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" INTRODUCCION =~

La Interdcc10n_Pléntq:ﬁhizdhium?

Los Rhizobja, 5acteﬁia§-gréhnegaiiv§s dei sueloj:$;hﬁéﬁactﬁaﬁ:'
con plantas leéumihosas'yiegiabiecen und* relacion #1mb16ti€a; 'En
los udltimes afos se ha 1n£eﬁsificédn el estudié de esta sim-
blosfs. tanto por su lmporténcia agronomica como por su interds
para el conocimiento bdsico. .

Debido a su fdcil manipulaci1dn, Rhizobium es el simbionte mejor
caracterizado. La gendtica molecular de Rhizobium ha contribufdo
en forma determinante a la comprensidn global de su relacidn sim-
bidtica con la planta. 51in embargo, aun desconocemos muchos

'aspectos tanto geneéticos como bipquimicos de esta relacidn.

Rhizobium: clasificacidn general.

L.a planta estabiece una simbiosis selo con un grupo determinado

de Rhizobium. Trradicionalmente, a este. grupo se le clasificaba de




acuerdo a la leguminosa que 'gﬁfeﬁté: fAsL-.poﬁ ejJemplo, los

Rhizobium que nodujan trébol, chicharo, 'aifélfa'y:friqu se les

consideraba como las "espéciéét_ﬂ
meliloti y R. haseoli.r respectiygmehté.' Esta clasificacidn ha
sido inadecuada, por lo que sé ha:nécurr1do_a nuevos griterios de
clasificacidn, como SsSon la hoﬁéloglé bNA—DNA entre distintos
Rhizoﬁ1ug,'comparacidn de sus pétﬁdﬁes de brbte[nas..requerxmien-
tos nutritivos, ete. {(Roberts, 1980; Hollis, 1981; Elkan, 1984%).
Actuaimente, se les clasifica de la siguiente manera:

-R. leguminosarum: con los biovares viciae, phaseol1l y trifelii.

-R. meliloti,. "
-R. loti, que comprende al vasto grupo de los rhizobia de

crecimiento rdpido anteriormente pertenecientes al grupo de los

"cowpea".

-R. fredi1.

En esta nueva clasificacidén aparece un nuevo género, Bradyr-
hizobium, que contiene al antiguo R, japonicum de crecimiento
lento,

En el presente trabajo y por simplificacidn, denominard a R.

leguminosarum bv. phaseoli simplémente como R. phaseoli.
Rhizoblium: el proceso simbidtico.

Rhizobium establece simbiosi1s con plantas leguminosas, con aj-

gunas excepciones como Parasponia, de tal manera gque la bacteria

”trsfﬁlli;fg. leguminosapum, R




provee de nitrdgénd-é

nutrientes (fotoszntato) y da P

tablecer la s;mb;oslsLV

cabo una interrelacidnfestrbcha compllcada que genera unaserie

de modificaciones tanto. bxoﬁufmxcah

.,morfoldgicas_ﬂqﬁg ﬁcﬁlj
minan en ia formacldn de- una estructura planta bacterxa altamentéﬂ

diferenciada 1lamada nddq;q.f QOnde' finalmente sg;-realiza la:

fijacidn de nitrdgeno,

El nddulo se forma generalmente en las raices de la planta,
aunque exXisten excepciones Ccomo en el caso de Azorhizobium

caul inodans, el cual puede formar ademad, nddulos en el tallo.

Podrfamos dividir al proceso simbidtico en cuatro fases o es-

tadios, aungue - no exXista un limite entre cada uno de ellos, ya

qdue fprecuentemente los distintos eventos se sobreponen:
La primer fase comprenderf{a el reconocimiento entre la bacteria
Yy la planta, el enroscamiento del! pelo radjcular ¥ la induccidn a

distancia de una actividad mitogénica de las ceéelulas corticales

inmediatas al pelo radicular.

Existe evidencia de que la unidn de la bacteria al pelo

radicuiar emergente esta mediadoe probablemente - por lectinas  de
origen vegetal (Dazzo, 1982). En la zona donde emergen los pelos

radiculares se excretan compuestos flavonoides gque activan al~-’

gunos genes del Rhizobjium cuyos productos participan en la

nodulacidn. La bacteria por su parte, secreta  factores des-

conocidos que causan entroscamiento de] pelo. radicular y,que':



al.,

eXterna (Bauer. et. 1985)

En la segunda fase, la bauteria ,tpéto:radiculhr Y queda
envuelta en una estructura tubular de origen vegetal ‘I1amada hilo
de infecciodn, que se prolonga hasta las células de la corteza ex-

terna. Se induce entoces por segunda ocasxdn una act1v1dad meris-

temdtica a distancia de las céiulas de ia corteza interna. En
este momento, la planta manda una sehal a la ralz que impide que
se formen demasiados nddulos (Piefce, 1983 ). Sobre este punto en

particular me referird mas tarde en la discusion.

El tercer estadio estarla cumprendﬁﬂo por la emergencia del
ndgdulo, su crecimiento y la invasidn de las bacterias a cilerto
subconjunto de cdlulas del nddulo,

Finalmente, en la cuarta fase las bacterias se diferencian en
bacteroides, se compartimentalizan las funciones en el ndédulo, el
bacteroide fija el nitrdgeno en amonio, la planta le asimila ¥y
provee de fotoszintate a la bacteria.

Estos cuatro éstadios comprenden exXclusivamente ql proceso de
formacidn del nddulo; faltaria considerar eventos como Senescen-

cia del nddulc, competencia y eficlienclia de nodulacidn.
Genes de Rhizobjum involucrados en nodulacidn.

Los genes que {ntervienen en la nodulacidn se encuentran en un

pldsmido de alto peso molecular al gue se le denomina pldsmido



simpidtico (pSim) (Hooykaas, 1981;. 'ZurKowski, 1982; Scott, 1982).

En Bradyrhizobium, estos .genes- Qdﬁ‘f;bqﬁqsomales.(DJordJevzcy

1687).

Se han caracterizado ed g} §$1m7ugF}gbaﬁ-;;n£idad de genek que
inciden de una -formafo‘dééo¥é$}éﬁ;1;ﬂéimbioéis. Aqui referiré
-solo aquellos que 1ntery{gnéﬁrghiﬁbﬁpfﬁgidﬁg .

-~ Genes nod comunés.' Se-ha,obsepvado'que estos genes participan
en el enrcscamiento del pelo radlcular (fenotipo Hac), la induc-
cidn a distancia de ia diQiéidn celular ¥y en la formacion del
"hijo de infeccidn (aunque la.sfntesis ber se del hilo corresponde
a la planta). Se han descritoc cinco geﬁes hasta el momento: nod
A, nod B, nod C, nod I y nod J (Egelhoff, 1985; Dygordjevicg,
1987). Se les llama genes nod comunes debido a que se encuentran

conservades tanto estructural como funcionalmente en casl todos

los Rbhizobium estudiados e incluso, en Bradyrhizobium y Azor-

hizobium caulinodans. Las mutaciones en cualquiera de estos genes

pueden ser complementadas cuando se introduce una copia homdloga
aln proveniente de otra especle. Los genes nod A, B y.c estan or-
ganizados en un operdn. El producto de nod A es citosdlico y el
de C es5 membranal y solo se expresan durante la simbibsis. El
gene nod D es un regulador de la expresiocn de los genes nod
comunes., En R. meliloti se han localizado tres copias del gene
nod D. La acgtivacidn de noed D esta medlada por compuestos
flavonoldes secretados por la planta, que pueden activar o inac-

tivar al producto de nod D (Djordjevic, {1987; Rossen, 1985). Ac-

.
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tualmente, neo se cbnsiderén‘comofeqﬂivdlehthIa‘lﬁ;:ghhes?n0q ;_

de las distintas especleéfﬁétﬁhfibb um i) a im0 de e

Cerca de estos genes se-.encle)

genes nod I y nod J. Mutaciones: en estos:genes’provocan;hilos; de
infeccion defectuosos, fun-rétﬁdsb‘én?{éjnoﬂdfaajdﬁf}fd}éh_quréh-b

el numero de nddulos (Djordjevic, 1987).

~Genes nod especificos (hsn): son'llamaéhs espec{ficos porgque las
alteraciones en estos genes no pueden sepr complementadas por'
secuencias de otras especies. Inciden en el espectro de infeccidn
de ia cepa . Esto significa gque las bacterias 9que [levan
mutaciones en estos gepnes pueden tener un fenotipoe Hod- para una
planta pero nodulan, aunque deficientemente, a otras plantas.
Este es el caso para los genes nod F y nod E (hshA y B) en R,

trifolii, cuyas mutaciones generan un fenotipv nod- en trébol,

pero pueden nodular chicharoe (revisada por Rpssen. 19871}. En la
tabla | se muestran los genes nod de Rhizobium descritos hasta el
momento y su fenotipo simbidtico.

"Otros genes importantes para la nodulacidn son aquellos in-
volucrados en- la produccicen de exopolisacaridos (EPS) Y
lipopolisacdridos {LPS). Mutaciones en estos genes pprovocan in-

fecciones aberrantes (Finan, 1985; Chen, 1985}. El papel que




o

- Rhigzobium phaseoli

Juegan ios EPS y LPS en la nudﬁlacidﬁ ahn.es'descﬁnocida.

Rhizobium phaseoli: caracterfsticas.

nodula a Phaseolus vulgaris (frijol).y es el .-

modelo de estudio en este trabajo.

Se han caracterizado dos tipos de Rhizobium phaseoli: el tipo -1,
que es el mds frecuente, tiene varjias copias de Jlos genes estruc-
turales de la nitrogenasa (Quinto, 1982), que es la enzima encar-

gada de la reduccidn del nitrdgeno mo;ecular. Contiene ademds,

les genes psi (Borthakur, 1985) y psr, ﬁue estan involucrados en

ia produccion de exopoiisacaridos. Su espectro de infeccidn estd

limitado a Phaseclus (Martinez, 1985). Es, en ] tipo 1, donde

mejor estan caracterizados los genes nod para R. phaseoli

{(Vdzquez, 1988).

Los

Rhizobium phaseoli tipoe 2 ne tienen reiterados los genes de

la nitrogenasa, no¢ producen melanina, no contienen a las secuen-

cias psi ¥y psm son acido y aluminio resistentes, su espectro de

infeccidn es mas amplio y la presencia de su pldsmide simbidtico
en el fondo gendtico de Agrobacterium confiere las capacidades de
nodular y fijar nitrdgeno en frijol y Leucaena (Martinegz, 1985,
1987; Brom, 1988). El movdelo de estudio en este trabajo pertenece
al R. phaseol} tiﬁo 2.



Hormonas en Plantas.

El estudio del modo de accidn de una hormona' vegetal en  par-.

~ticular se ha complicado debldo a que exzsten varios sitios de

biosintesis de la hormona Y -porque’ al remover un drgano secretor

de la hormona, se afectan otros procesos de la planta, muchos de

‘los cuales no estan directamente relacionados con aquellos con-

tbolados por la hormona.

'f:La tabla 2 muestra un esquema-generéi de las principales hor-

monas encontradas en plantas, as{ como su participacién en dis-

'ftintos eventos de desarrollo y crecimiento de la planta.

Para ilustracidn de este trabajo, me concretaré a describir

solo los detalles generales SsSobre ‘el efeqto de las citocininas ¥y

las auxinas:
Citocininas:

Las principales citocipnipas naturales encontradas en plantas

son la zeatina y la isopenteniladenina. El principal lugar de

biosintesis de estas hormonas es la rafz. Se sabe que intervienen
en el proceso de germinacidn y en los eventos tempranos de post-

germinacidn. Actualmente, se acebta que las cltocininas inter-

vienen en el crecimiento y divisidn celular (Nishinari, 1980).

10




Aunque aun se. desconoce el modo de.accidn'd’

'lsten trabajos ;en los' quefgsaf~pfopbné qUe;inyéf#iaﬁen;eﬁﬂel

aparato traduccional (Fokh;19755

S Auxinas:

Los principales compuestos naturale

encontrados en plantas son el :icldo 1ndol =3 acetico_(IM) y d;s-“

A tintos conjugados de éste.

IAA . La estructura y igs principare§7§(agide _biosfntesis“ de;

" IAA en plantas se ilustran en ia fig. 1."';3
© Los principales sitios de blosintesis ‘dé"auxlnas‘ son los

" tejidos en actividad meristemdtica, pero especialmente el dpice

foliar, las hojas en desarrollo y-las hojas maduras (Wightman,
S 19T73).
Se han propuesto dos hipdtesis principales sobre el modo de ac-

. cion de las auxinas:

ﬁ;:jﬁﬁri)_Actlvacidn geénica: existe evidencia que indica que las auxinas
o sbn capaces de alterar la slntesis de RNA y protef{nas. Tal es el
caso en los egtudios hechos por Verma (1975) para la celulasa
;(enzima probablemente involucrada ¢n la degradacidn de la pared
celular durante el crecimiento mediado por auxina) en epicotiles
'de chfcharo tratados.con IAA, donde demuestra que ekzste sintesis
de novo de mRHA de celulasa.

. b

1



2) Bomba de .protones: E;ta.ﬁ;pdtpéﬁs'fué~pr9ﬁﬁeét
al,{1971). EIIOS'anqontréhph una

crecim:ento provocade ‘por lasaux

cla de protones (H+).g

membiranal que provoca-una

contraron gque los. .coleoptilos

secretaban protones al medio

Ambas hipdtesis no son eéxcluye

(1975) hicieron la observacidn considera 1a

“total en  células
crecimiento
se inicia

40

aproximadamente a los min. La

segunda fase, tnas no-

Entonces, la primera’res !Sﬁgﬁ'medlqda por la bomba

de protones y la seguﬁda'por. 1u;ésis'ue:RNA y proteinas.




Se.ha‘encontradd3dueucreﬁtosjbbﬁéo (Frafts. i9r4).

an fltopatdgencs Lor}uebacte

197:), PReu-

domona 7-3

fig.e). Unb'de

la bacterla

su e:cpresidn :

"Hqué se conoce“"
aqe?pééde= 7 be sabe' que'
bﬁddpéé;éhn : .
que ‘b'us:cl_an-" ':‘é:l_'a‘j:"iotizi
pbocesq derﬁodﬁThcld

Lang (1988) reportan e’

citocnninas'uuasngsrru‘)ubhs'psguuhthUI

que - par- ..



desempefiar.“las

ampliar los

IAA, ~'Se 'Ha “encentrado que existen muchos microorganismos del

suelo gue excretan IAA al media, tales como Flavobacterijium,

Azotobacter, Azospirallum y Rhizobium; incluyendo tambi€n bac-

N, -
tertas patdgenas como Xantomohas , Pseudomonas Yy Agrobacterium

(Brown, 1968, 1972; Fett, 1987}.
FPara el interéds del trabajo, describireé algunos de los estudios

hechos en Pseudomonas, Agrobacterium y Rhizobium.

IAA en Pseudomonas.

Pseudomonas 1nduce lesiones o hipertrofias en la p}anta. En P.
syringae pv. savastonolr la informacidn gendtica requerida para la
tumorogeénesis se encuentra en un pldsmidb liamado plAAL. Este
contiene dos genes btien caraéteyizados‘Lnﬁolucrados en ta produc-
cién de IAA y son :”ej géné,;ﬁaM,que_codifica para la enzima
triptofano monooxigenasa qué;éataii?gri;a"gqnversidn del trip-

tofano en indolacetamida y{,:élfgéne]i;aH.” que codifica para la

enziuma indolacetamida hidrolasa;  -esta“enzima convierte la in-



dolacetamida en IAA (fig.3}. Ambué”genes,3qn'xndxspehsablés.para

“la‘tumorogenesis (Comai, 1981 ).,

."iAAE§niAgdeacter1um.

‘El prﬁceso tumorogdnico: . R : -
A.. tumefaciens y A. rhizdéené# gnﬂﬁdén"tﬁﬁﬁreé'&h:ia ﬁianfa}El
primero causa tumores en el ‘fﬁlld.:y ‘el _éégundd pPBVoca un’
crecimiento profusoc de lé ra(z. Aunqﬂe de é; ﬁhjiogenes.se han
heche buenos trabajos, es en ﬁ! tumefaciens donde meJor.se_ha es-
tudiado el proceso' tumorogénico Yy loé;genes que 1ﬁtérvienen en
g1,

La infeccidn por Agrobacterium se realiza a traveds de una herida

en la planta. Al igual que P, savastanoi, en é.' tumefaciens la
mayoria de los genes necesarios para iuduciror el_ tumor se
localizan en el pTi. En el cromosoma se han identificado dos
genes J|lamados <chvA y chvB importantes en la tumorogénesis
(bouglas, 1985), Se han encontrado genes equivalentes a los genes
chvA y chvB en Rhizobia de crecimiento rdpido que se denominan

ndvA y ndvB (Dylan, 1986), , En Agrobacterium, estos genes par-

ticipan en la sf{ntesis de beta-i-2-glucano y mutaciones en estos
genes afectan la unidn de la bacteria a la cdlula vegetal durante
la infeccidgn, Ademds, tienen efectos'ﬁlelotrdplcos como son la
disminucion de la osmotolerancia de la bacteria, 1nestabilidad de

sus pldsmidos ¥y la pérdida dei flagelo (Puvanesarajgah, 1985). En

15



Rhizobium, las mutac10nes éh7

del pTi cqmprgndidbs

teinstein, 1986)‘ Estus genes son

de transferencia e 1ntegrac16n en' Végeta1

de un fragmento deaa% llopares-de bases (Lb) de DHA del pldsmldo

Ti, al que se denomina T-DNA ' (ver flg a) Una_yez 1ntegPado el T-
DHA, se expresan dos reglones cud1f1caddé por élrIUna involucrada

en la biosintesis de opinas, que son aminodcidos modificados que

girven como nutrientes para el Agrobacterium, Y oira gque par-

ticipa en la sintesis de auzxinas Yy cltocininas {Schroder, 1984;

Inze, 1984}. La produccidn de estas hormonas prevoca un

crecimiento descontrolado de 1as cdlulas en el sitio de infec-

cldn, dando lugar a la formacidn de un tumor. Las celuias que

tienen integrado el T-DNA pueden crecer en cultive sin necesidad

de afadir auxinas y citocininas..

El gene 1 del T-DNA codifica para’ la triptofano monvoxigenasa y

el gene 2 para ia indolacetamlda'hidrolasa (£ig.3).

En la secuencia nucleotf{dica de los genes 1 y 2 se observd que

para los genes 1 de Agrobacteium y iaaM de P. savastanol EXi1ste

un 50% de homologla a nivel de secuencia de aminoacidos; en cam-

bio, entre los genes 2 de Agrobacterium y taaH de P. savastanoi

.

L6

'genes ndvA y udyB;ihdudgﬁj l7




_existe ﬁ olo un’; 27/ de homologra (Igmﬁda! _Uﬁa difgngﬁ@1a__j

_smportante enhre Ioé_genes-l yo2-de

Agrobacterlu
domonas- es que los de grobacterium

poseen.un_ promstor eucariote:

.(Bbéatﬁhach 1981)

" IAA en Rhizobium..

ﬁﬁchos son los trabajos eﬁ Iﬁé_qﬁé-;é”déyueStrﬁn.que Rhizobium
‘es capaz de producir lAA (Badenoch-anés. 1982; Bauer, 1981).
Esta produccidn se estimula afadiendo triptofano al medio de cul-
tivo (Dullaart, 1970). En algunos de esltos estudios se ha guerido
corcrelacionar la produccidn de IAA con el proceso simbidtico,.

Tal es el caso para R. leguminosatrum bv, viciae ¥ trifoli1,en el

que se encontrd gue no existia una correlacidn entre la produc-
cidn de auxina vy la nodulacidn (Wang, 1982; Badenoch-Jones,

198z2).

En R. phaseoli tipo 1, Ernﬂtsen y cnlaboradores {1987) midieron

las pozas intracelulares de indoles.‘:asf como la -biosfntesis vy

catabolismo de 1AA. Encontraron-quéTeqa v{a de bivsintesis de

IAA difiere de la v{a utillzada por Pqeudomonas y Agrobactetrium,

En el caso de R. . Qhaseolz.'” l trlptofano es convertido en in-
doletanel, este en acldu lndolauétlco y. finaimente en indol-
metanol (fig.q). Indolace;amxda_no.es ‘catabolizada. Sin embargo

ste trabajo fué hegho con Rhizobium en vida 1libre, por io gue no
se descarta la posibilidad de que exista unha via alterna que fun-

17



cione durante  la:simbiosis,

Objetivo,

Con el fin de detectar  en ‘Rhizeoblum . secuencias que {fuesen
homdlogas a los genes | ? 2 del T~DNHA de A. tumefaciens, E. Mar-
tinez realizg un experimento de h1bridl¥a016n de DHAs de distin-

tos Rhizobia contra estos detectores. Entre los Rhizobja

utilizados se encuentran representantes de R. leguminvsarum bv.

vicie Yy trifolii, R, meliloty, R, fredi, R. spp. vy R. phaseol)

tipo | ¥y 2. Ho encontrd hibridizacion del gene 1 con el DHNA de
ninguno de los Rhizebia utilizados, pero las cepas de R. phaseoli

tipo 2 {CFH 299 y €CIAT 899), asi como la cepa CFN 244

faislamiento pnatural de Macroptilumm gibosifolium que_nodu!a tam-

bién al frijoil) hibridizaron con el gene 2.

3i en Agrobacterium el gene 2 participa en el proceso

tumorogénico, entonces en Rhizobium gqué papel! jugard la secuencia
llomdloga al gene 27

Hosotros estamos 1ntereszados en el papel que pudieran Lener-las
hormonas durante la*simblrostis, Puesto gue hemos i1dentificade en

Rhizobium una secuencia homdioga a4 uni gehne cuyo producto sin-



teti1za IAA, . nos preguntamos i ‘esta -secuencia . incide en el

proceéb;:é;mbiﬁfikﬁ' "L'dﬁjeété‘irgbéjp fué;ffa{§P'dg:'

‘contésﬁgrEestaﬁ pﬁéguﬁpa,




1§i£am-'
picina 50mg/lt, HNalidfxico Eﬂmé/jf t,” ‘Spec-

tinomicina 100mg/it.

Para E.goll: Kanamicina. ° 30mg/lt, etraciclina  tomg/lt,

Nalidixico 10mg/lt., Carbiniciiina 100mg/1¢," "

-~ Temperatura de crecimiento: Rhizobium y Agrobacter1um fueron

crecidos a 30 grados C, E. ¢o0l1l a 37 grados C excepto durante las

conjugacilones con Rhizeobiuvm o Agrobacterium.

-- Cyndiciones de conjugacidn: Eun medio PY a 30 gradoes C  usando



una Qelécidﬁ de donaddtgsypgcgptorébrdé‘1/10'

~-Extraccidn de DHALﬁ§t§]

Se crece a‘lﬁ? cép&q¢én los 5
ml a 10,000 g por 5 mm L SUmM-
EDTA 20mM (TE 50/20).a: pH‘a : ':-:mln_.-.
Resuspender en 0.5 ml de;TE'éq
mg/ml y 0.05 ml de SDS 10% en'T

€. Pasar 3 veces pov””'m “fenol-

cloroformo-isocamflico en una felacio ehau au t respectlvamente..
Extraer 2 veces con ciorofurmo isoamlllco eu una velacxdn 24-1
respectlvamentef Afiadir a la'fasg acuosa a.s.vdl. de etanol Y
1/25 de vol. de HaCl 5 M. Frecipitar por 4.hrs._o toda la noche a
-20 grados C, Centrifugar por 15 min., decantar, lavar 3 veces

con etano} al 70%, secar al! vacfo y resuspender la pastilla en TE

10/1 pH 8 que contenga RHAsa a una concentracidn de 0.2 mg/lt.

-- Purificacidn de pldsmidos recvombinantes en E. coll,

Se llevd a cabo por el mdtodo de Birnboim y Doly.(1979).

-~ Perfil electroforético de pldsmidos deral;o peso molecular.

Se utilizd la tdcnica de Eckhardt fLQTB).

== Condiciones de hzbridxzacidn;

La transferencia del DHA a.flignq; Qggﬁitppgglulosa se hizo de. 



acuerdo al método de Southern‘figTSf;

cados con 32[P}] por "hick_tbénsiﬁtibhﬁ7

hibridizaclones homdlogas, ~ los 't
§SC y 0.i1% de SDS a -55 grados C

neterdlogas, se lavaron con 2X SSC.y 01

~-- Condiciones de nodulacidn y deperﬁ;ngg;cn

nitrodgeno.
Se utilizd el cultivar de frijol “Hegbd Jamhpé¢.  Las semillas se

esterilizaron con etanol por 40 seg} Yy cén nipoclorito de sodio

al 504 por 15 min. Se lavaron exaustivamente con agua estéril y

se pregerminaron por 3 dlas en obscuridad. - Luego se pasaron a

frascos2 de { 1t. que contenian vermiculita con scolucidn nutritiva

sin nitrdgeno {(Wacek, 1976). Las plantas fueron lnoculadas con 1

mi de cultivo bacteriano denso, Se mantuvieron a los frascos con

las plantas incculadas por 2 dias mas en oscuridad y finaimente

se transfirieron a 30 grados C con luz, obscuridad y humedad con-

troladas.

-

La actividad de la nitrogenasa fud determinada a los 14 drias

despu€s de la inoculacidn. Esto se realizd colocando a la rarz en

frascos de 2% ml que sellan herméticamente e inyectando

acetileno. Después de 1 hr. se determind el contenido de etileno

por cromatograffa de gases,

-fJécJSnﬁ'dé¢_;;'



“RESULTADOS.. .

La cepa CFH 299 de thzoblum Eha%eolx es del tipo 2. Esta cepa

es un _aislamiento -naturaf. nodulo de Phaseolus vulgaris de

Brasil, - es resistente a duldaly alumlnxo y contlene 3 megaplds-

midos: (f;g.ﬁ) '31endu el ma?ﬁb'él pjasmlqo“simbxdtxco (pldsmido
c). El pSim.de esta cepa,al 1gual_que el de la cepa CIAT 899
perteneciente al R.- Ehaseoli tipo 2, confjiere las capacidades de
nodular-y <fi1jar nitrdgenc estando en ﬁn fonde gendtico de
Agrobacterium {(Mart{nez, 1987). De acuerdo a los datos publicados
hasta el momento, ningdn pSim de otros Rhizobium confiere la
capacidad de fijar nitrogeno en el fondo genetico de Apgrobac-
terium (Brom, 1988; revisado en Martinez, 1987).

Otra caracteristica de R. phaseoli tipo 2, gque comparte con la
cepa CFM 244 ({que es un aleamiento_ natural de Macrogtilu%
gibosifolium, pero gque tambie¢n nodula frijol), es la presencia en
su genoma de una secuencia homdlioga al gene E.del T-DNA de

Agrobacterium tumefaciens (fig.6}).

El gene ¢ se localiza en el pTi'? estd {ntimamente llgado al

proceso tumorogénico de A. tumefaciens, por lo gue andlogamente

quisimos saber ia Jocalizacidn en el geﬁoma de Rhizobium de esta
secuencia homdloga al gene 2, asi como su participacidn en el
proceso simbidtico.

Para saber en quée ., replicdn ﬁe la CFH 299 se encuentra esta

secuencia, llevé a cabo un experimente gue consiste en hibridizar



-al  gene 2 con genomas de Agrobacterium que contienen unb u:ptrofV'f

. 8Se locaiiza en el pSim (cepa Ac).

2 en la simbliosis, primero se mutard esta secuencia .y despﬁésﬁiéﬁi

:  brqbard el fenotiﬁo para nodulacidn. | o A“ V

Se llevyg é cabo una mutagenesis in vztroAqUe consliste en inser;"

tar al gene 2 un fragmento de DHA que confiera resistencia para

algun antlbldfico y despues, por recombinacidn, transferir la
mutacidn a la secuencia homdloga del Rhizobium.

La mutagenesis del gene 2 se ilustra en la fig.8a., En ella se
muestra la ihsercidn de un cassette de resistencia a tetraciclina
(nTc, Fellay, 1987 ) en el sitio de restriccidn Xma, generandose
el vehfculo intermediario pGaaTc,

La transferencia de esta mutacion se hizo de aguerdo al con-
ceﬁto de "pldsmido suicida"™ (Beringer, 1978), que dice gque aguel-

 :103 Pldsmidos <cuyos origenes de replicacidn 1o son reconocidos
hi;en un fondo genético determinado, como es el caso de plasmidos

S -derivados de ColE1 en Rhizobium y Agrobacterium, podran es- '

:j tab111zar§e g8olo 8i recombina con regiones homdlogas del genoma
'”de la cepa receptora (recombinacidn sencil;a). El resultado de
esta recombinacion es la cointegracidn del plasmido con el
gehioma. Cuando ocurre una segunda recomplnacidn (doble
“recombinante) entre Ja region silvestre y la region mutada del

plasmido, se genera un intercambio de secuencias homdlogas,

 de loz pldsmidos de la CFMN 299 (fig.7). Encontrflque la Secuehqja_;{f

| Para conocer la participacidn de la secuencia homdloga al . gene ..



quedando mutada la
seg&nda' fs'“"
eSCindé:y;”

 “En‘este

tin del

primero;:

lkzécidn;'(fuﬁéidhfmobji
que“pbnf[éfen'gﬁbéﬁ¥£ﬂﬁc

mido por transferir. -Para el 'pG2nTc se

tra compatibles con pIdshidbS”déEfﬁagps de ﬂ'hboblema

fue resuelto manteniendo”'a!;-ﬁﬁﬁytfl :Plésmldo

PGJ28 que posee la regidn mob de ColEf el plds-

mido pR64drdll (Willetts, IQBQj' ' son com-

patibles con derivados de ColElL" jfig :fécnica fué

utilizada para Agrobacterium por  Var colaboradores

(1983).
Segundo, no¢ se obtuveieron fepombfpaqtes séncillas'usando como
‘resuelto utilizando.

‘gue;congléne al psim de

receptor a la cepa CFN EPPﬂ_PSté,P?éhk?"

.como receptor a la cepa de'Agrqbactébfﬁm
la CFH 299 (cepa Ac). ' SR o

Tercero, una vez obtenida la Pecqmbinahpgﬂséhcijlaf la frecuen-
clia con que se genera la:segundaipggqmb}nacidﬁ' peéu!td ser ex-
cesivamente baja, razan pph fb tuql no se pudo obtener uﬁa doble
recombinante por el metodé'dé sgfegc16n hégativa.:'nebf lmplemen~—

tar entonces una’ ‘estrategia que -me  permitlese seleccionar



'cultlvada
:modo.' las. Pecomb1nante ‘encill; el preéeh¥.”

recom-

cia de 5% de sacarosa. En".c

binacidn el vehfculo 'Séi\biér&e.]y-tohxéif e plerde tamblén el
cassette Sac), lo que: permxte a Ias doﬁle Pecombznantes crecer
en presencia de sacaroség.'De g La manera la EI&GCLUN de dobles

recombipantes es shmamehtg“fﬂcllf ba La crecer unl:yuftxvc denso

de la recombinante .SénC111a5eptunqmedlo in sacarosa, despues
hacer diluciones del cultivo g

al 5%. Las colonias que aparezc

las reslstencias dgl

hayan perdxdé estés La
fig.10a muestra {é ré@&%ﬁfi i Vlé coin-
tegracivgn del pHAs*--fifé_a a [} CSUEn 14 f1g.10b 1a

generacidn de una{d6bTE

cias de recombinacig esento en la tabla
i. ‘ .
Para saber e]:éféét simbiosis la

secuencia mutada, p31m mutado a su

.J;I



Ja*cepa cru 299

fondo gendtice natural, ]Este pH1m se”transf;ere_iﬂ~]

sl

solo ecuencaa

.por

por 10'que ba:td

ia bajalfre

:crecleron

vermicufkta b

:tienen

pe o de nddulos y nﬂmero de nddulu
este experzmento se muestran en’
Se observa que el peso seco de

plantas 1noculadas con una U otra cep

en ambas cepas; sin embargo, en
por planta, la mutante fija solo. e _ld s11-

stre, El peso de los nddulos de l 0/ (en pe
total) al de la CFHN 299-4. En cuanto al numero: de nddulos, "la CFH
299-6 induce solamente el 50/ con re<pectc=a Ia CFH 299~ 4. Los
datos de la fig.11 son el resultado de cuatro e«perlmentos inde-
pendientex. La desviacidn estidndar presentada en la flg.ll.es el
premedio de las desyiaclones estdndar reéﬂltantes -én cada ex-

perimento.



‘DISCUSION

Rhizobium, asl como otros microorganismos que jnteraccionan

con plantas, producen compuestos que an la planta funcicnan como

hormonas, por 1o que se concibe a esta produccidn hoirmonal como

una sefal gQue utiliza la bacteria durante ' su prelacidn con la

planta.

Porp ejemplo, en Pseudomonas savastanoi y Agrobacterium se ha

comprobado gque estos compuestos se requieren para alterar los
balances hormonales de la planta, * dando lugar al efecto
tumorogénico.

Es por ello gque en Rhizobium, gque pertenece a la misma familia
de Agrobacterium y que tambiédn establece una estrecha inter-
relacidn con la planta, se plense que los compuestos hormonales
que secreta inciden en st relacidn con la planta, esto es,
durante la simbiosis. Desafortunadamente, ain se carece de
sufijiciente evidencia que lo confitme.

Si analizamos los dos primeros estadios de la Lnt;racc1dn sim-
bidtica observaremos que se inducen dos efectos de divisidn
celular a distancia, el primeroc en la corteza externa y luego en
cédlulas de la corteza interna. Existen datos que sugieren que
este efecto bien pudiera estar mediado por hormonas de origen
bacteriano. For ejempio, Bauer y coiaboradores (1985} encontraroen

que Rhizebium induce un gran nimero Jde sitios susceptibles de in-



-puesto henziladenina
-otPO'lado,f Long y colaborador

turas pseudonodulares en presencla de zeatha .;pomdjSUStitUtd'de”

los genes nod coinunes Ay B.

En este trabajo se repﬁfta  }h presenciﬁ dé"una secuencia
homologa al gene ¢ de Agrobdctebium-Lumefacienﬁ éﬁ'el pldsmido
simbidtico de la cepa CFN 299. Ya antes se habla reportade la
presencia de secuencias homdlogas al'pTi en los pldsmidos sim-
biogticos de Rhizobium de crecimiento rdpido (Prakash, 1982 ),
aunque no fue determinada la naturaleza de estas secuenclas. Con
respecto a los genes chvA y chvB ¥y sus homdlogos en Rhizobium
ndvA y ndvb, estos son cromosomales ¥y aunque son necesarios para
la 1nfeccidn, sus efectos son pleiovtrdpicos sobre otras funciones
de la céjula gque po estan relacionados con el proceso infectivo

per se.

En cambio, en este trabajo rgpobfo[uuhjéecuéncla'en el pSim de

la cepa de R. phaseol{ tipo 2 CFN 2399, que es homdloga al gene 2

dei T-DNA, cuya funcién se conoce Esié?ﬁu91éra'ser entonces el

primer gene 1nvolucrado en. nodul qué,_se conociera al

proeducto que codifica. La indolacetam;da hldrulasa codi1f icada por

el gene 2 del Ts DHA .ormapjdn del dcido 1i1ndol-3-

acdtice a partir de atn no lo he



demostrado, ésto nos sugier

-'qué,g_r prbducto de- la-secuencia

saberlo, serd necesario medxr su actxvldad

el Rhizobium o en E. culx que contenga clonada»

Aun  sabiendo d4gue este producto es capaz de

significaria que in vivo fuese el

IAA el’ product

Por ejemplo, en Agrobacteprium Lumefaclen5asexhaf

la indotacetamida hidrolasa - tambi€n util

compuesto alfa-naftalen acetamida, y el phDQuth’

tiene actividad auxinica (Inzég, 198u4),

El objetivo de este trabajo es demustrar-; ﬁ

esta secuencla en la =imbiosis. La° estrategla utillzada para‘(

demostrarlio fueé la siguiente: mutar a la secuencxa y obnervar qué

evento de la s1mbjosis es afectado.
La mutagenesi1s representd un serio problema debido a dificul-

tades en los eventos de Lransferencia Y recomblnacxun del pG2. El

problema fue resuelto complementandohenitrans las funciones com-

patibles de mobilizaciodn ¥y tran&férénciaﬂfEéte sistema es de gran

utilldad para transferir plasﬁ;dp§ derLQados de CelEl que carecen

de las funciones mob y tra.

Otro problema representd la seleccién de las dobles recom-

binantes debide a !a baja frecuencia de recombinacidn. Sin em-

bargo, este problema fue resuelto insertando en el pGeaTc un cas-

sette que confiere sensiblidad a sacarosa. Esto permit1ird selec-

cionar pesitivamente a las dobles recombinantes, Esta estrategla



es . una - excelenteé:altern @ e s recom=
b1nante..'_'v

Una vez obte

tlenen: intactas

ndduio normal.“: =1nfeqtqqés con la

‘mutante o la ilvestre la presen-

cia de esta ecuencl recimiento:-de ‘la rafz.. Sin
embargo, la mutante- ﬂe nddulos’ con respecto a
la silvestre.

Asf -pues, -la_ffuﬁci&n ,secuancxa homdloga al gene 2 de

Agtrobacterium incidefgnf}aibépa 'dad_de la ‘cepa CFH 299% de in-

ducir up mayor nimero. de nddulos

Como lo descnibtrahtéﬁ[&rﬁéntepﬁTRhliub[um_induce en la ralz un

gran ndmero de sit16 suaceptxbles .de3 ser infectados. Estos

sitios aparecen como: grupo células cortlcales en divisidn; de

todos estos =sitios sdlo ‘un pequeno n'imero forma

ndduios, El proces: iimp;de que se formen

demasiados nddulos se aut'bﬁegulacién" y estd deter-

minado por la planta

(Pienc R_olfe.' 1988). Este proceso

probablemente evitajqﬁé d maSLado fotosintato hacia los

nddulos, lo nue acthea {a.p ohlem9$;nu;r1cinnales para el resto
de la planta._Cart§r11(19851 repontqldna mutante de sova alterada



Jehifcharo se

ha reportado una mutante ‘con

soya.(JacobsenpiTu

mayor ndmerozdggkﬁths,

los balances hormonales’gue mantie orticales en =

actividad merlstéﬁaticé;iEﬁ”uﬁ_fhfﬁédf _P;éhsbEﬁéﬁer}éxperfmeﬁtOS"
tendlentés'a.demustrar si ESto.eS dleriéyashd;_' |

Sclo los Rhizobium phaseoli tipo 2 ¥ la cepa CFH é44 {que e5 un
airlamientoe natural de Macroptilum pgibosifolium y que nodula a

Fhaseolus vulgaris) puoseen una secuencia homdloga al gene 2 de

Agrobacterium., Se pregunta uno =1 el pSim de estos Rhizobium son

mds cercanos al pTi de Agrobacvterium que los pSim de los demds
Rhizobium. Esto resuita posible =i se piensa en el hecho de que
no sdlo existe una secuencia homdloga al gene 2, sino tambi€n al
gene 5 del T-DHA (E. Martinez, comudnicacion personal) y no es im-
probable gque Ja homologfa se extienda a otros genes. S5in embargo,
por qué los demas Rhizobium no comparten esta secuencia?, Frob-
ablemente =e deba a que existen variaé estrategias de 1nfeccidn
entre las Rhizobia y por ello ut}lizan'genes distintoes o bien,
‘ex1sten genes gue , son hgigr&ldgoﬁzza' ﬁivel de secuencia

nucieotidica, pero que sbn.homdjognsL}und;bnélmente al producto




del gene 2.

Por otro lado, es-xmportante LUHDCEP la secuencna nucleotfdlcaf

de este gene y de su zona promo eco demos que e} geneﬂ

2 de]l T-DHA posee unrpromotor EUCdPlOtE

P. savastanoi. La. se uenci'

:",ﬂ
"‘.

u:leotfdlca tamb15n n05'hablarla ‘

sobre la divergencla de este gene en Rhizoblum. Agvobacterxum ff

 Pseudomonas.
Tambi€n creﬁ. 1mportante ‘éﬁhoééﬁ Ih regulacidn de la expresidn
del producto de esta Ecuencla.:fodo ello nos ayudarih a entenderpr
con mayor exactitud la funcldn que de empeua este gehe uha vez en

contacto con la planta. - ' "

o asI el gene LaaH de-



Gene

N . S et e S S e . e A e S A

nod A

nod B

ned C

nod D

nod E

nod F

nod G

nod H

nod I

nod J

nod L

nod M

nod O

nod X

NOTAS: a)
b)

*)

* %)

Ref. Vizquez

TABLA I.

Fenotipo en cepas de Rhizobium

R. leguminosarum Ef'trifdlii--_ R’ meliloti

- a I~ SR

Hac © " "Haeg
Hac~ Hae . .. . . Hae”
Hae™ CHae T Lo Hac™
- - — : b
Hac ‘Hac .. o Retraso
Retraso Retraso * . Retrasc
—— " ‘Retraso * Retraso
| —r— Retraso
. . -
——— — Hac
LE
Retraso Infeccién
defectuosa
Retraso Infaeccidn
defectuosa
Hac™
? ?
-k
‘Nod-
- ok
Nod [

Hac .- Enroscamiento del pelo rhdicular.
Retraso.~ Retraso en la nodulacidn.

Noa® en chicharo.

Enh chicharos Afganistén,

{1988)



c-
o a
g2 g E
E g - B g n g
5 &y ¢ 28 ¥ - FE § ¢
Type of hormone (showing a s § BE TE = 5 g 22 £ 8§ =
representative example of $ 2 g€ £2 =g aof € 8z F P 5,
eachclass) 2 = £85 E£5 §E £E 8§ s & & TS
9 © E¥3 23 gE WE § 2w sz © EE
=z 32 92 38 = [T € 535 = E
S § 2% 2% GE &£ 3 22 £ ¥ &8¢
Auxins CH,COO0H
Indole-3-acetic acid (IAA) N v v
H
’
. . OH
Gibberelins HO @
Gibberellic acid (GA,) CH,
; CH, COOH
NHCH,CHa o O
;, T TNCH,
Cytokinins N >
Zeatin
KN N
H
CH,
CH,_ CH,
Inhibitors o
Absciscic acid (ABA) o COOH
H,oop ‘
Ethylene H/ M
Tabla II. Esquema general de las principales hormonas en plantas y su efecteo

en el crecimiento y desarrollo.

(Hall,1984).



Cepas y pl8smidos utilizados y.consfruidos,hh:éﬁﬁg trabajo.

CEPAS

E. gold
HB101

R. phasecli
CFN 299

CFN 299-4

CFN 299-6

Agrobacterium
GM1I9023

Ac

Ab

Ac--54

PLASMIDOS
pG2

pHP~45 omegaTc

pGUS3
ﬁGZ omegaTc

TABLA  IIX

GENOTIPO

r=,hsdR, hsdM, reén—t sn¥,.

Acido y aluminio resistente
Nal¥, :

perivada de la CFN 299 con’
una insercidn Tn5 en el
cromosoma,

Derivada de la CFN 299-4
{omega-Tc en el pSim}.

A. tumefaciens sin plismi=-
dos, Sm¥, RifF,

Perivada de la GMI92023 qgue
contiene el psSim de la CFN
299.

Derivada de la GMIZ2023 que
contiene al plasmido a de

la CFN 299, Km¥ por un Tnj
en el plasmido a.

Derivada de la GMI9C23 gue
contiene al plismido b de
la CFN 299, XKm¥ por un Tnb
en el plasmido b.

Derivada de la Ac con una
insercidn omega-Tc en el
pSim de la CFN 299,

Derivado del pCK7 gque
contiene al gene 2 del

T-DNA de A. tumefaciens,KmT,
Derivado del pHP45 (Prentki,

1984) que lleva el cassette
omega~-Tc de 2Kb.

Derivado del pUCBDE00

Derivado del pG2 con una
insersidn omega-Tc en el
gene 2.
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pMAS-T23

pGJ28

pRE4drdil1

TABLA III (continuacidn}

Pexivado
con una i
cagsette
de BamHi

DPexrivado
clonadas
de CclE1,

Smr, Tcr,

del pG2 omegaTc
nsexrcidn del
Sac en el sitio
del pG2.

de ColD gque lleva
las funciones mob

Inc I alfa.

Este trabajo.

Van Haute, 1983.

Warren,

1980.



CHz-gH-COOH

Q

Triptofano

NH

( : -CHZ—CO—CODH -

_ CHp=-CH,-NHj N
. (::) Acido indol-3-pirGvico

H
N -CHy~CHO CHy=CHy-0H
Triptamina [ (::)
HH
Indol=-3-acetaldehido

O -CHy-COOH

NH

Indol=-3-etanol

Indel-3-ac&tico

,Fig.i. Principales vfas de biosfintesis de IAAR en plantas.



Fig. '2

Representacidn del plﬁsmido_y;-qe'&._tuméfaciens C

58°




Fig.3.. Biosintesis de IAA por P. savastanoi y A. tumefaciens.*

CH,-CH~COOH
1
NH

Triptofano

triptofano monocoxigenasa

-CHy-CO
'
NHo

@

Indol-3-acetamida

indolacetamida hidrolasa

O -CH2~COOH

NH

Iindol-3~-acé&tico

* Ref. Kosuge,1982; Scroder,1284.



Fig.4. Biogintesis de IAAR en R. phasecli (tipoc 1)} en vida libre, *

|~CHp=¢H~COoO0H
NHo

NH

Triptofano

H
Indol-3~etanocl

O —CHz-COOH

NH

Indol~3~ac@8tico

O C“z-O"

NH

Indol-3-metanol

* Ernstsen, 1987,



Fig.5. Perfil de pl&smidos de 1la cepa
CFN299 obtenido por la técnica
.de Eckhardt (1978).

T}
1o s

Fig.6., Hibridizacidn del pG2 en genoma

de la CFN 299 digerido con Bam-

— H1.En EcoR1 hibridiza un frag--
b 1 xb : mento del mismo bLamafic (4Xb).

5 = fago Lambda digerido con -=-
Hind III.

1]

I




|11

Fig.7.

Hibridizacion del pG2 en genomas de las
cepas: a)CFN 299, b}Ac, clha y d)Aab. En

(a) vy (b) las flechas indican hibridiza.

cién del gene 2, En {(c)} y {d) las fle--
chas indiecan hibridizacidn con Tn5 {ge-

ne de Km).Hibridizacidn en cond;ciones—_f;

laxas (ZXSSC,JS °c).

-



(a)
pHP45 Tc

Dig. parxciales

con Xma. Dig. con Xma.

Ligacidn

(8)

Dig. cvon Bam Dig. parc.Bam.

Ligacidn

PMAS-T23

Fig.8. Construccifén del vehiculo intermediario pMAS-T23,
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Sistema de transferencia del pPMAS-T23 a la cepa Ac..

Frecuencia de recombinacidn de la cepa Ac con el pMAS-T23.

Cepa
Ac

Cgg*

* Reportado para la recombinacidn 100% homSloga en A.
1983).

.

FIG. 9

%
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TABLA IV

Recombinacifn sencilla
1.5 x 10-2
6.0 x 1078

3b T Ac
{(GMIS9023/pSim 299)

ESTA TESS MO DEBE
SAUR D LA BIBLIGTECA

Recombinacibn doble,
5.0 x 1075
2.5 x 104

tumefaciens (van Haute

X



—— 6 Kb

—-6 Kb

Fig,10 (A).Hlbridizaclon del sz en

‘perfiles:de plésmidos.de

recombinantes ‘'sencillasg-
(cointegracion del pMAS-—

r23) independientes en- -"

; la.’ cepa Ac.Condiciones -
'-kde "hibridizacidn estric=-
*:ta,(para alta_homulog;a).

Fig.10: (B).Hibrldizacxon del pG2 (a)
) ¥ Te  (b) en el genoma de
lia doble recombinante Ac-
54" digerido con EcoR1.En-
‘la°-deble recombinante se-
genera un fragmento de 6-
Kb (por las 2 Kb del caw-
‘ssette de Te).Este frag--
mento de 6Kb fué clenado-
‘en’ el pUC19 y usado como-
" detector en el experimen-

to de la fig.10{c).

Fig.10. {C),.Hibridizacidn del fragmen-
to. de 6Kb (fig.10B) en 1los
genomas de las cepas: a)C-
FN 299-4; b) Ac=54 y c) C-
FN 299-6. La cepa CFN 299-
6 corresponde a una trans-
conjugante de la CFN 299-4
que recibid el psSim mutado
de la Ac-54,
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Fig.11, Nodulacifn de la CEN 299«6. {(a}
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Peso de la raiz por planta:

{B) Peso de nddules por planta; (C) Porcentaje de fijacidn

de nitrdgeno; (D) Nimero de nédules (porcentaje por plantal.
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