel. La transferencia

se hizo de la misma forma que en un Southern (84), pero

en el northern la transferencia se llev6é a cabo a una mayor

concentracién de sales, en SSC 20X.

MARCAJE RADIOACTIVO DE RNA CON UBZP—ATP (80)
Material:

- 3 ug de RNA/reaccién

- Tris 50mM PH 9.5

- bafio a 90°C

- MgCl2 50mM

- DTT 100mM

- 250 uCi de K32P-ATP/reacci6n

- 2 unidades de polinuclebtido cinasa/reaccibn
- bafio a 37°C

- RNA de transferencia o RNA de levadura para usarlos como
acarreador de precipitacibn

- fenol bidestilado saturado
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- etanol absoluto

- acetato de amonio 4M

El volumen de RNA equivalente a 3 ug se afor6 a 40 ul con
Tris 50mM PH 9.5 y se incub8 30°' a 90°C. El1 RNA a esa tem-

pexratura y en un medio alcalino, se hidrolizé parcialmente.

Una vez hidrolizado el RNA, el volumen de reaccifn se aforé
a 50 ul agregando MgCl2 500mM a que quedara a una concentra-

citn final de 10mM y DTT 100mM a que quedara final 2mM.

Por otro lado, los 200 uCi de 132P—ATP se secaron en un
evaporador. A la marca seca se le agregaron 50 ul de la
mezcla de reacci6bn. Esta se inici6 aqregando 2 unidades
de la enzima polinucleé6tido cinasa de DNA del fago T4. La
reaccifén se incub6é 30' a 37°C. Durante la reaccifn, el
%32P—ATP fue unido por la polinucleé&tido cinasa a los ex-
tremos 5' libres de RNA hidrolizado y de esta forma quedd
marcado radioactivamente para ser usado como detector en
una hibridizaci6én. El RNA marcado se separ6 de la marca

libre pas&ndolo por una columna de Sephadex G-75.

HIBRIDIZACION EN COLONIA (81)
Material:

- filtros Whatman estériles

- cajas de petri con medio Luria m&s el antibiStico (en
este caso fue ampicilina) que selecciond la resistencia

de la cepa utilizada que llevaba el plédsmido de interés

- colonias aisladas de Escherichia coli gque llevaban el
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pldsmido recombinante
- palillos de madera
- NaOH para desnaturalizar el DNA

- solucibn de Tris para neutralizar

Cada una de las colonias aisladas se picaron sobre filtros

Whatman con nimeros para identificar cada colonia.

Los filtros se incubaron a 37°C para permitir que crecieran

las colonias.

Las coflulas fueron lisadas sumergiendo los filtros en una
solucién de NaOE y asi el DNA también se desnaturaliz6.

Los filtros se neutralizaron con la solucién de Tris.

Los filtros se secaron en el hornc a 80°C durante 2 hrs;
a esta temperatura el DNaA fue fijado a los filtros y que-
daron listos para hibridizarse. Esta operacifén se realizé

al vacio.

PREHIBRIDIZACION E HIBRIDIZACION EN PRESENCIA DE FORMAMIDA

La prehibridizacién se hizo en presencia de DNA de timo

de ternera, lo que tuvo como fin saturar sitios inespecifi-
cos de hibridizaci®n, para que cuando se llevara a cabo

la hibridizaci6n con el detector radioactivo, s6lo hibridi-
zaran aquellas zonas donde hubiera un alto grado de homologia.
En algunas de las prehibridizaciones se utilizé formamida

y cuando se hizo en presencia de &sta, se utilizé al 50%,

lo cual permiti6 el apareamiento de bases en secuencias que

s6lo tenian menos de un 10 a un 12% de desigualdad.
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Matexrial:

— formamida desionizada
— SSC 20X:
NaCl 3M, citrato de sodio .3M
- 8PS 10%
- EDTA 0.25M
- Tris 1M PH 7.5
- Denhardt's 100X:
ficoll 2%
polvinilpirrolidona (PVP) 2%
albdmina sérica bovina (BSA) 2%
- DNA de timo de ternera
- agua estéril
El filtro de nitrocelulosa se colocé dentro de una bolsa de

pléstico.

La mezcla de prehibridizacidtn fue hecha de la siguiente
manera:

En un volumen final de 10 ml se agregaron secuencialmente
las siguientes soluciones:

- DNA de timo de ternera a una concentracién final de 10
ug/ml. Se agreg6 en volumen lo equivalente a 100 ug.

- formamida a una concentracion final del 50%

— SSC20X a una concentracién final de 5X

- SDS 10% a una concentracién final del .1%

- EDTA a una concentracién final de 1lmM

- Tris IM PH 7.6 a una concentracién final de 1mM
~ Denhardt's 100X a una concentracifn final de 5X

- el volumen de H,0 necesario para aforar a 10 ml
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El agua y el DNA de timo de ternera se hirvieron durante
10' para desnaturalizar el DNA. Inmediatamente se pusie-
ron en hielo para evitar la renaturalizacién. Al agregar
el resto de las soluciones, se mezclé bien y se colocS en
el interior de la bolsa donde estaba el filtro. La bolsa
de plastico se sell6 y dejd prehibridizando durante 4 hrs
a 42°cC.

A las 4 hrs se prepard la mezcla de hibridizacién'que fue la
misma que la de prehibridizacién, pero incluyendo el detec—
tor radioactivo que se hirvié con el DNA de timo de ter-—

nera y el agua.

La mezcla de prehibridizaci6n se vaci6 de la bolsa y la
solucién de hibridizacifn se virti6 en ésta, incubd&ndose

a 42°C durante 12-36 hrs.

PREHIBRIDIZACION E HIBRIDIZACION EN BUFFER FOSFATOS

Este tipo de hibridizacifn y prehibridizacién tienen la
misma finalidad que la que se hace en formamida, pero &sta
puede sustituirse por fosfatos y el grado de severidad de
la hibridizacién aumenta, ya que los fosfatos exigen un
mayor grado de homologifa y ademds la hibridizacién se lLleva

a cabo a una mayor temperatura: 65°C.

La mezcla de hibridizacifn consistif en lo siguiente:
- el detector radiocactivo cuyo volumen se aford a 1 ml con
agua

-~ DNA de timo de ternera a una concentracién final de 100
ug/ml
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Lo anterior se hirvié 5' y después se puso en hielo inmedia-
tamente,

- 0.5 ml Denhardt's 100X

0.5 ml buffer fosfatos 1M PH 8

1.25 ml SSC20X

1.75 ml de agua

La mezcla se colocH en la bolsa e incub8 a 65°C 12-36 hrs.

La mezcla de prehibridizaci6n fue la misma que la de hibri-
dizacifn a excepcién del detector radioactivo que en &sta no
se incluyS., La prehibridizacién se llev6 a cabo a la mis-

ma temperatura, pero dUnicamente durante 2 hrs.

LAVADC DE LOS FILTROS DESPUES DE LA HIBRIDIZACION

El lavado de los filtros tiene como cbjeto eliminar la marca
radioactiva libre y ademis dependiendo de la severidad del
lavado, que s6lo se mantenga la hibridizacién de secuencias

con un alto grado de homologia.
Material:

- recipiente de pl&stico
- solucién 1) s8sc 2X, 0.1% SDS
- solucién 2) SsC .1X, 0.1% SDS

- solucidn 3) SSC .1X

Se corté una esquina de la bolsa de hibridizaci6n y la so-
lucidén fue vertida en una bhotella de desecho radiocactivo.
Se enjuagb el interior de la bolsa y el filtro, con la solu-

cifén 1, a temperatura ambiente. Este ligquido fue desechado.
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El filtro se sacd de la bolsa y se puso en un recipiente
de plistico. El filtro se enjuagd en la solucif6n 1 a tem-

peratura ambiente en un volumen grande durante 15°',

Se pas6 a un segundo recipiente y ahi fue lavado a 50°C
durante 15' con agitacifn ocasional en la solucifn 2., E1
residuo de la radiocactividad se fue siguiendo con el conta-
dor Geiger. El lavado en la solucifn 2, se hizo varias
veces hasta que la radiocactividad residual se mantuviera
constante y ya no bajara.

El SDS fue eliminado lavando con la solucién 3 durante 10°'

a temperatura ambiente.

El filtro se puso a secar sobre papel Whatman 3MM en el

horno a 37°C.

El filtro seco se puso frente a una pelfcula de rayos X
a exponer a =-70°C con una pantalla para que amplificara
la sefal que iba a imprimirse por la radioactividad. Al

tiempo deseado se revelS el autoradiograma.

AISLAMIENTC DE PLASMIDOS RECOMBINANTES (82)

Esta metodologia permiti6 el aislamiento a pequerna escala
de plésmidos recombinantes y por ello pudieron analizarse
varias clonas a la vez y obtener material suficiente para

diferentes experimentos.
Material:

- colonias aisladas que llevaban los pldsmidos que interesaba
aislar
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medio Luria:

extracto de levadura al 0.5%

triptona al 1%

NaCl al 1%

agar al 1.5% (en el caso de preparar medio s6lido)
El PH se ajust®d a 7 con NaOH 1N

ampicilina a una concentracifén final de 50 ug/ml
solucibn de espectinomicina 30 mg/ml

tubos de polialémero

tubos corex de 30 ml

solucién de sacarosa al 25% en 50mM Tris PH 8 1lmM EDTA
EDTA 0.25M PH 8

lisozima Smg/ml en Tris 0.25M PH 8

mezcla lftica tritén 3X:

0.3 ml trit6n X-100

2.7 ml H, O

2
75 ml EDTA 0. 25M

15 ml Pris 1M PH 8

7 ml de Hzo

ribonucleasa 5 mg/ml en acetato de sodioc. Al prepararla

se hirvié 10" para inactivar deoxirribonucleasas.

pronasa Smg/ml en Tris 0.25M PH 8, Antes de usarse se
predigirié ©60' a 37°C para inactivar nucleasas.

fenol bidestilado saturado con buffer TE
buffer TE 1X:

Tris 10mM, EDTA 1lmM PH 8

cloroformo

alcohol isoamflico

NaCl 5M

etanol absoluto de Merck
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- etanol de Merxrck al 70%

- palillos de madera

Con una asada de cada una de las clonas se inocularon 5
ml de medio Luria con ampicilina 50 ug/ml. Se dejaron cre-
ciendo toda la noche a 37°C con agitacién. Con 2 ml de
cada uno de los cultivos fueron inoculados 100 ml de medio

Iuria. 56 .incubaron a 37°C con agitacifn.

A las 5-6 hrs se ley6 la DO a 600 nm. Cuando los culti-
vos alcanzaron una DO de 1, se les agreg6 1 ml de una so-
lucién 30 mg/ml de espectinomicina, a que quedara a una con-
centraci6én final de 300 ug/ml. Al agregar este antibiético,
se inhibié la replicacifén cromosf6mica y se favorecié la
replica~idén del plédsmido; de esta forma se amplificé el
ndmero de plasmidos por célula. Los blasmidos se dejaron
amplificando en presencia del antibi&tico durante toda la

noche a 37°C con agitacién.

Las c&lulag fueron cosechadas en tubos de polial&mero al
centrifugar el cultivo a 7,000 rpm durante 8' a 4°C en el

rotor SS34.

El sobrenadante se descantS. Las cé€lulas se congelaron a
~70°C durante aproximadamente 15 minutos. El congelamiento

sensibiliz6 la pared celular para el rompimiento.

Se agregaron 4 ml de la solucifn de sacarosa y las cé&lulas
se resuspendieron. La ‘acarosa hizo que el rompimiento no
fuera tan dréstico ya que mantuvo constante la presifn os-
mética. BSe agregaron 2 ml de EDTA 0.25M, el EDTA es un

quelante de iones divalentes y por ello provoca la formacién
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de poros en la membrana celular aumentando asi la permea-
bilidad.
También se adicion6 1 ml de lisozima, la cual degradé la

pared celular. Se dejé reposar en hielo 15°'.

Se adicionaron 700 ul de la mezcla litica trit6mn 3X., El
trit6n es un detergente que ayuda a que se lleve a cabo
una lisis completa de la membrana celular. Se incub6 en

hielo 15°'.

Una vez lisadas las cé€lulas, se hizo una centrifugaci6n a
18,000 rpm para separar la fracci6én de DNA cromosomal de
la que contenia el pl&smido. La centrifugacifén se llevé

a cabo en el rotor 5534, durante 30' a 4°C.

El sobrenadante contenia la fraccifén plasmidica; &ste fue

decantado en tubos corex de 30 ml.

Con el fin de eliminar el RNA contaminante, la muestra fue
tratada con ribonucleasa (40 ul de RNAsa Smg/ml en acetato
de sodio). Se incubd a 37°C 30'. Se agregaron 200 ul de
pronasa, la cual ademds de inactivar la ribonucleasa, de-~-

grada las protefnas contaminantes. Se incubd 30' a 37°C.

Se agregaron 8 ml de una mezcla de fenol: cloroformo: isoca-

milico 25:25:1 y se extrajo agitando durante 5'.

Para separar las fases se centrifug6 a 7,500 rpm 20' en el

rotor HS4, tom&ndose después la fase acuosa.

Al separar las fases pudo purificarse la fraccién de &cidos
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nucleicos ya gue estos son solubles en la fase acuosa; las
proteinas son parcialmente solubles en la fase fenélica y
en la fase acuosa. Quedaron tres fases: la acuosa en la gue
estaban los 4cidos nucleicos, una interfase que inclufa

a las protefinas y por dltimo la fase fenSlica. El1 cloro-
formo se agreg6 a la extraccién para que la fase orgdni-

ca fuera méds densa y se lograra una mejor separaci6n. E1
alcohol iscamflico se agregf para evitar que la fase fené-
lica absorbiera parte de la fase acuosa y concentrara la mues-
tra; para esto mismo se satur6 el fenol. Duante la purifi—
cacién, se hicieron 2 extracciones fenbflicas en total. Se
hicieron también 2 extracciones con cloroformo para eliminar

el fenol residual en la muestra.

La fase acuosa se precipit6 con NaCl 5M a que quedara a una
concentracifn final de .3M y 2 voldmenes de etanol. Se
dejé precipitando a -20°C durante toda la noche.

El precipitado fue centrifugado a 7,500 rpm durante 15°

a 4°C en el rotor HB4,.

Para eliminar el exceso de sal, la pastilla se lav6 con
etanol al 70% sin despegar la pastilla de la pared del
tubo. Se centrifugé a 7,000 rpm 5' a 4°C., Este lavado
se hizo dos veces. La pastilla se resuspendid en buffer
TE y volvié a precipitarse con NaCl 5M y etanol. Se dejé

precipitando durante 4 hrs a -20°C.

El precipitado fue centrifugado a 10,000 rpm 30' a 4°C y

la pastilla resuspendida en buffer TE.
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ElL resuspendido se colocS en tubos eppendorf de 1.5 ml y

para precipitarlo se agregd NaCl 5M y etanol.

Los Scidos nucleicos se dejaron precipitando a -20°C duran-
te 4 hrs. El precipitado fue centrifugado en la microfuga

durante 10' a 4°C.

El sobrenadante fue decantado y la péstilla secada al vacio.
Se resuspendif en el menor volumen posible y se utiliz6 apro-
ximadamente 1 ug (l-2 ul) para las digestiones con las en-

donucleasas de restriccibn.

EXTRACCION DE DNA TOTAL DE R. phaseoli (83)

100 ml de medio TY
~ buffer SET:
sacarosa al 25% en Tris 50mM PH 8, EDTA 1mM
- NaCl .85%
- EDTA 0.25M
- lisozima 5mg/ml en Tris 25mM PH 8
- RNAsa 1l0mg/ml en acetato de sodio
- mezcla litica tritén 3X
- proteinasa K 5 mg/ml en Tris 50mM PH 7.5 EDTA 5mM
- NaCl 2M
- buffer TE PH 8:
Tris 50mM EDTA 20mM
- fenol bidestilado saturado con buffer TE
- cloroformo
- alcohol isoamilico

- etanol absoluto
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- etanol al 70%
Con una asada de la cepa de R. phaseoli se inocularon 5 ml
de medio TY con estreptomicina 200 ug/ml y se dejaron cre-

ciendo toda la noche a 30°C con agitacién.

100 ml de medio TY mis estreptomicina fueron inoculados con
2 ml del crecimiento de toda la noche. Se dejaron creciendo

durante 16-18 hrs.

Las cé€lulas fueron cosechadas centrifugando a 7,000 rpm du-
rante 15' a 4°C. Las c€lulas se congelaron a -70°C. La
pastilla celular fue resuspendida en 5 ml de sacarosa al 25%.
Se adicionaron 1.5 ml de EDTA 0.25M PH 8, 0.5 ml de liso-
zima y 50 ul de RNAsa. Se mezcld vy dejé reposar 15' en

hielo.

Se adicionaron 1.5 ml de mezcla lftica tritbn X-100 3X}
Se mezcld con cuidado y se dej6 reposando a 4°C otros 15°'.
Después de esta incubacién el lisado se puso muy viscoso,
Se adicionaron 850 ul de protefnasa K. Se incub6 60' a

37°C con agitaciones ocasionales,

.Los &4cidos nucleicos fueron extraidos dos veces con la
mezcla fenol: cloroformo: isoamilico, centrifugando cada
vez a 7,000 rpm 20' en el rotor HS4 y separando la fase

acuosa. Se hicieron dos extracciones con cloroformo.

La fase acuosa fue precipitada con 1/10 volumen de NacCl
3M y 2 voldmenes de etanol. Se dej6 precipitando toda la
noche a «~20°C. Se centrifugé a 10,000 rpm durante 30' a

4°C. La pastilla fue secada y resuspendida en el menor vo-
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lumen posible.

Se precipit6 una vez mds con 1/10 volumen de NaCl 3M y 2
volfimenes de etanol. La pastilla se lavé con etanol al
70% y se resuspendif en agua estéril. Se ley6 su DO a

260 y 280 nm.

DIGESTIONES DE DNA CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las condiciones en que se llev6 a cabo la digestidn depen-
dieron del tipo de endonucleasa de restriccibn que se utili-
z6. En el caso de las digestiones con la endonucleasa

de restriccifén EcoR1l el procedimiento fue el siguiente:
Material:

- Hzo estéril
- buffer EcoRl 10X:
Tris 90mM PH 7.5

MgCl2 5mM
NaCl 100mM

~ mezcla de parar:
urea 4M
sacarosa al 50%
EDTA 50mM
azul de bromofenol al 0.1%
xilen cianol al 0.1l%

- EcoRl 10 u/ul

En un tubo eppendorf estéril se adicion6 la cantidad de
agua necesaria para obtener un volumen final de 20-30 ul

despué&s de agregados todos los componentes de la reaccifn.
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Se adiciond buffer EcoRl 10X a que gquedara a una concentya-

cién final de 1X.

Se utilizaron de 1-3 ug de DNA por reaccibn a que gquedara

diluido por lo menos 10 veces en el volumen final.

Se agregaron 5 unidades de enzima por cada microgramo de
DNA que se deseaba digerir. La reaccifn se dej6 incubando
toda la noche a 37°C. Se par6 agregando 1/2 volumen de la
mezcla de parar y calentando la reaccifn 5' a 65°C para
desnaturalizax la enzima. La mezcla de parar se agregé
cuando la muestra fue sometida a electroforesis ya que esto
aumenté su densidad y ademds el colorante permitid seguirla
visualmente a lo laxgo del gel. En el caso en gque no se
quiso someter a electroforesis, entonces la reaccién se

pard tnicamente calentado 5' a 65°C,

ELECTROFORESIS DE DNA EN GEL
Material:

- agarosa

- buffer Tris acetatos 10X:
para 4L: 193.6 gr Tris
108.86 gr acetato de sodio
29.6 gr EDTA

El PH fue ajustado a 8.5 con dcido acético glacial,

Se preparS un gel de agarosa al 1% en buffer Tris acetatos IX.
La agarosa se fundi6 calentando, después se dej6 enfriar
hasta una temperatura de 50°C aproximadamente y se vacis

en la clmara para hacer el gel. Una vez gelificada se sacs
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el peine.

Los pozos se llenaron con buffer de corrida 1X y las mues-
tras se colocaron en cada pozo. El buffer de corrida se

vacib de la c&mara.

La electroforesis se llevd a cabo a 75V durante 5 hrs.

Para visualizar el DNA, el gel se tifRA& con bromuro de
etidio 5 ug/ml durante 5'. Se enjuagf con H20 Yy se obser-

v8 con un transiluminador de luz UV.

TRANSFERENCIA A FILTROS DE NITROCELULOSA TIPO SOUTHERN (g84)

Material:

HCL 0.25N

NaOH 0.5M NaCl 1M

Tris 1M NaCl 3M PH 7.5

§SC20x: 3M NaCl; .3M citrato de sodio

Los geles de trataron para la transferencia de la siguiente

forma:

Cuando los pedazos de DNA qgue tenfa el gel eran de tamano
grande (10-25 kb), el gel se tratl sumergiéndolo durante

15' en la solucidn de HCl, E1 DNA se hidroliza en PH &cido.
Este tratamiento se hizo porque la transferencia de pedazos

grandes de DNA no es tan eficiente.

El tratamiento con dcido se omitid, cuando se transfirie-

ron pedazos mAs pequeios.

El gel se incubb durante 45' en la soluciébn de NaOH y NacCl,
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para desnaturalizar el DNA. Fue neutralizado al incubarlo
45' en Tris 1M, NaCl 3M PH 7.5. El gel se enjuagf en SSC
6X que fue la solucibn en la que se llev6 a cabo la trans-

ferencia.

Con guantes y la mayor limpieza posible se corté una tira

de papel Whatman 3MM de la altura del gel.

Se cortaron un papel Whatman y un filtro de nitrocelulosa

exactamente de las mismas dimensiones del gel.
En una charola se puso arpoximadamente 1 litro de SSC6X.

La tira de papel Whatman se humedeci& en el SSCE6X. Se
colocd una gradilla dentro de la charola y sobre &sta un
vidrio. La tira de papel hdmeda fue colocada sobre el vi-~
drio. El gel se colocé perfectamente centrado con los
espaciadores a ambos lados. El papel de nitrocelulosa se
coloc6 encima de tal forma gue no gquedaran burbujas entre
el gel y el papel. Encima se colocb el papel Whatman y
sobre éste una serie de toallas sanitas para gue absorbieran
el exceso de hGmedad. Arriba se colocd un peso para que
ejerciera presibn.

Durante la transferencia el buffer pasé a través del puen-
te de papel Whatman y estoc permiti6 que las bandas del gel
se fueran transfiriendo del gel al filtro. El DNA fue
fijado al filtro al poner a éste en un horno al vacfo a

80°C durante 2 hrs.
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TECNICA DE “NICK TRANSLATION" (85)

Esta metodologfa sirve para marcar el DNA radiocactivamente.
Al DNA se le produjeron cortes al tratarlo parcialmente
con DNAsas. Estos sitios fueron rellenados parcialmente

con la DNA polimerasa en presencia de 32

P-CTP y asf el
DNA gued6 fragmentado y marcado radicactivamente.

El DNA marcado fue separado de la radioactividad libre al
cromatografiarlo por una columna de Sephadex G-75. El

DNA se us6 como detector para las hibridizaciones.

TECNICA DE HIRSCH- AISLAMIENTO DE PLASMIDOS DE CEPAS DE
Rhizobium (61)

Material:

medio TY liguido

- buffer TE: 50mM Tris PH 8, 20mM EDTA
- pronasa 3mg/ml en buffer TE

- SDS al 10% en buffer TE

- NaOH 3M

- HC1 2M PH 7

- NaCl 5M

- polietilenglicol (PEG) al 50% en H,O

2
- colorante:

azul de bromofenol al .125%

ficoll al 20%

EDTA 50mM

Se crecieron 100 ml de medio TY durante toda la noche a 30°C

con agitacién. Se centrifugaron 60 ml del medio en un tubo
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corex. Las células se lavaron y resuspendieron en 16 ml

de buffer TE.

Para que fueran lisadas se les adicionaron 2 ml de una solu-
ci6én de pronasa 3mg/ml en buffer TE, v 2 m1 de SDS al 10%.

Se incubaron 1 hr a 37°C con agitacién suave.

Se agregaron 0.5 ml de NaOH 3M hasta que se obtuviera un
PH final de 12.4. A este PH el DNA fue desnaturalizado
al incubarse 30' a temperatura ambiente. El PH se ajustd

a 8.5 agregando buffer Tris 2M PH 7.

Al neutralizar el PH, los pldsmidos se renaturalizan, pero

el DNA cromosomal nc alcanza a renaturalizarse.

Se agreg6 NaCl 5M a que quedara a una concentracién final
de 1M,

El lisado fue transferido a un tubo de centrifuga, mezcla-
do por inversi6n suave e incubado a 4°C durante 2 hrs.

El complejo SDS/NaCl precipité al centrifugar a 10,000

rpm durante 20' a 4°C.

Se tomaron 20 ml de la parte superior del sobrenadante y
se pusieron en un tubo fresco para ser precipitados con 5
ml de PEG 6000 al 50% en HZO' E1l contenido de los tubos
se mezcl®d suavemente por inversidn y se dejd en hielo du-
rante 2 hrs. El DNA fue precipitado por centrifugacién a

7,000 rpm a 4°C, durante 15' en el rotor HB4.

El sobrenadante fue decantado y la pastilla resuspendida

en 0.5 ml de buffer TE. Se tomé una alicuota de las muestras
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para someterlas a electroforesis en gel. De esta forma
los pldsmidos de Rhizobium pudieron visualizarse en geles

de agarosa en presencia de bromuro de etidio y con luz

uv,

ECKHARDT .-~ ELECTROFORESIS DE PLASMIDOS DE RHIZOBIUM (86)

Este procedimiento consiste en lisar las cé&lulas en el ca-
rril del gel, para mantener mis eficientemente la integri-

dad de los plasmidos y manipularlos menos.
Material:

- medio PY
- cultivo sBlido de R. phaseoli cepas CFN42 y CFN2001
- sarcosil al 0.1% en buffer TE PH 8
- buffer TE PH 8:
Tris 50mM, EDTA 20mM
- microfuga
- solucibn A:
lisozima 7500 u/ml
RNAsa I 0.3 u/ml
azul de bromofenol al 0.05%
ficoll al 20%
- capilares de vidrio
- solucién B:
SDS 0.2%, ficoll al 10% en buffer Tris boratos 1X
- buffer Tris boratos 10X:
Tris base 89mM
EDTA 2.5 mM

dcido bb6rico 89mM
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- pipeta pasteur sellada -
- solucién C:

SDS al 0.2%, ficoll al 5% en Tris boratos 1X
- gel de agarosa al 0.7% en buffer de corrida

~ buffer de corrida: Tris boratos 1X

5 ml de medio PY, fueron inoculados con una asada de cada

una de las cepas, dejidndose crecer durante 16 hrs.

8

1 ml del cultivo {(aprox. 10  células/ml) fue centrifugado

en la microfuga durante 45-50".

El sobrenadante fue removido, la pastilla celular lavada con
sarcosil al 0.1% y resuspendida suavemente. Se centrifugd
50". El precipitado se lav6 con 0.5 ml de TE y centrifuga-
do 50". La pastilla fue resuspendida en 40 ul de solucién
A, e inmediatamente colocada en los carrilles del gel. Se
incubdé 10' a temperatura ambiente. Se adicionaron 40 ul

de solucifn B y se mezclé gentilmente con una pipeta pas-
teur sellada. La lisis comenz6 después de agregada la

solucién A. Por dltimo, se adicionaron 100 ul de solucién C.

Los pozos del gel se sellaron con agarosa al0.7% hasta el
tope de la cémara de electroforesis. La electroforesis
se 1lev6 a cabe a 8mA durante 1 hora y a 40 mA durante 4 hrs

a corriente constante.

El gel fue tefido con bromuro de etidio 5ug/ml durante 5°',

enjuagado con H,0 vy fotografiado con luz UV.
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AISLAMIENTO DE RNA DE BACTEROIDE (68Db)

La primera parte de este procedimiento es semejante al mé&-

todo que se ha seguido para R. meliloti (68b), sin embargo,

la segunda parte fue modificada.

Material:

10 gr de nédulos

mortero

nitrégeno liquido

buffer A PH 7,5:

manitol .5M

Tris 50mM

succinato de sodio 20mM
2~mercaptoetanol al 0.l% ++

Este buffer fue filtrado por millipore y esterilizado en
la autoclave.
++ agregar después de esterilizar

gasa estéril
pipetas estériles
tubos corex de 30 ml
centrifuga Sorwvall
rotor HB4

buffer tiocianato de guanidina (ver aislamiento de RNA
total de n6dulo, buffer Aa)

politrén

buffer CsCl (buffer B, aislamiento de RNA total de nédulo)
ultracentrifuga Beckman

tubos de nitrocelulosa de 6 ml

rotor Beckman SW55Ti
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Los n6dulos fueron molidos en el mortero con nitrégeno

liquido hasta formar un polvo fino.

Al polvo, se le agregaron 15 ml de buffexr A, preenfriado
en hielo. El manitcl mantuvo la presién osm6tica cons-

tante y evit6 que los bacteroides tronaran.

El resuspendido se pas6 a través de 2 capas de gasa, la

cual se enjuagf con otros 15 ml de la misma solucibn.

El filtrado fue colocado en un tubo corex y centrifugado
a 1,500 rpm 5' a 4°C en el rotor HB4, A esta velocidad las
células vegetales se precipitaron y los bacteroides queda-

ron en el sobrenadante.

El sobrenadante se centrifugé a 9,000 rpm 5' a 4°C y el pre-
cipitado fue resuspendido en 7.5 ml de buffer de tiocianato

de guanidina a temperatura ambiente.

A partir de este paso, el restc del procedimiento fue el
mismo gque el que se siguif para el aislamiento de RNA total

de n6dulo.
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RESULTADOS

ANALISIS COMPARATIVO DE LA INFORMACION GENETICA QUE SE
EXPRESA EN LA BACTERIA Y EN EL BACTEROIDE

Con el fin de hacer un andlisis comparativo de la infor-
macién genética que s2 expresa en la bacteria crecida has-
ta la fase estacionaria y la expresada en el bacteroide,
se hizo una hibridizacién de RNA total de bacteria y bac-
teroide marcados en el extremo 5' con X3ZP—ATP, contra di-

gestiones de genoma total de las cepas R. phaseoli CFN42
v CFN2001.

La hibridizacién contra la cepa CFN2001, gque es una cepa
curada del pl&smido 4, fue hecha para ver qué& proporcién
de la informaci&n expresada en el nédulo proviene del plés-

mido 4.

El resultado de esta hibridizacifn, se muestra en la £i-

gura 2.

Al hibridizar el RNA de bacteria marcado radioactivamente
contra digestiones de &stas cepas, lo que se nota es gue

la mayoria de las bandas de hibridizacifén obtenidas con

la CFN42, se mantienen en la cepa CFN200l; esto sugiere que
la mayor parte de la informacifén que se expresa cuando la
bacteria estd creciendo en vida libre, se deriva principal-
mente del cromosoma o de otros plismidos. Al hibridizar

el RNA de bacteroide contra las mismas digestiones, se ob-
serva que la mayor parte de las bandas de hibridizacidn que

fueron obtenidas con la cepa CFN42 no se obtienen con la
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cepa CFN200l1; s8lo dos bandas se mantienen. Este resulta-
do indica gue gran parte de la informacién expresada en el
bacteroide proviene del pl&smido d, Sin embargo, tambié&n
hay secuencias que se expresan a partir del cromosoma o de
otros pld&smidos, Esto sugiere gue no solamente el plasmido

sim tiene un papel durante la simbiosis.

IDENTIFICACION DE GENES DE R. phaseoli QUE SE EXPRESAN
DURANTE LA SIMBIOSIS

Para identificar y aislar genes de R. phaseoli que parti-
cipan en el establecimiento del nédulo, la estrategia ex-

perimental que se utiliz6 fue la mostrada en la figura 1.

El banco de genes de R. phaseoli se hizo con DNA de la cepa
CFN42, enriquecido para pldsmidos, digerido parcialmente

con EcoRl.

En este trabajo en particular, se identific6 y analizf in-
formacién genética de R. phaseoli que se expresa en el n6-
dulo maduro, ya que el RNA total de n6Sdulo fue aislado de

nédulos que estaban en su fase madura.

Con el RNA radioactivo se hizo hibridizacién en colonia (81)
de 6000 clonas del banco; se obtuvieron 17 clonas con hibri-

dizacib6n positiva.

Cada una de las clonas seleccionadas, fue crecida por sepa-
rado para aislar el pl&smido recombinante. El plasmido
aislado de cada clona, se digirié tcotalmente con la endo-
nucleasa de restriccién EcoRl y fue sometido a electrofore-

sis en gel de agarosa.
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La figura 3, muestra el patrén de restriccifn de algunas

de las clonas seleccionadas.

SELECCION DE CLONAS ESPECIFICAS DE NODULACION

Los geles de los patrones de restriccién de los plé&smidos
fueron transferidos a filtros de nitrocelulosa por el mé-
todo de Southern (84). ILos filtros se hibridizaron contra:
A) RNA total de n6Sdulo, hidrolizado parcialmente y marcado
radiocactivamente para asegurar que la hibridizacién origi-
nal obtenida en la colonia era reproducida. Por otro lado,
también interesaba saber el tamano del fragmento de DNA
que hibridizaba con el RNA total de nédulo. Entre las clo-
nas seleccionadas (fig. 3) existen algunas que tienen in-
sertos finicos, pero tambi&n hay otras que tienen mis de un
inserto. En el caso de estas dltimas era importante saber
cual de los insertos era el que hibridizaba con el RNA

total de n&dulo.

B) Se contraseleccioné hibridizando con RNA total de R.
phaseoli crecido en vida libre (fase estacionaria), para se-

leccionar dnicamente aquellas clonas especificas del nédulo.

C) Y finalmente contra la clona nif a (57), que lleva clona-
dos en el plasmido vector pBR328, algunos de los genes nif

de Rhizobium phagecli; talegs como el gene estructural de

la nitrogenasa reductasa, nif H (C. Quinto, observacién

no publicada).

Los resultados de estas 3 hibridizaciones pueden verse en

la Tabla I1. Como puede observarse, las clonas 4, 5, 10,
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11 y 15 se expresan tanto en el n&dulo como en el Rhizobium
cuando éste crece en vida libre. Estas clonas no son expre-
sadas especificamente durante la simbiosis y por ello no

siguieron analizandose.

Las clonas 1, 3 y 8 tienen homologia con la clona nif a,

por lo que se consideraron posibles clonas nif.

Los patrones de restriccifn con EcoRl de estas clonas no
son idénticos a las clonas nif, ni tampoco su patrén de
hibridizacién con DNA total de la cepa CFN42. Sin embar-
go, puede ser que las zonas adyacentes a los genes estruc-
turales de la nitrogenasa sean los que estin determinando
esta homologia o que las clonas identificadas sean algunas

de las reitexaciones de nif a.

La clona 3 se continué analizando para mantenerla como

control.

Las clonas 6, 7, 9, 12, 13 y 14 mostraron homologia dnica-
mente con el RNA extraido de nédulo. Se les considerd
especificas de simbiosis, ya que s8lo en estas condiciones

se detecta su expresién.

LOCALIZACION DE ILAS CLONAS SELECCIONADAS EN LOS PLASMIDOS
DE R. phaseoli

En la introduccién se menciond que, en las diferentes espe-
cies de Rhizobium, existen pldsmidos de alto peso molecular
en los cuales estin localizados genes de nodulacién y fija-

cién de nitr6geno. También se comentS que algunos de estos
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plésmidos se expresan preferencialmente duxante la simbio-
sis. Por ello result$ muy interesante investigar si las
clonas gue se expresan especificamente en la simbiosis esta-
ban localizadas en los pl&smidos o en el cxomosoma de una

cepa silvestre de R. phasecli (CFN42).

Al someter a electroforesis en gel los plasmidos de la
cepa CFN42, el patr6n consiste de 5 plésmidos v es en el
tercexo de menor a mayor peso molecular, donde se detecta

hibridizacifn c¢on la clona nif a (57).

Las clonas seleccionadas fueron marcadas radioactivamente
por la técnica de "nick translation" (85). El patrSn de
plésmidos de las cepas CFN42 y CFN2001, se hibridiz6 contra

las clonas simbib6ticas marcadas radioactivamente.

En este experimento se esperaba que en las clonas que tie-
nen homologfa con el pldsmido d, s6lo se detectara la hibri-
dizaci6n con la cepa CFN42, en tanto que en el caso de

las clonas que se localizaran en algdn otro plésmido que

no fuera el 4, la hibridizacién se mantendria en ambas ce-
pas. La figura 4 muestra gque todas las clonas, excepto

la 9, hibridizan con algdn pl&smido. En la clona 9 sélo

se detecta hibridizaci6n con el cromosoma. Las clonas

3, 7, 12 y 14 hibridizan con el plésmido d (p42d); y las
clonas 6 y 13 hibridizan con el plésmido c. La hibridiza-

ci6n de la clona 12, no se muestra en la figura.
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ANALISIS DE LA ORGANIZACION GENOMICA DE LAS POSIBLES CLONAS
SIMBIOTICAS

Se report6 recientemente 9@ los genes estructurales de
la nitrogenasa se encuentran reiterados en el plasmido d de

la cepa CFN42 de Rhizobium phaseoli (57). Con el fin de

saber si &ste era un arreglo general de los genes simbi6-
ticos de R. phaseoli o si se trataba de una organizaciSn genG-
mica particular de los genes estructurales de la nitroge-
nasa, se analiz6 la organizacifn en el genoma de las clonas

aisladas en este proyecto.

El DNA total de la cepa CFN42, se digirié totalmente con la
endonucleasa de restricci6én EcoRl; se separ$ por electrofo-
resis y se transfiri6 a filtros de nitrocelulosa. lLas clo-
nas por separado, fueron marcadas radioactivamente por la
t&écnica de "nick translation" (85) e hibridizadas contra
las digestiones de DNA total. El resultado se muestra en

la figura 5.

Los datos sugieren que la clona 7 estd reiterada, ya que

s6lo tiene un inserto, pero revela 11 bandas de hibridiza-
cifén. También estdn reiteradas las clonas 3 y 6. En el res-
to de las clonas, s6lo se observa hibridizacién del inserto
consigo mismo y no aparecen bandas adicionales; aparentemen=-

te se trata de clonas representadas una vez en el genoma.

Ademds el dato de que hibridicen con un s6lo plasmido apoya
también esta posibilidad, Sin embargo, adn es posible que

estas clonas estén reiteradas en el cromosoma Y en un plds-
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mido; pero que no se observe la aparicién de nuevas bandas
porque los sitios de restriccién en el cromosoma Yy en el
pl&smido estén inclufdos en la reiteracifn. Con el fin de
apoyar o descartar esta posibilidad, se utiliz6 la cepa
derivada de la CFN42, CFN2001l, curada del plédsmido sim
(p42d) . Se esperaba que desaparecieran las bandas de
hibridizacidn al intentar hibridizar las clonas que estu-
vieran representadas solamente en el plismido d, contra di-
gestiones totales de la cepa curada de dicho plé&smido, y
que se mantendrian bandas de hibridizacifn s6lo en aquellas
que estuvieran presentes tanto en el pladsmido como en el
cromosoma.
Para investigar esto, se digirif con EcoRl DNA total de
las cepas CFN42 y CFN200l; las digestiones se sometieron
a electroforesis en gel y se transfirieron a filtros de
nitrocelulosa. las clonas 3, 6, 7, 9, 12, 13 y 14 fueron
marcadas radioactivamente por la técnica de "nick trans-
>1ation" (85) e hibridizadas contra estas digestiones.
La clona 7 ademds se hibridiz§ contra una digestién de

genoma total de la cepa C58Cl de Agrobacterium tumefaciens

a la cual se le transfirib el plésmido 4 de la cepa CFN42.

E)1l resultado de estas hibridizaciones se observa en la fi-
gura 6. La hibridizacién con la clona 12 no se muestra.

Al hibridizar la clona 3 que esti localizada en el pl&smido 4,
contra digestiones de genoma total de la cepa CFN42, se notan
4 bandas de hibridizacién. Comc era de esperarse, estas
bandas no est&n presentes en la cepa curada del plésmido d.

La clona 3 s6lo tiene 2 insertos, por lo que las 2 bandas adi-
cionales parecerfan ser reiteracicnes de esta clona.

La clona 6 estd localizada en el plésmido ¢, sin embargo al
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hibridizarla con digestiones de genoma total de la cepa cura-
da del plédsmido 4, hay bandas que se mantienen y otras que no,
en comparacidén con la hibridizacifn que se obtiene con la
cepa silvestre. Esto sugiere que la cepa curada, ademds

de perder el plasmido d, tiene rearreglos en su informa-

cibn genética. Esta clona tambi&n parece estar reiterada

ya que s6lo tiene dos insertos y revela 10 bandas de hi-

bridizacifn.

En el caso de la clona 7, cue presenta homologfa con el
pldsmido d, al hibridizarse contra digestiones de gencma
total de la cepa silvestre, se observan 11 bandas a pesar
de s6lo tener un inserto. La maycrfa de estas bandas, no
estdn presentes en la cepa CFN200l, pero algunas se man-
tienen. Esto sugiere gue las primeras, est&n localizadas
Gnicamente en el plasmido d, pero que las que se mantienen
en la cepa curada (CFN200l), estdn presentes tanto en el

cromosoma como en el pl&smido.

La clona 9 se localiza solamente en el cromosoma por lo
que sus patrones de hibridizacifn con las clonas CFN42 y

CEFN2001 son idénticos.

La clona 12 es una clona gque tiene un inserto menor a 0.6
kb; por alguna razé6n se dificulta su marcaje radioactivo
por la técnica de "nick translation™ y la actividad especi-
fica que se obtiene es muy baja. Al hibridizar esta clona
contra digestiones de genoma total de las cepas CFN42 vy
CFN2001, se obtienen dos bandas de hibridizacién que se
mantienen en ambas cepas, Esto sugiere que esta clona

estd reiterada en el plésmido 4 y en el cromosoma.
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La clona 13 hibridiza con el pldsmido c de la cepa CFN42
Y por lo tanto su patr6n de hibridizacifn con las cepas
CFN42 y CFN2001 es idéntico. Para estudiar si existen
reiteraciones de ella en el genoma, se planea utilizar

una cepa curada del plé&smido c.

La clona 14 tiene un s6lo inserto de 2.2 kb. Hibridiza
con el pldsmido d de la cepa CFN42 y con digestiones de
genoma total de las cepas CFN42 y CFN200l, se observa la
misma banda de hibridizacifén en ambas. Esto sugiere que
est8 reiterada en el pldsmido d y en el cromosoma y que
ademds los sitios de restriccifn gue los flanquean son

idénticos.

Ademds de la evidencia presentada en este trabajo, existen
datos de gue regiones adyacentes a los genes estructurales
de la nitrogenasa estén reiterados en el plidsmido y en el
cromosoma (H. De la Vega y R. Palacios, datos no publica-

dos) .

El estudio de la expresifn de los genes de R. phoseoli en
el bacteroide y en la bacteria en vida libre, constituye
una investigacién sobre un proceso de diferenciacifn en

procariotes.

Uno de los ejemplos mejor estudiados de diferenciacifn en
procariotes es el caso de la esporulacisn de Bacillus
subtilis. Existe evidencia de que para que se lleve a cabo
la transici6n de la fase vegetativa a la esporulativa se

requiere de la transcripcién y traduccién de aproximada-
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mente 200 genes que no se expresan en el estado vegetativo.
Ademds se ha encontrado que diferentes factores sigma de
estimulacién de la RNA polimerasa incrementan la transcrip-
cibén de diferentes genes en diversos estados de diferen- |
ciacifn. También se han detectado cambios en la abundancia
relativa de los diferentes RNA mensajeros y de transferencia.
Por otro lado, se han detectado alteraciones en los ribosomas
y en factores asociados con estos. Aunados a los procesos
regulatorios a nivel de transcripci6n y traduccifn, las
modificaciones postraduccionales tambié&n parecen tener un

papel en el proceso de diferenciacién (87, 88).

Es posible que algunos de los procesos que se llevan a cabo
durante la diferenciaci6n de Bacillus, ocurran también en
Rhizobium. Estos podrian constituir sistemas generales

de regulacién en procesos de diferenciacifn en procariotes.
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DISCUSION

Al aislar e identificar tanto los genes bacterianos como
los vegetales que participan en el proceso de nodulacién,

se podrian estudiar los procesos que se llevan a cabo du-
rante la interaccitdn Rhizobium-lequminosa y el estableci-
miento de la simbiosis. Si se considera que para que pue-
da establecerse una simbiosis exitosa seguramente se re-
guiere de la expresién coordinada de la informaci6n genética
tanto de la bacteria como de la planta (15, 16, 17-21);
entonces esta simbiosis podrfa constituir un sistema modelo
de regulacidn g&€nica en el que interactdan secuencias y

productos génicos procariotes y eucariotes.

En un intento por conocer la informacifn gené&tica de R.
phaseoli que participa durante la nodulacién, fueron anali-
zadas por hibridizacifn con RNA total de n&dulo, 6000 clo-
nas del banco de genes de la cepa CFN42, Este nimero de
clonas del banco equivale a tener 4 veces representado el
genoma, asumiendo insertos de un tamafio promedio de 4.5
kilopares de bases (kpb) y que el tamafio del genoma de R.
phaseoli es de 6000 kpb. Con el banco analizado, se obtu-
vieron clonas que se expresan especificamente durante la
simbiosis; entre ellas habfian 3 que tienen homologfa con la
clona nif a y 6 posibles clonas simbifticas. Tomando en
cuenta que el andlisis se hizo con un banco de genes que
representaba 4 veces el gencma de la cepa CFN42, era de

esperarse que se encontrara una misma clona mids de una vez.



-59-

Sin embargo lo Unico gque se obtuvo es que hay clonas que
parecen tener en com@in un inserto pequeiio, Por ello se con-
sidera que deben aislarse mis secuencias aparte de las ya
caracterizadas hasta ahora, dados los diferentes eventos
que ocurren durante la nodulacitn y la fijacién de nitr6-

geno.

Adem8s, es importante considerar que el RNA de n&dulo uti-
lizado como detector de hibridizaci6n provenfa de n&dulos
maduros, lo que implica que probablemente sflo se tengan
secuencias que se expresan durante la fase madura del né-
dulo.

Otra de las cosas que podria explicar el bajo nimero de
secuencias selecciconadas es el hecho de que al extraer el
RNA total de n&8dulo, se obtiene una mezcla de RNA de bacte-
ria y RNA de planta, por lo gue si la secuencia gue se re-
quiere aislar no es muy abundante, va a estar diluida den-
tro de toda la poblacién de mensajeros. Esto disminuye las
probabilidades de poder detectar una hibridizaci6n adecuada.
Asimismo, algunos RNA mensajeros pudieran tenexr una vida
media muy corta. Por otro lado, al usar RNA como detector,
se estd utilizando una poblacién muy heterog&nea que reduce
la actividad especffica de todas las secuencias en general

y sobre todo de las gue no son muy abundantes.

El hecho de que de 6000 clonas analizadas, solamente se ha-
van aislado 3 clonas con homologfa con la clona nif a, su-
giere que en ese momento en el n6dulo, el RNAm de la nitro-

genasa no es uno de los mids abundantes, puesto que si
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en lugar de analizar el banco con RNA, se usa como detector
el pSA30, se obtienen alrededor de 15 clonas nif. Se pien-
sa estudiar m&s a fondo la expresién de estos genes por
técnicas de hibridizacién aislando RNA de diferentes eta-
pas. La regulacién de los genes estructurales de la ni-
trogenasa parece ser a nivel de transcripcifn; el mensa-

jero pudiera tener una vida media corta.

La autora considera que las secuencias simbiéticas identi-
ficadas constituyen los transcritos principales del nédu-
lo maduro., Sin embargo, debe hacerse un andlisis m&s am-—
plio a este respecto ya gue entre las clonas seleccionadas

se esperaba obtener una misma clona mis de una vez.

La bacteria tiene una participacién activa en las etapas
tempranas de la simbiosis como son la adherencia a la rafz,
penetracién, formaci6n del hilo de infeccién (7a). Es

por ello gque es de gran importancia obtener clonas de eta-
pas mis tempranas de nodulacién., Una estrategia para lograr
esto, serfa el aislamiento de RNA total de n6dulo a partir
de n6dulos j6venes o adn de raices recientemente infectadas
y utilizarlo como detector con un banco de genes de R.
phasecli. Otro enfogque seria el uso de mutantes de R.
phasecli que tuvieran bloqueos en diferentes etapas del pro-
ceso de nodulacién, para asi lograr obtener poblaciones

mds homogéneas. Aislar RNA de los nddulos obtenidos con

dichas mutantes y utilizarlo como detector con un banco

de genes de R. phaseoli.
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Se ha reportado que los genes de fijacién de nitrégeno y
nodul acién estdn agrupados y localizados en plasmidos (14,
25, 35, 36, 38, 42a, 48-54, 63, 65-68a). En R. meliloti
se utilizS un banco de cSsmidos para complementar funcio-
nes de nodulacifén en mutantes obtenidas por mutagénesis
con transposones. Al analizar una serie de cdsmidos que
llevaban clonadas zonas que se sobreponen del megapl&smido
simbiftico, se encontré que existen genes de nodulacidén a
30 kpb de los genes estructurales de la nitrogenasa (29,

34, 36).

Se ha reportado que cepas de R. meliloti que pierden la
capacidad de nodular espont&neamente, sufren deleciones en
la regifn nif DH (49, 50). Estos resultados indican que
genes que controlan etapas tempranas de nodulacién estén
localizados cerca de la regifn nif DH del megapldsmido y
que por lo tanto en &ste, hay genes gque controlan funcio-

nes tempranas y tardfas de la simbiosis (49, 50).

En R. phaseoli tabién existen evidencias de que los genes
de nodulaci6én y fijaci6n de nitrbgeno estén localizados en
una regifn cercana del pl&smido sim de la cepa CFN42.
Estos datos se obtuvieron al construir R-primas del plés-~
mido sim y transferirlos a una cepa curada de dicho plés-

mido.

Por otro lado, en R. leguminosarum se ha mostrado que los

genes de la hidrogenasa y la habilidad de nodular se cotrans-

fieren y estin en un mismo pl&smido (68a).
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Cerca de las secuencias que se expresan en los nédulos
maduros podrfan localizarse secuencias involucradas en

fases mds tempranas de nodulacién; en esta linea podria
utilizarse un banco de genes de la cepa CFN42 gque se constru-
y6 en el fago derivado de A, el Al059 (E. Calva y M. L,
Girard, datos no publicados). El peso molecular promedico

de los insertos clonados en este banco es de 18 kilopares

de bases, por lo que si se afslan los fagos que hibridicen
con RNA total de n&dulo de una etapa intermedia es posi-

ble que cerca de estas secuencias existan otros genes in-
volucrados en las etapas tempranas de nodulacién. También
se podrfan identificar mds secuencias utilizandé como detec-
tor contra el banco de fagos, las clonas simbi6ticas ais-
ladas en este trabajo. Los fagos obtenidos se subclonarfan
para tener fragmentos de DNA mds pequefios y estos se hibri-
dizarian contra RNA total de n&Sdulos de diferentes etapas

de desarrollo.

El dato de que la mayorfia de las clonas analizadas en este
trabajo, estén localizadas en el mismo pldsmido gque los
genes nif, va de acuerdo con lo reportado (14, 25, 35, 36,
38, 42a, 48-54, 63, 65-68a). Sin embargo, se tienen 2 clo-
nas: la 6 y la 13 que se encuentran en el plédsmido c; no
existen antecedentes de que otros plédsmidos se expresen du-
rante la simbiosis. Esto sugiere que el resto de los pl&s-
midos podria tener un papel importante durante la simbio—
sis. Datos preliminares sugieren que cepas curadas del
pldsmido c, nodulan menos eficientemente que la cepa silves-

tre (L. Ferndndez, datos no publicados). Adem&s también
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existe evidencia de que algunos genes relacionados com la
fijacién de nitr6geno estdn localizados en el pldsmido e,
de la cepa CFN42 (G. Espin, observacién no publicada).

Se ha reportado la presencia de algunos genes de nodula-
ci6bn en el cromosoma y €ste es el caso de la clona 9 (14,

35).

Las reiteraciones en pldsmido y cromosoma de las secuencias
simbiSticas posiblemente representen una ventaja "evoluti-
va" que evite la pérdida de este tipo de secuencias. Estas,
al no expresarse en la bacteria en vida libre, pudieran no
tener presidn selectiva que las mantuviera. La reiteracifn
previene la pérdida de estas secuencias adn en el caso en
que la cepa fuera sometida a curacifn del pl&smido.

Otra posibilidad que pudiera explicar las reiteraciones

es que se requiriera de una d6sis gé€nica para que los pro-
ductos de estas secuencias se sintetizaran y funcionaran

adecuadamente.

Un aspecto que también serfa interesante investigar, es si
las secuencias simbi6ticas se encuentran agrupadas en el
cromosoma O Si se encuentran separadas; y si las clonas 3,
7, 12 y 14 presentan el mismo arreglo en el plésmido d.
Esta pregunta podria responderse hibridizando cada una de
las clonas con el banco de fagos de la cepa CFN42 y anali-
zando los fagos seleccionados. El hecho de que dos clonas
se encontraran en un mismo fago, se localizaran en fagos
que se sobreponen o se localizaran en fagos diferentes,

podrfa dar una idea de su organizacién dentro del genoma.
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Tambi&n es muy importante determinar qué tipo de funciones
son las que codifican estas posibles secuencias simbiéti-
cas y para ello la estrategia serfa utilizar la mutagénesis
sitio especifica con Tn5. Clonar la mutacién en un vehi-
culo que pueda replicarse en Rhizobium, la introduccidn
del vehiculo a una cepa silvestre de R. phaseoli; forzar
la recombinacién para que el gene mutado sustituya al gene
silvestre y analizar el fenotipo obtenido. Este procedi-
miento fue disefiado para mutagenizar el plasmido Ti de

Agrobacterium tumefaciens (89). Esta estrategia ha sido

utilizada con &xito en R. meliloti (30).

Otra alternativa para identificar los productos que codi-~
fiquen las posibles secuencias simbiSticas que se afslen,
serfa el tener un sistema de transcripcifn y traduccién aco-
plado (90) o la expresidén de estas clonas en un sistema de

minicélulas.

Este dltimo enfogue ha sido utilizado para estudiar algu-
nos productos de genes del metabolismo nitrogenado y para

los genes nif (7la y 71b).
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FIGURA 1l.- Estrategia Experimental
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FIGURA 2.- Andlisis comparativo de la informacifn genética que
se expresa en la bacteria y en el bacteroide. Hibri-
dizacién tipo Southern de digestiones de genoma to-
tal de las cepas CFN42 (1) y CFN200l1 (2) contra A)
RNA de bacteria crxecida en vida libre hasta fase
estacionaria y B) RNA de bacteroide. E1 RNA se hi-
droliz6 parcialmente con 8lcali y se marcS radioac-
tivamente con ¥32P-ATP en el extremo 5°'(80).
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FIGURA 3.~ Patrones de restriccién de algunas de las clonas ge-
leccionadas. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
de digestiones con EcoRl de los plé&smidos recombi-
nantes de las clonas seleccionadas. Carril 1, Hind
IIX; 2, pBR328; 3, clona 3; 4, clona 6; 5, clona
7: 6, clona 8; 7, clona 9; 8, clona 10; 9, clona 12;
10, clona 13; 11, clona l4; 12, pBR328. Hind III se
incluydé como marcador de peso molecular.



Clonas localizadas en
el ‘cromosoma

FIGURA 4 .-

Clongs localizadas en el plésmido d - . * Clonas localizadus en ¢f pldsmido. ¢

Localizacién de las posibles clonas simbibticas en pldsmidos de R.
phaseoli. Hibridizacién tipo Southern de patrones de plésmidos

de las cepas 1)CFN42 y 2)CFN2001 contra diferentes clonas especifi
cas- de simbiosis, marcadas radiocactivamente. (72). Los detectores
se ajustaron a 2x106 cpm/carril. Carril A, clona 9; B, clona 3;
C, clona 7; D, clona 14; E, clona 6; F, clona 13; G, tincibén con
bromuro de etidio del patr6n de pldsmidos de las cepas CFN42(l) y
CFN2001(2).
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FIGURA 5.~

Organizacién gendémica de las clonas simbi6ticas. Hibridizacién tipo
Southern de digestiones con EcoRl de genoma total de R. phaseoli
cepa CFN42 contra diferentes clonas espec%ficas de simbiosis, mar-
cadas radioactivamente. Se utilizé 0.5X10° cpm/carril. Carril A,
clona 9; B, clona 3; C, clona 7; D, clona l4; E, clona 6; F, clona
13; G, tincién con bromuro de etidio de la digestifn de genoma to-
tal de la cepa R. phaseoli CFN42.



FIGURA 6.~

Reiteraciones de las clonas simbibéticas. Hibridizacién tipo Southern
de digestiones de genoma total con EcoRl de las cepas 1) CFN42, 2)
CFN2001L y 1') Agrobacterium tumefaciens cepa C58Cl, a la cual se le
transfiri6 el plé&smido sim de la cepa CFN42 (p42d); contra las clo-
nas identificadas como especificas de simbiosis, marcadas radiocacti-
vamente., Se utilizaron 0.5X106 cpm/carril. Carril A, clona 9; B,
clona 3; C, clona 7; D, clona 14; E, clona 6; F, clona 13.

~C8~
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ESPECIE DE Rhizobium LEGUMINOSA A LA QUE INFECTA
R. meliloti alfalfa (Medicago sp)

R. trifolii trébol (Trifolium sp)

R. leguminosarum chicharo (Pisum sp, Vicia sp)
R. phaseoli | frijol (Phaseolus vulgaris)
R. lupini altramuz (Lupinus sp)

R. japonicum B soya (Glycine max sp)

TABLA I Clasificacifén de Rhizobium de acuerdo al tipo de
leguminosa que infecta.
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NUM. CLONA DETECTOR RADIOACTIVO

RNA TOTAL RNA TOTAL INSERTO

DE NODULO DE BACTERIA clona

nif a
1 + + +
2 + ND -
3 + + +
4 + + -
5 + + -
6 + - -
7 g - -
8 i - +
9 ; - -
10 + -
11 o+ -
12 S -
13 i -
14 RTINS o "' 4 R -
15 ‘ + ) :~5~:‘j : +”;L ,f: T

+ Hibridizacidn positiva
- Hibridizacifén negativa
ND No determinado

TABLA II Seleccifn de clonas que senggp:esan‘especifi—
camente en el nédulo
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