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RESUMEN

Recientemente se ha demostrado la existencia de rearreglos
genémicos que afectan la estructura del plasmido simbiéntico (pSym)
de Rhizebium phaseocli CFN42 a elevada frecuencia . Los rearreglos
observados se generan principalmente por recombinacién entre las
reiteraciones pnifHDK localizadas en orientacién directa en este
plésmido y consisten principalmente en amplificaciones y deleciones
de un sector de 120 kb. En este trabajo hemos empleadc un sistema
simplificado para detectar amplificacién. El sistema emplea un
plasmido incapaz de replicarse en Rhizobjum y que porta ademis una
secuencia homéloga al genoma de este organismo: la reiteracién
nifHa., Este plésmido puede integrarse en el genoma de Rhizobium
por un solo evento de recombinacién tipo Campbell, generando en
este caso una estructura pifHa-vector-pifHa. 51 se aplica una
seleccién que demanda una mayor expresién de un gen localizado en
el vector, tal como un aumento en el nivel de resistencia a
cloramfenicol, pueden obtenerse amplificaciones por recombinacién
desigual entre las dos regiones que flanquean al vector. Al
aplicarse este sistema en Rhizobium, se logré  detectar
amplificaciones en tandem de la regién pifHa y el vector.
Dependiendo de 1a concentracién de cloramfenicol utilizada, pudo
amplificarse hasta 12 veces esta regién. Lo mas interesante con
respecto a esta discusién es que en cepas portando este tipo de
amplificacién, se observaron una serie de elementos circulares gque
corresponden a monémeros y multimeros de una estructura
pifHa-vector. Estos elementos se presentaron solamente al ejercer
selecciones para amplificacién, desapareciendo en su ausencia. 1a
abundancia de estos elementos se incrementa en relacién directa al
grado de amplificacién. Estas cobservaciones sugieren due el
mecanismo de amplificacién que est& operando en este caso es uno de
escisién y reinsercién de moléculas circulares.



INTRODUCCION

Uno de los principales factores limitantes para el crecimiento
de las plantas es 1la disponibilidad de nitrégeno disuelto en el
sueloe. El nitrégeno gaseoso constituye aproximadamente el 80% de
la atmésfera. Sin embargo, 1la capacidad para asimilar este
compuesto esencial de numercsas moléculas biclégicas se restringe a
unos cuantos grupos deé organismos procariontes. Algunas plantas
lequminosas han resuelto este problema al desarrollar una
asociacidén especial con bacterias fijadoras de nitrégenoc del género
Rhizobium. Las bacterias del género Rhizobium son bacterias del
suelo, gram-negativas, capaces de establecer una relacién
simbiéntica con las raices de ciertas plantas legumincsas y en la
que las bacterias se caracterizan por fljar nitrégeno. Esta
caracteristica ha promovide numeroses estudios morfolégicos 'y
genéticos tanto en la planta como en la bacteria asi como de la
interaccién entre ellas. Desde el punte de wvista morfolégico, la
relacién simbiéntica consiste en una serie de estadios
caracteristicos. Estos incluyen la deformacién de los pelos

radiculares de la planta; la subsecuente invasién de estos pelos



por las bacterias que crecen y penetran a través de un hilo de
infeccidén originado a partir de tejidos vegetales; iniciacién de la
proliferacién de las células corticales de la rafz; la elaboracién
de la forma de un nédulo por continuas divisiones celulares; la
liberacién dentro del nédulo de las bacterias y, finalmente, la
diferenciacién de las bacterias a bacteroides asi como 1la
cooperacién entre los simbiontes para llevar a cabo la fijacién del
nitrégeno y su asimilacién (Long, 1989).

Recientemente, el proceso de fijaci6n simbiéntica de nitrédgeno
ha atraido gran interés debide a varias caracteristicas. Entre
ellas podemos mencionar gue este proceso es una de las principales
entradas al ciclo del nitrégeno. Desde el punto de vista
ecolégico, es interesante el estudio de esta relacién sobre el
papel gue juega en la ecologia global del cicle del nitrégeno asi
como en estudios de supervivencia y competencia entre diferentes
especies de Rhizobium (Triplett, 1990).

Otra caracteristica que ha recibido mucha atencién es la
especificidad biolégica de la interaccién ya que el intercambio de
sefiales para establecer 1la simbiosis debe ser emitido y
descodificacdo por organismos pertenecientes a dos reinos
biolégicos diferentes (Long, 1989; Martinez et al, 1990).

Eh estudios de diferenciacién celular, la relacién
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Rhizobium-leguminosa es interesante porque implica dos procesos de
diferenciacién: la planta debe llevar a cabo 1la diferenciacién de
un grupo de células radiculares para producir un nédulo; 1la
pacteria debe diferenciarse a bacteroide lo que implica un cambio
tanto estructural como funcional (Rolfe y Gresshoff, 1888).

En lo que se refiere a la cooperacién en la simbiosis, cabe
mencionar algunos de los cambios metabdlicos que suceden y que han
despertado interés en la comunidad cientifica: la bacteria detiene
sus vias de asimilacién de amonio para asi poder exportarlo; la
planta dona fuentes de carbono para satisfacer los requerimientos
de los bacteroides y la sintesis en conjunto entre ambos simbiontes
de una molécula que permitird el acceso regulado de oxigeno para
evitar la inactivacién de la nitrogenasa (Layzell et al, 1990).

Finalmente, la fijacién simbidntica de nitrdgeno presenta
también ' interés desde el punto de vista biotecnolégico ya que
representa una forma natural y no contaminante de satisfacer los
requerimientos nitrogenades de algunos cultives para consumo
humano. La investigacién b4sica ha emprendide estudios en ramas
como la modificacién genética de la planta (Phillips y Teuber,
1985) o de la bacteria (Ronson et al, 1990) para mejorar la
capacidad de fijacién de nitrégeno.

En esta dltima década, se han hecho grandes esfuerzos para
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comprender la dinimica de varias especies de Rhizobium y de su
genoma. En particular, han recibido mucha atencién los caracteres
que son relevantes para sus propiedades simbidnticas ya que
contribuyen a un mejor entendimiento de su funcionamiento, del
funcionamiento de otras interacciones y proveen, generalmente, de
herramientas para la manipulacién genética de este y otros
sistemas. Adends de la importancia que puede tener la relacién
planta-bacteria desde el punto de vista de la interaccién misma, la
simbiosis de fijacién de nitrégeno tiene gran potencial para la
aplicacién agricola (Sprent, 1986).

A través de numerosos estudios genéticos, se ha identificado
toda una serie de genes esenciales para la nodulacién (genes pod) y
para la fijacién de nitrégeno (genes fix y nif) en Rhizobium
(Martinez et al, 1990)}. En los Rhizobium de crecimiento répido (R.
trifolii, R. leguminosarum, R. meliloti, R. fredii, R.
phaseoli) estos genes se encuentran en megapldsmidos llamados
plasmidos simbiéntices (Sym) o pSym , mientras que en otras
especies fijadoras de nitrégeno (Klebsiella neumoniae,
Bradyrhizobium japonicum) los genes correspondientes se encuentran
en el cromosoma (Martinez et al, 1990).

Deseamos recordar aqui que, ademds de los factores sexuales

(episomales) que poseen los genomas bacterianos existen otros
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elementos cromosémicos circulares que se duplican libremente y que
se denominan plasmidos., Su tamafio es variable y son portadores de
uno a tres genes los pequefios y los grandes son portadores de un 10
a un 20% del cromosoma principal. Entre los plésmidos mds comunes
se encuentran los factores de transferencia de resistencia (FTR)
gue confieren resistencia mdltiple y simultidnea a variles
antibiéticos. Los plésmidos pueden presentarse en copias miltiples
{10 a 50) y su duplicacién es independiente de la del elemento
cromosémico principal.

La fijacién de nitrégeno se lleva a cabo a través del complejo
enzimdtico de nitrogenasa. Este consta de dos componentes: la
nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa. La nitrogepasa, o proteina
FeMoCo se compone de dos subunidades g y dos subupidades B Y
requierc de hierro y molibdeno para su actividad. La nitrogenasa
reductasa, proteina Fe, se compone de dos subunidades idénticas y
requiere de hierro y ATP para su funcionamiento. En el mecanismo
de la reaccidn, la nitrogenasa reductasa es reducida y ésta a su
vez reduce a la nitrogenasa con gasto de ATP. La nitrogenasa,
reducida, es, entonces, capaz de ceder los electrones necesarios
para convertir el nitrégeno gaseoso en amonic. Por cada molécula
de nitrégeno captada se producen dos de amonio y se consumen siete

de ATP.



Hasta la fecha, se han descrito 21 genes implicades en la
biosintesis y regulacién del complejo enzimdtico nitrogenasa en K.
pneumoniae (Arnold gt al, 1988). Algunos de estos genes se
encuentran también en R. phaseoli (Martinez et al, 1990). El gen
que codifica para las dos subunidades de la nitrogenasa reductasa
es DnifH, el gque codifica para las dos subunidades a de la
nitrogenasa es nifh y pifK codifica para las dos subunidades B de
la nitrogenasa.

El genoma de R. phaseoli CFN42, el simbionte del frijol
{Phaseolus vuldaris L.) se encuentra dividido en varios replicones
que incluyen el cromosoma y seis plasmidos. Los genes nod y pif
que se han identificado en esta especie se localizan en un
megapldsmido, o pSym, de 390 Kb (Fig. 1) {(Prakash et al, 1981;
Hombrecher et al, 1981; Rosenberg et al, 1981; Girard et al, 1991).
otra caracterfstica interesante del genoma de Rhizobium es 1la
presencia de grandes cantidades de DNA reiterado. En R, phaseoli,
se ha estimado en 700 el namero de elementos reiterados
perteneciendo a 200 familias diferentes (Flores et al, 1987). En
particular, en R. phaseoll, los genes estructurales de la
nitrogenasa estén reiterados. El gen pifH estd reiterado tres
veces Yy los genes nifp y pifX dos veces (Quinto gt al, 1985).

a4,

Estas reiteraciones se encuentran todas en el pSym en tres regiones



0i.- Esquema del plasmido simbiéntico de R. phaseoli CFN42. ILa
localizacidn y extensién relativas de las regiones pifHa, pifHb y
nifHe estdn indicadas por los bloques. las flechas indican 1a
orientacién de cada regién.



definidas: en las regiones "a" y "b" los tres genes forman un
operén pifHDK y en la regién "c" sdlo se encuentra la tercera
reiteracién de nifH (Segovia, 1988). El an&lisis de las moléculas
heterodiiplex de las regiones "a" y "b" revela que comparten un
segmento homblogo de por lo menos 4.7 Kby que ambas regiones
comparten 1.3 Kb de homologia con la regién "¢" (Fig. 2)(Quinto et
al, 1985). Se sabe, ademds, que la presencia de ambos operones
nifHDK es necesaria para optinizar el proceso de fijacién de
nitrégeno ya que cepas derivadas de R. phaseoli que llevaban
mutaciones en el gen nifH de uno de los operones tenian una menor

capacidad de fijacién que la silvestre. El efecto se vié ain mis

ot

acentuado cuando ambos operones portaban la mutacién (Romerc et a

1988).

La presencia de secuencias de DNA reiteradas no es una
caracteristica exclusiva de R. haseoli; otros miembros de la
familia Rhizobiaceae poseen secuencias reiteradas e incluso se

presentan en Agrobacterium tumefaciens (Flores et al 1987; Martinez

et al, 1990). En otros organismos y recientemente en R, phaseoli

se ha demostrado que la presencia de secuencias reiteradas puede
dar lugar a rearreglos genémicos como adiciones, deleciones
inversiones y amplificaciones (Anderson & Roth, 1981; Petes & Hill,

1988; Romero et al, 1991).

a2,
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02.~ Mapa fisisco de las regiones pjifHa, nifd y niflic de R,
phaseoli CFN42. La 1inea vertical punteada delimita las zonas de
homologia entre las regiones. El blogue negro representa la
secuencis codificadora de nifH. B: Bamyl.
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Se han observado frecuentes rearreglos gendmicos en distintas
especies de Rhizobium, incluyendo B, japonicum, R. Ltrifolii y R.
phaseoli. Estos rearreglos pueden afectar las propliedades
simbiénticas de estos organismos tanto en nodulacién como en
fijacién de nitrégenoc (Berry & Atherly, 1984; Djordjevic et al,
1982; Flores et al, 1988; Hahn & Hennecke, 1987; Kaluza gt al 1985;
Romero et al, 1991; Soberén-Chévez et al, 1986). Sin embargo, los
meranismos moleculares que dan lugar a estos rearreglos han sido
poco estudiados.

Para tratar de esclerecer los mecanismos moleculares
invelucrados en la generacién de rearreglos gendémicos en R.
phaseoli, Romero et al (1991) disejiaron un sistema que permite
la seleccién positiva de eventos de amplificacién y delecidn con
sd6lo  variar las condiciones de seleccién. Encontraron
amplificaciones del sector de 120 Kb gque estd comprendido entre las
regiones pnifHa y nifHb y proponen que son el resultado de eventos
de entrecruzamiento desigual o de escisién y reinsercién de un
circulo de 120 Kb en los gue las reiteraciones nif en orientacién
directa juegan el papel principal en la recombinacién gque genera
los rearreglos.

La recombinaciébn entre secuencias homdSlogas ha sido més

estudiada en otras bacterias como Escherichia ¢eoli, Bacilus
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subtillis, Streptomyces (Young & Hranueli, 1988) entre otras. En
numerosos estudios de ingenieria genética en estos organismos, y
como veremos a contihuvacién, en R. phaseoli , se ha empleada la
técnica de integracién de plésmidos al cromosoma por medio de la
recombinacién hombloga, Por lo general los plésmidos empleados son
pequefios y presentan las siguientes caracteristicas (Fig. 3}):
-Carecen de un origen de replicacién gque funcione en el organismo
blanco (en cuyo genoma se van a integrar) y por lo tanto no se
pueden replicar autdénomamente en é1;
~Llevan secuencias de DNA homdlogas a secuencias del genoma blanco
en las que se van a integrar por recombinacién homdloga;
~Son portadores de un marcador genético que puede ser seleccionado
o visualizado en el organismo blanco; por 1o general se emplean
genes de resistencia a antibidticos;
~Se replican en un hospedero diferente al blanco;
~Portan un gen marcador que puede ser utilizado en este tltimo
hospedero para su propagacién;
~Tienen una secuencia de movilizacién para conjugacién (mob) que es
la que lleva a cabo la transferencia del plasmido en la conjugacién
cuando las funciones de transferencia (tra) le son provistas en
trang {(Martinez et al, 1930; Dowds et al, 1988).

Si un plésmido con estas caracteristicas es conjugado con R.
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rdetx

rdety

mob

oriy

03.~ Esquema de un plésmido integracional. rdetx: determinante de
resistencia a antibiético en el organismo %; rdety: determinante de
resistencia a antibiético en el organismo y; oriy: origen de -
replicacién funcional sélo en el organismo y; mob: secuencia para
movilizacién en conjugacién. (Tomado de Dowds et al, 1988).
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seplli se pueden seleccionar transconjugantes resistentes al
antibiético gue son el restltade de la integracién del plésmido por
recombinacién hombloga en el genoma del nueve hospedero (Fig. 4).

Esta técnica es sumamente dtil ya que por medio de ella se
pueden realizar estudios de mapeo genético, clonacidn, construccidn
de cepas, mutagénesis, se puede manipular el genoma para crear
duplicaciones, deleciones, amplificacidn génica, as{ como generar
opercnes y fusiones (Dowds et al, 1988}.

Cuando  la integracién ocurre por un solo evento de
recombinacién reciproca el plésmido gueda flangueado por secuancias
repetidas directas (Fig, 4). Al emplear concentraciones de
antibiético superiores a las que puede tolerar una sola copia del
gen de resistencia, se pueden seleccionar células que hayan sufrido
amplificacién ., La unidad de amplificacién incluye una de las
repeticiones y 1la regién localizada entre las dos reiteraciones.
El grado de amplificacién se relaciona directamente con la
concentracién del antibiético en el medio y por lo tanto el nimero
de copias del gen clonado se puede controlar (Dowds et al, 1988).

Existen dos mecanismos por los gue la amplificacién puede
suceder . El primero sucede por entrecruzamiento desigual entre
secuencias reiteradas (Fig. 5) en una molécula en replicacién y la

resolucién del cointegrado por otro evento de recombinacién



04.~ Representacién esquenmitica de la integraci6n de un plésmido
circular al genoma por medio de una recombinacién reciproca. Las
flechas delgadas indican la orientacién del gen.



Se pierde

05.~ Modelo de amplificacién por

entrecruzaniento desigual,
£l entrecruzamiento desiqual
entre dos reglones pifHa en
una molécula parcialmente
replicada genera, después de
completar la replicacibn y la
resolucién, dos moléculas
plasmidicas: una lleva una
duplicacidén del sector
comprendido entre los puntos
de recombinacifn y la otra es
un plasnido simbiéntico
silvestre. En la
segregacién, las células que
lleven al pSym silvestre se
pierden ya gue la seleccién
es hacia aquellas células que
resistan al antibistico. Leos
blogues hachurados
representan regiones nif
hibridas, Los blogue blancos

representan regiones pif
silvestres. Los Dbloques
neqros representan las

secuencias del pSUP202 donde
se localiza el determinante
de rasistencia al
cloramfenicol,

~

Se plerde
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(Anderson & Roth, 1981; Dowds et al, 1988; Peterson & Rownd, 1985;
Romero et al, 1991; Young & Hranueli, 1988) . El entrecruzamiento
desigual genera la duplicacién de todas las secuencias comprendidas
entre los puntos de recombinacién. La resolucibn del cointegrado
genera, siempre, ademds de la molécula amplificada, una molécula
que no lleva ningln determinante de resistencia al antibiético.
Como la seleccidn es sSlo para aguellas moléculas resistentes al
antibiético, la molécula gue no lleva el determinante se pierde en
la segregacién. La extensién de la amplificacién depende de la
distancia entre los puntos de recombinacién. El sector amplificado
queda arreglado en tandem.

El segundo nodelo es el de escisién y reinsercién de
elementos circulares (Romero et al, 1991; Spies & Laufs, 1983;
vYagl & Clewell, 1977; Young & Hranueli, 1988). En este modelo, se
escinde wuna melécula circular por recombinacién entre regiones
reiteradas (Fig. 6). El elemento circular estd formado por las
secuencias contenidas entre 1los puntos de recombinacién. El
elemento circular puede ser el plasmido integracional (Fig. 6) o
ser un circulo de 120 Kb (Fig. 7). La amplificacién se debe a la
reinsercién de este elemento circular, igualmente por recombinacién
hombéloga, en una segunda meolécula existente en la célula. La

reinserci6én del elemento circular puede suceder en cualquiera de
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06.- Modelo de amplificacién por
escisién y reinsercién de
elementos circulares. Una
recombinacién intramolecular
entre las regiones pifHa
reiteradas genera una
molécula pSym normal y un
pequefio circulo de 17 Kb de
tamafio. La recombinacién
homéloga intermolecular entre
el circulo de 17 Kb y una
copia del pSym/pLD108 da
lugar a la amplificacién de
las 17 Kb. En la segregacién,
las células gque lleven al
pSym silvestre se pierden ya

a que la seleccién es hacia

¢ aquellas células que resistan

al antibidtico. La parte

b inferior de la figura ilustra

la posibilidad de que puedan

e V///j darse pasos sucesivos de
0 a N amplificacién a través de

b este modelo. Los bloques

¢ hachurados representan

;><; regiones nif hibridas, Los

] o b bloques blancos representan
regiones nif silvestres. Los

“/// blogues negros representan
las secuencias del pSUP202

donde se localiza el

a Q determinante de resistencia
al cloramfenicol.

efc.



07.~ Modelo de amplificacifn por escisién y reinsercién de elementos
circulares, Una recombinacién intramolecular entre una de las
regiones pifHa reiteradas y 1la regién nifHb genera un circulo de
aproximadamente 120 Kb y otro de 270 Kb, La recombinacién hombdloga
entre el circulo de 120 Kb y otra molécula pSym/pLD108 da lugar a la
amplificacién de las 120 Kb del circulo. En la segregacibén, las
células que lleven el circulo de 270 Kb se pierden ya que la
seleccién es hacia aquellas células que resistan al antibiético.

Los bloques hachurades representan regiones nif hibridas, Los
blogues blancos representan regiones nif silvestres. Los bloques

negros representan las secuencias del psUP202 donde sge localiza el
determinante de resistencia al cloramfenicol.
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las regiones homblogas a €1 que encuentre en la segunda molécula
(Figs. 6, 7 Yy 8). En la segregacidén se selecciona hacia 1las
células gque hayan recibido la molécula con el mayor nimero de

copias del determinante de resistencia al antibiético.
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08.~ Modelo de amplificacién por escisién y reinsercién de elementos
circulares. Una recombinacién intramolecular entre las regiones
nifHa reiteradas genera upa wolécula pSym normal y un peqguefio
circulo de 17 Kb de tamafio. La recombinacién homéloga
intermolecular entre el circule de 17 Kb y la regién pifHb de una
copia del pSym/pLD108 da lugar a la amplificacibén de las 17 Kb pera
con la formacidén de dos bandas hibridas: una lleva el extremo 5/
nifHa y el extremo 3’/pifHb y la otra lleva el extremo S'piftib y el
extremo 3’pifHa. En la segregacidn, las células que lieven al pSym
silvestre se pierden ya que la seleccidn es hacia aguellas células
que resistan al antibidtico. Los blogues hachurados representan
regiones nif hibridas. Los bloques blancos representan reqgiones pnif
silvestres. Los bleogues negros representan las secuencias del
p5UP202 donde se localiza el determinante de resistencia al
cloramfenicol.
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es comprender algunos de los
mecanismos que pudieran contribuir a la inestabilidad genética de
R. phaseoli utilizando un enfoque experimental que permite
seleccionar hacia 1la generacién de amplificaciones en el psym; y
proponer un mecanismo molecular como el mis viable en los eventos

observados.



MATERIALES Y METODOS

1.- Cepas bacterianas
Las cepas bacterianas que se emplearon son las siguientes:
Rhizobium phaseplj CFN42
Escherichia coli HB101

Escherjchia coli $17-1

2,~ Medios y condiciones de cultivo
Para la realizacién de los experimentos, las células se
cultivaron en los siguientes medios de cultivo y condiciones:
a)E. g¢oli. El medio utilizado para el cultivo de E. coli fué el
caldo Luria (Miller, 1972) (1% peptona, 0.5% extracto de levadura,
1% NaCl). En caso de ser cultivo sélido se agregé agar en un 1.5%.
Estas cepas se incubaron de 18 a 24 horas a 37¢C.
b)R. phaseoli. Para el cultivo de R. phaseoli se emple6 el medio
PY (Noel et al, 1984) (0.5% peptona, 0.3% extracto de levadura).

L4
El medio se suplementd con CaCl, 7mM después de ser esterilizado.

2

En caso de ser cultivo s6lido se agregé agar en un 1.5%. R.
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phaseoli se incubd de 2 a 7 dias a 30@C.

Los medios, previamente esterilizados, fueron suplementados,
en caso necesario, con los antibi6ticos a las concentraciones que
aqui se mencionan:

Ampicilina (Ap).csvsssvssacesssss 100 pg/ml
Cloramfenicol (cm) 15, 30, 45, 60, 75 pg/ml

Acido Nalidixico (Nal) «esereeseses20 pg/ml
Espectinomicina (Sp) +evevsvssssss100 pg/ml

Tetraciclina (Tc} ......s.0vvve0.+.10 pg/ml para E. coli

veeseserseseasaeo.4d pg/ml para Re phaseoli

Aislamiento de plésmidos.

Los plasmidos presentes en las cepas de E. coli se aislaron
por el método de lisis alcalina (Maniatis et al, 1982). Se crecié
un cultivo en liguido de la cepa hasta su fase estacionaria. Se
centrifugaron 1.5mnl del cultivo en tubo Eppendorf. La pastilla se
resuspendié en 100 i de solucién I (glucosa  50mM,
etilen-diamin-tetraacetato disédico (EDTA) 10mM, Tris-HCl 25mM pH8,
lisozima 5 mg/ml). Se incubé cinco minutos a temperatura ambiente
y se le afiadieron 200 pl de solucién IT (NaOH 0.2N, SDS 1%), se
nezcld por inversién y se incubé cinco minutos a 48RC.  Se

agregaron, entonces, 150 pl de solucién III (Acetato de potasio
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3M). Se incub§ la mezcla cinco minutos a 49C, se desechd la
pastilla y el sobrenadante se extrajo tres veces con una mezcla FCI
(fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, 24:24:1) y tres veces con CI
{cloroformo- alcohol iscamflico 24:1). Se midi6 el volumen de la
fase acuosa y se le agregd 1/25 del volumen de NaCl S5My 2
volmenes de etanol absoluto. Se dejé precipitando por 1lo menos
upa hora a -702C. El tubo se centrifugé y la pastilla conteniendo
los Acidos nucleicos se lavé tres veces con etancl al 70% . Se secé
en una microfuga equipada con vacio Savant, y se resuspendié el DNA
en una solucién de TE/RNasa (Tris-HCl iomM, EDTA imM, RNasa 20

pg/ml).

Aislamiento de DNA total de cepas de Rhizobium

La cepa se cultivé en 5 nl de medio ligquido hasta su fase
estacionaria. Se cosecharonn los 5 ml de cultivo en tubos
Eppendorf y se lavaron con una solucién de TE 50/20 (Tris HCl 50mM
pH8, EDTA 20mM). La pastilla se resuspendié en 400 pl de TE 50/20,
50 pl Pronasa (Proteasa 5 mg/ml predigerida una hora a 37¢C), y 50
pl de SDS 10% (dodecil sulfato de sodjo disuelto en TE 50/20 pHB8).
Se mezclé y se incub6 durante una hora a 37¢C. Esta mezcla se
extrajo tres veces con FCI y tres veces con CI. La fase acuosa se

midi6 y se le agregé para precipitar el DNA 1/10 del volumen de
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acetato de sodio 34 y 2.5 voldmenes de etanol absolute., E1 DNA se
precipité por 1o menos durante una hora a -209C. Se centrifugé, la
pastilla se lavé tres veces con etanol al 70% y se secd en una
microfuga equipada con vacic $avant, El DNA se resuspendié en una

sclucién de RNasa 20 pg/ml en TE 10/1 pHB.

Transformacién de E. coli (Maniatis et al, 1982)

Se crecieron las células a tranformar en medio liguido LB
hasta su fase estacionaria. Este cultivo se diluyé 1 a 200 y se
incubsé hasta alcanzar una absorgancia de 0.5 de a 600nm (fase
exponencial). Enseguida se cosecharon las células por
centrifugacién a 10000 rpm (rotor Sorvall HB-4) por cinco minutos a
52C, El sobrenadante se descarté y la pastilla se resuspendié
suavemente en una solucién de NaCl 10mM a 52C. Se centrifugd, se
descartd el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en el
amortiguador de transformacién (CaCl2 75mM, Tris-HCl SmM pH7.4 ,
chlz 5mM) recién preparado a 5°C. Las células se incubaron 20
minutos en hielo, se centrifugaron a 10000 rpm por cinco minutes a
5eC, se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en un
mililitro de amortiguador de transformacién fresco por cada 100 ml
de cultivo inicial. A 200 yl de suspensitn de células se les

agregaron de 50 a 100 ng del DNA con el que se va a transformar la
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cepa. Esto se incubé por 60 minutos en un bafo de hielo,
calentdndose, posteriormente, a 429C durante un minuto. La mezcla
se diluy6 en tres mililitros de medio LB y se incubd sin agitacién
durante tres horas a 37 @C. Los tres mililitros de cultivo se
esparcieron epn cajas de petri con medie selectivo (100 ul de
cultivo por caja) y se incubaron 18 a 24 horas a 37%C. Como
contrel se hizo lo mismo con 200 ul de células, pero no se les
agregd el DNA. Los narcadores de las células transformantes se

verificaron por la técnica de picado en réplica.

Cruzas

Se cultivaron 5 ml de las cepas donadora y receptora hasta su
fase estacionaria. Las células se cosecharon por centrifugacién y
se lavaron con una solucién de Hgso4 10mM. La suspensién se
centrifugé y se resuspendieron las células en 3 ml de 1la misma
solucién. Se esparcieron por separado en cajas de petri con medio
PY 100 ul de 1la cepa receptora, 50 ul de la donadora y una mezcla
de donadora-receptora a una tasa de 0.5:1, Se incubaron a 300C
durante 24 horas. De cada caja, se cosecharon las células en 5 ml
de Mgso, 1OmM-Tween 0.01%, se hicieron las diluciones necesarias y

se colocaron en medio selectivo . Los controles se esparcieron por
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gota en sus marcadores naturales a fin de evaluar sus cuentas
viables. Los marcadores de las células transconjugantes se

verificaron por la técnica de picado en réplica.

Endonucleasas de restriccién y condiciones de digestién

El DNA fué digerido con diferentes enzimas de restriccién
segin las indicaciones sugeridas por el fabricante (Amersham
Corp.), excepto que se utilizaron a una concentracién de 4 u/pgDNA

para DNA total Yy 6 u/pgDNA para plasmidos

Visualizacién de megaplismidos por la técnica de Eckhardt.
{Eckhardt, 1978)

Se hizo un cultivo 1liguido de las células hasta su fase
exponencial temprana. Se  colecté 1 ml del cultivo por
centrif&gacién en tubos Eppendorf. La pastilla se resuspendidé en
0.5 ml de una solucién de Sarcosyl {lauryl- sarcosinato)0.1% en TE
50/20 pH8 y se volvié a centrifugar. Se descartd el sobrenadante y
se lavé la pastilla en TE 50/20. Se centrifugd y 1la pastilla se
resuspendié suavemente en 4C pl de soluci6n A ( lisozima 7500 u/ml,
RNasa 0.3 u/ml, azul de bromofenol 0.05%, xylene cianol 0,05%,
ficoll 400,000 20% en solucién TBE 1X ). La suspensién se depositd

suavemente en los pozos de un gel de agarosa 0.7% en TBE 1X. A
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cada pozo se agregaron 40 il de solucién B (Ficoll 400,000 10%, SDS
0.2% en TBE 1X) y 100 Pl de solucién ¢ (Ficoll 400,000 5%, SDS 0.2%
en TBE 1X). Los pozos Se sellaron con agarosa 0.7% y el gel se
corri6é en TBE 1X por una hora a 8mA por gel y 4 horas a 40mA por
gel a corriente constante .

Los geles se tifieron 15 minutos en una solucidén de bromuro de
etidio 1 pq/ml y se fotografiaron sobre una lampara de luz

ultravioleta (Fotodyne) con pelicula Kodak Panatomic.

Electroforesis de DNA total, (Maniatis et al, 1982)

El DNA previamente digerido se analizé en geles de agarosa 1%
(15x15x0.3 cm) en Tris-Acetatos-EDTA 1¥ (Tris acetatos 40 mM pH8,
EDTA 1 mM) a 30 Vv durante 12 a 16 horas, voltaje constante. Los
geles se tifieron 15 minutos en una solucién de bromuroc de etidio 1
pg/ml y se fotografiaron sobre una lampara de luz ultravioleta

(Fotodyne)} con pelfcula Kodak Panatomic .

10.~ Transferencia a nitrocelulosa por el método de Southern.
(Maniatis et al, 1982)
El DNA de los geles se transfirié a membranas de nitrocelulosa

Hybond ¢ Extra (Amersham Corp.) por el método de Southern . Los
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geles se lavaron 30 minutos en HCLl 0.25N, 30 minutos en NaoH 0.5N
Nacl 1.5 y 60 minutos en Tris 0.5M NaCl 1.5M. E1 gel se colocd
entonces entre dos membranas de nitrocelulosa embebidas en una
solucién de SSC 6X (SSC 20X es citrato de sodio 1.5M y NaCl 3M ) y
se dejd que el DNA se transfiriera a las membranas durante 12
horas, Posteriormente el DNA se fijé a las membranas por
incubacién durante 2 horas a 802C en un horno equipado con vacio

(Labline DuoVac Oven),

11.- Hibridizacién
Detectores

Los detectores utilizados fueron el plasmido pSUP202 (Fig.
Q)(simon et al, 1983), el fragmento Sall de 0.27 kb del gen pifH de
R. phaseoli (Fig. 10) (Quinto et al, 1985)., Este detector fue
purificade y amablemente proporcionado por Ma. de L. Girard.
Marcaje radiactivo.

El marcaje radiactivo de los probadores se realizé con
32P-ac.-CTP por la técnica de ‘nick translation" (Maniatis et al,
1982) segln las especificaciones sugeridas por el fabricante
(Amersham Corp.)

Condiciones de hibridizaci6n (Maniatis et al, 1982).



09.~ Esquema del plésmido psSUP202. Ap: gen de resistencia a
amplicilina; cm: gen de resistencia a cloramfenicol; Tc: gen de
resistencia a tetraciclina; ori: origen de replicacién; mob:
secuencia para movilizacién. B: BamHI; E: EcoRI; P: PstI; H:
HindIIX; S: Sall. (Tomado de Simon et al, 1983).
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10.~ Esguema de la regién pifHa donde se muestra el fragmento Sall
de 0.27 Kb gque se utilizd como detector., La porcidp hachurada
representa la secuencia que codifica para el gen pifH. El recuadro
de abajo delimita el fragmento empleado come detector. B: BamHI;

E: EcoRI; §: Sall.



34

Las hibridizaciones se llevaron a cabo en condiciones de alta
severidad (bajas concentraciones de sales, alta temperatura). Las
soluciones empleadas para prehibridizacién fueron las siguientes:
Denhardt 10X (denhardt 100X es 2% ficoll, 2% BSA (alblimina de suero
de bovino), 2% PVP (polivinil pirrolidona) en H20), amortiguador de
fosfatos 0.1 (NaH,PO, 0.5M, Na,HPO, 0.5M, PH6.7), SSC 5X y DNA
desnaturalizado de esperma de salmén (100 ug/ml). Las membranas se
prehibridizaron por lo menos durante dos horas a 65%C al cabo de
las cuales la mezcla de prehibridizacién se sustituyé por la de
hibridizacién. La mezcla de hibridizacién fué igual a la de
prehibridizacién pero se le agregd6 el detector marcado
radiactivamente. _Las membranas se hibridizaron durante 12 horas a
65eC. Al término de esta incubacién las membranas se lavaron, con
agitacién, para eliminar el exceso de marca. Los lavados fueron:
15 minutos en solucién S5C 2X~SDS ( dodecil sulfato de sodio) 0.1%
a temperatura ambiente; dos a tres lavados de 30 minutos cada uno
en una solucién de S5SC 0.1X-SDS 0.1% a 559C y dos lavados de 15
minutos en solucién de SSC 0.1X. Posteriormente, las membranas se
dejaron secar a temperatura ambiente y se montaron en cassettes
para autorradiografia.

d) Autorradiografia

Las placas de radiografia Kodak (X Omat K) se expusieron a



35

membranas hibridizadas en cassettes de radiografia y 1la
autorradiografia se 1llevé a cabo a =-709C utilizando pantallas

intensificantes.

12.- Andlisis de perfiles de hibridizacién por densitometria

Para evaluar el namero de copias de una banda con respecte a
otras en una autorradiografia se utilizé un densitémetro de barrido
GS300 y el sistema de andlisis de datos GS350 de Hoefer Scientific

Instruments (San Francisco, Ca.).



RESULTADOS

Fl plasmido plLD108 (Fig. 11) forma parte de un bance genémico
del DNA de R. phaseolj que esta clonado en el vehiculo pSUP202

(Fig. 9) y que se mantiene en la cepa de E. coli HBi0l. La

construccién consiste en dque el pSUP202 lleva insertado en su sitio
dnico de BamHI, inactivando el gen de resistencia a Tetraciclina
del vehiculo, un fragmento BamHI del pSym de R. phaseoli CFN42 de 9
Kb que contiene la regién pifHa completa (Fig. 2). El pLD108 se
empleé como el pldsmido integracional ya que reune las
caracteristicas de éste (Fig, 3) para R. phaseoli: carece de un
origen de replicacién funcional en R. phaseoli; lleva una
secuencia de DNA homéloga al genoma de R, phaseoli (nifHa); porta
un marcador genético de resistencia a Ap que se utiliza para su
propagacién en E. coli; lleva un marcador genético de resistencia
a Cm que puede ser visualizado en R. phaseoli; se replica en E.

coli; tiene una secuencia mob para movilizacién en conjugacién

cuando la funcién tra le es provista en trans.
Hemos empleado el sistema de transferencia e integracién del

pLD108 para profundizar en el estudio del papel que 3juegan
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11,- Esquema del plésmido pLD108, Cm: gen de resistencia a
cloramfenicol; Ap: gen de resistencia a amplicilina; Tc: gen de '
resistencia a tetraciclina; ori: origen de replicacién para E.

¢oli; mob: secuencia para movilizacién; B: BamHI.
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secuencias reiteradas en la generacién de rearreglos gendmices, en
particular de amplificaciones, en R, phaseoli.

El pl&smido pLD108 se mantiene para su propagacién en la cepa
de E. ©coli HB101. Sin embargo, no es posible hacer la
transferencia del pldsmido de esta «cepa a R. phaseoli por
conjugacién porque la cepa HB101 no provee de la funcién de
transferencia. Por esta razon ha sido necesarjo extraer por el
método de lisis alcalina al pLD108 de la cepa HB10l y transformar a
la cepa S17-1 con este  DNA. La transformacién de células
competentes se realizé por el método de cloruro de calcio. Una vez
que el pldsmido pLD108 se encontrd en la cepa S17-1 se procedid a
establecer la cruza entre R, phaseolj Yy S17-1/pLD108. La
transferencia del pldsmido pLD108 si puede ser posible desde la
cepa 517-1 ya que esta cepa es capaz de proveer la funcién de tra
en trans. La cruza se realizd segin las indicaciones mencionadas
en material y métodos y la seleccién de transconjugantes se llevd a
cabo en cajas de petri con medio de cultivo PY suplementade con Nal
20 pg/ml y €m 15 pg/ml.

La cepa de R. phasecli CFNX115 es la resultante de 1la cruza
entre la cepa CFN42 y la cepa 517-1/pLD108, El anélisis del perfil
de plasmidos de la cepa CFNX115 (Fig. 12A carril 2) revela que la

banda correspondiente al pldsmido simbiéntico ha desaparecido. S5in
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12.- Perfil de plésmidos de las cepas CFN42 (Carriles 1) y CFNX115
(Carriles 2). A: tincién con bromuro de etidio; B: hibridizacién
de A contra el detector intraH; C: hibridizacién de A contra el
detector pSUP202. La flecha indica la posicién del pSym de la cepa
CFNA2,
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embargo, la hibridizaciun del perfil contra el detector intraH
muestra que el plasmido simbiéntico de la cepa CFNX115 si estéd
presente en la cepa (Fig. 12B carril 2) aunque muestre un peso
molecular mis elevado que la silvestre. Ademis, la hibridizacién
del perfil que mostramos en el panel A de la figura 12 contra el
detector pSUP202 (Fig. 12¢C carril 2) indica que efectivamente el
plésmido pLD108 se integrd al genoma de R. phasecli en algln punto
del plasmido simbiéntico ya que la localizacidén de la banda que
hibridiza contra este detector es igual a la que hibridiza contra
el detector intraH.

La estructura generada por el evento de iptegracién del
plasmido pLD108 puede facilitar 1la ocurrencia de rearreglos
gendmicos como amplificaciones. Por esto hemos decidido someter a
la cepa CFNX115 a concentraciones de Cm més elevadas para provecar
eventos de amplificacién.

Al subcultivar la cepa CFNX115 en medio con 30 pg/ml de Cm se
obtuvieron colonjas resistentes a una frecuencia de 1 (Fié. 13),
Se analizaron dos colonias de la cepa resultante, representadas por
la cepa CFNX130.

Cuando la cepa CFNX115 se subcultivé en medio con 45 pg/ml de
Cm se obtuvieron colonias resistentes a una frecuencia de 7.6 *

-2 . s ; :
10 (Fig, 13)., El1 anédlisis de las colonias resistentes se
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13.- Frecuencia de obtencién de colonias derivadas de la cepa
CFNX115 resistentes a diferentes concentraciones de cloramfenicol.
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dividié en dos cepas representativas: CFHX145 y CFNX245.
El subcultivo de la cepa CFNX115 en 60 y 75 ug/m) de Cm
resulté en la obtencién de colonias resistentes a una frecuencia de

g+ 10

y 2.4 * 10-3 (Fig. 13) respectivamente. Las cepas
resultantes est&n representadas por las cepas CFNX160 y CFNX175
respectivamente.

El andlisis del perfil de pldsmidos de la cepa CFNX1l5 y sus
derivadas se muestra en la figura 14. En la tincién con bromuro de
etidio {Fig. 14 A) podemos apreciar gue igual que en el caso de la
cepa CFNX115 (Fig. 14 A carril 2) en ninguna de las derivadas
(Fig. 14 A carriles 3 a 7) es evidente la banda que corresponde al
pSym. Sin embargo, en la hibridizacién del perfil observado en A
contra el detector intraH (Fig. 14 B) podemos notar gque en todas
las cepas derivadas de la cepa CFNX115 (Fig., 14 B carriles 3 a 7},
incluyendo a la cepa CFNX115 (Fig. 14 B carril 2) hay upa banda
que hibridiza contra dicho detector y que se localiza ligeramente
por encima de la banda del pSym de la cepa silvestre (Fig 14 B
carril 1). Esto nos lleva a decir que el pSym estd presente en
todas las cepas analizadas pero que es de mayor tamafio que el de la
cepa silvestre y que en la tincién con bromuro de etidio no se
alcanza a ver ya que debe estar enmascarado por la banda que

corresponde al pldsmido e, Finalmente, la hibridizacién del perfil
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14.- Perfiles de plasmidos de

diferentes cepas de R. phaseolj
Y localizacién de secuencias que
hibridizan con los detectores
intradl y pSUP202. A: tincién
con bromuro de etidio;
hibridizacién de A contra el
detector intraH; :
hibridizacion de A contra el
detector pSUP202. carril
CFN42; carril 2: CFNX115; carril
3: CFNX130; carril 4: CFNX145;
carril 5: CFNX245; carril 6:
CFNX160; carril 7: CFNX175.
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observado en A contra el detector psUP202 (Fig. 14 C) nos dice que
en la cepa CFNX115 (Fig. 14 € carril 2) asi como en todas sus
derivadas (Fig. 14 € carriles 3 a 7) el pldsmido pLD108 se
encuentra integrado al pSym ya que la altura de 1la banda que
hibridiza contra este detector es, en todos les casos, la misma que
la que hibridiza contra el detector intraH. La figura 14 nos
revela también que ademds de la banda correspondiente al
cointegrado entre el pSym y el pLD108 existe toda una serie de
bandas de menor tamafio que podemos decir que se componen tanto de
secuencias del gen pifH (Fig. 14 B carriles 2 a 7) como del
pSUP202 (Fig. 14 ¢ carriles 2 a 7) dado que los detectores
empleados revelan su presencia. Estas bandas corresponden
aproximadamente, en tamafio, a monémeros y multimeros del pLD108.

Como ya hemos mencionado, el pldsmido simbiéntico, pSym, tiene
dos operones pifHDK completos localizados en dos reqiones del
plasmido, pifHa y pifHb, separados por 120 Kb Yy dispuestos en
orientacién directa. En las 120 Kb que los separan se localizan
varios genes nod y la tercera reiteracién de nifH ubicada en la
regién nifHc dispuesta en orientacién opuesta a ambos operones
pifHDK (Fig. 1). Debido a la homologia que comparten las tres
regiones pifff, la integracién del pLD108 podria suceder en

cualquiera de ellas. Sin embargo, 1la integracién del pLD108 en la



regitn "a" se veria favorecida por la extensién de la homologia
~las 9 Kb completas.

La insercién del pLD108 en las diferentes regiones nif del
pSym se caracteriza por dar un patrén particular de bandas BamKI
que hibridizan contra el detector intraH (Fig. 15). Al integrarse
an la regién "a" se revelan, en el autorradiograma, una banda de
4.2 kb que es la regién pifHc y una de 5.6 kb que es la regién
nifHb, ambas con 1la misma intensidad de hibridizacién y una handa
de 9 kb de doble intensidad de hibridizacién. S5i la integracién
ogurre en la regién "b¥ se revelan las siguientes bandas: una de
9.7 Kb gque corresponde a una banda hibrida formada por el extremo
5’a y el extremo 3’b, una banda de 9 kb que es la regidn pifHa, una
banda de 5.1 kb que es la banda formada por el extremo 5'b y 3‘a y
la banda pifHc normal de 4.2 kb. Las cuatro bandas formadas, si es
que se puede distinguir entre las bandas de 9.7 y 9 kb presentan la
misma intensidad en la sefal de hibridizacién. Cuando el pLD108 se
inserta en la regién “c" del pSym se forman cuatro bandas: la de ¢
kb que es la regién pifHa, la de 5.6 kb que corresponde a la regién
niftb y dos bandas hibridas una formada por el extremo 5'a y 3‘c de
7.3 kb y la otra formada por el extremo 5'c y 3'a de 6.5 Kb. Todas
las bandas formadas en este casoc presentan la misma intensidad en

la sefial de hibridizacién.
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15.~ Esquema donde se muestra el tamafio en kilobases de las bandas

que generaria una

digestién con BamHI del DNA gepémico de la cepa

de R. phaseo}lj CFN42 si el pLD108 se insertara en A: pifHa; en B:

nifib; o en C: pifHc del plasmido simbiéntico.
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La figura 16 es el autorradiograma de la hibridizacién contra
el detector intraH del patrén de restriccién con la enzima BamHI
del DNA total de las cepas CFN42, CFNX115 y sus derivadas. Como
podemos ver la cepa CFN42 (Fig. 16, carril 1) presenta tres bandas
que hibridizan contra el detector que son de 9, 5.6 y 4.2 Kb, que
tienen la misma intensidad de hibridizacién y que corresponden a
las regiones nifHa, nifHb y pifHc respectivamente, La intensidad
de las bandas pif se espera igual ya que el detector hibridiza
contra una secuencia que es idéntica en las tres regiones nif. Sin
embargo, la cepa CFNX115 (Fig. 16, carril 2) presenta un patrén de
hibridizacién igual que el de la cepa CFN42 a exceptuar por la
intensa senal de hibridizacién de la banda pifHa. La cepa CFNX130
(Fig. 16, carril 3) es igual a la cepa CFNX115 en lo que se
refiere al patrdn y a la intensidad de la sefial de hibridizacién.
La cepa CFNX145 (Fig. 16, carril 4) se distingue de la cepa
silvestre CFN42 y de la cepa parental CFNX115 en el patrén de
bandas que hibridizan contra el detector intraH., Esta cepa se
caracteriza por presentar una banda adicional de 5.1 kb, por la
intensa sefial de hibridizacién de la banda pifHa y por que la banda
nifHc es dos veces mis intensa que las bandas nifHb y que la hueva
banda. En el caso de la cepa CFNX245, la banda correspondiente a

la regién pifHb ha desaparecido y s6lo se aprecia una banda de 5.1
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16.~ Andlisis por hibridizacién tipo Southern de cepas de R.

seoli. El DNA genfmico de cada cepa fue digerido con la enzima
BamHIl e hibridizado contra el detector intraH. carril 1: CFN42;
carril 2: CFNX115; carril 3: CFNX130; carril 4: CFNX145; carril 5:
CFNX245; carril 6: CFNX160; carril 7: CFNX175. Las letras a la
izquierda de la fiqura se refieren a las diferentes regiones pifH.
Los nfimeros a la derecha de la figura indican los tamafios de los
fragmentos en kilobases.
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kb, ademis de la intensa sefial de hibridizacién de la banda pifHa.
Las cepas CFNX160 y CFNX175 tienen el mismo patrén de hibridizacidn
que la cepa parental CFNX115 y s6lo se distinguen por la intensa
seflal de hibridizacién de la banda pifHa.

El andlisis densitométrico de los carriles de la figura 16
revela que en la cepa CFNX115 la banda pifHa es tres veces mis
intensa que las bandas pifHb y pifHc (Fig. 17). Igualmente, la
cepa CFNX130 muestra una banda pifHa tres veces mis intensa que las
otras dos bandas. Esto indica que la integracién del pLD108 no
s6lo provocd una duplicacién de la regién pifHa sino una
triplicacién y que la cepa CFNX115 es capaz de resistir hasta 30
ug/ml de Cm ya gque no apreciamos ninguna amplificacién en 1la
seleccién de la cepa CFNX130. Las cepas CFNX145 y CFNX245 tienen
una banda pifHa cinco veces mis intensa que la cepa parental
CFNX115, la cepa CFNX160 la tiene 8 veces mas intensa y la cepa
CFNX175 12 veces mis intensa que la cepa CFNX115 (Fig., 17).

En cuanto a la reversibilidad del evento de amplificacién, se
subcultivaron todas las cepas aisladas por un lapso equivalente a
20 generaciones en ausencia del antibi6tico. Se analizé el nivel
de resistencia a ¢Cm de 15 colonias derivadas de cada cepa y
encontramos que en la mayoria de los casos se pierde 1la

amplificacién e incluso la insercién original del pLD108, aungue no
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17.~- Relacién entre el nivel de resistencia a cloramfenicol y el
nimero de copias de pifHa.



51
detectamos ninguna delecién  mayor. sin  embargo, también
encontramos derivadas que no eran capaces de tolerar ni 15 pa/ml de
Cm pero que aln conservaban las secuencias del pLD108 (datos no

mostradoes) .



DISCUSION

Hasta el momento hemos mostrado que la introduccién por
conjugacién de un plasmido integracional, pLD108, en R. phaseoli
resulta en su integracién. El incremento en la concentracién de Cm
empleado en el subcultivo de la cepa CFNX115 va acompafado de un
incremento en el nimero de copias de la regidén pjfHa.

La integracién del pLD108 por un evento de recombinacién
reciproca de tipo Campbell en la regién pifHa del pSym de R.
phaseoli genera la duplicacién de 1la regién pifHa. Las secuencias
propias del pSUP202, donde se localiza el gen de resistencia a Cm,
quedan flangueadas por las regiones duplicadas (Fig, 4)., Esta
estructura puede facilitar la amplificacién cuande se emplean
concentraciones de antibidtico superiores a las que puede tolerar
una sola copia del gen de resistencia. La unidad de DNA
amplificable incluye una de las repeticiones y las secuencias
localizadas entre las dos reiteraciones (Dowds et al, 1988), en
este caso el pLD108.

Los resultados que hemos presentado de la cepa CFNX115 (Fig.
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12 ) " nos indican que el pLD108 se ha integrado en el pSym de R.
phaseoll y que el sitio de su insercidn fué en la regién nifHa
(Figs. 15 y 16). El patrén de hibridizacién del DNA total
digerido con la enzima BamHI de la cepa CFNX115 contra el detector
intraH (Fig. 16, carril 2) nos dice que la integracién del pID108
sucedié en la regién pifHa del pSym. Sin embargo, la intensidad de
hibridizacién de la banda pifHa de la cepa CFNX115 (Fig. 17),
evaluada por densitometria, revela que la regidén nifHa no sufrid
una duplicacién sino una triplicacién. Tenemos evidencia de que
cepas amplificadas derivadas de la cepa CFNX115, después de 20
generaciones de cultivo sin  presién selectiva han perdido
totalmente su capacidad de resistencia a 15 Fg/ml de Cm aunque ain
conservan al pLD108. Esto nos lleva a decir gque el nivel de
resistencia que confiere una sola copia del pLD108 no es sufijciente
para resistir a 15 pg/ml de Cm en R. phaseoli y por lo tanto sucede
una amplificacién inicial en la cepa CFNX115 produciendo la
triplicacién de la regién nifHa.

Existen dos mecanismos por los que la amplificacién de la cepa
CFNX115 y sus derivadas pudieron ocurrir (Anderson & Roth, 1981;
Dowds et al, 1988; Peterson & Rownd, 1985; Romero et al, 1991;
Young & Hranueli, 1988 ). El primero que proponemos sucede por

entrecruzamiento desiqual entre secuencias reiteradas (Fig. 5) en



una molécula en replicacién y la resolucioén del cointegrado por
otro evento de recombinacidn. El entrecruzamiento desigual genera
la duplicacién de todas las secuencias comprendidas entre los
puntos de recombinacién. La resolucién del cointegrado genera
siempre ,ademds de la molécula amplificada, una meolécula que no
lleva ningin determinante de resistencia a Cm. Como la seleccidn es
s6lo para aguellas moléculas gue son resistentes a Cm, la molécula
gue no lleva el determinante de resistencia se pierde en la
segregacién, La extensién de la amplificacién depende de la
distancia entre los puntos de recombinacién. El sector amplificado
queda arreglade en tanden.

De acuerde a este modelo, la cepa CFNX115 se generaria por
entrecruzamiento desigual entre las regiones nifHa reiteradas
creando una tercera regién pifHa y una duplicacidn del vector. La
cepa CFNX130 es igual a la cepa CFNX115, lo que se comprueba al ver
que la frecuencia de obtencién de la cepa CFNX130 a partir de la
cepa CFNX115 es de 1 (Fig. 13). Las cepas CFNX1G60 y CFNX175 se
generarian por eventos sucesivos de entrecruzamiento desigual entre
dos de las regiones nifHa (Fig. 5) hasta alcanzar un nimeroc de
copias de pifHa de 8 y de 12 respectivamente, asi como 7 y 11
copias del gen de resistencia a Cm. La cepa CFNX145 (Fig. 16

carril 4} se distinguirfa por haber tenido un evento de



entrecruzamiento desiqual entre alguna de las regiones pnifHa
reiteradas y la regién nifHb. Esto se caracteriza por la
duplicacién de las 120 Kb que separan a las regiones pifHa y nifHb
y que incluyen a la regién pifHc y por la formacién de una banda
hibrida de 5.1 Kb constituida por el extremo 5’ de pifHb y el
extremo 3’ de pifHa. El patrén de hibridizacién del DNA total
digerido con la enzima BamHI de esta cepa contra el detector intraH
es, como se aprecia en la figura 16 carril 4, una banda muy intensa
de 9 kb, una banda de 5.6 kb que es pifHb, una banda de igual
intensidad de hibridizacién que 1la banda pifHb de 5,1 kb y una
banda de 4.2 kb con una sefial de hibridizacién del doble que las
bandas de 5.1y 5.6 kb, Las caracteristicas de la cepa CFNX245
(Fig. 16 , carril 5) y los elementos circulares que aparecen en el
perfil de pléasmidos de todas las cepas (Fig, 14) no se pueden
explicar por este modelo.

El modelo de escisién y reinsercién de circulos es el sequndo
que proponemos ( Romero et al, 1991; Spies & Laufs, 1983; Yagi &
Clewell, 19877; Young & Hranueli, 1988). En este modelo, se escinde
una molécula circular por recombinacién entre las dos regiones
nifHa reiteradas (Fig. 6). El elemento circular estd formade por
una copia de pifHa y el pSUP202 (Fig. 14). La amplificacién se

debe 2a la reinsercién de esta pequefia molécula en una segunda



molécula pSym/pLD108 existente en la ceélula. Dependiendo del
nimero de copias de nifHa que haya en cada molécula se escindira
uno o varios monémeros de pLD108, © un mondmero Yy un dimero etc..
En la segregacién se selecciona hacia las células que hayan
recibido la molécula con el mayor nimerc de copias del determinante
de resistencia a Cm. El punto de recombinacién , tanto para la
escisién como para la reinsercién, se encuentra dentro de las 17 Kb
del pLD108. La reinsercién del elemento circular genera un arreglo
en tandem del sector amplificado (Fig. 6).

La integracién del pLD108 en el pSym de R. phasecli genera la
duplicacién de 1la regién pifHa. La recombinacién entre las dos
reiteraciones de nifHa provoca la escisién de un monémero del
pLD108 y su reinsercién en una segunda molécula del pSym con la
regién pifHa reiterada resulta en la formacién de una molécula con
tres copias de nifHa, como es el caso de las cepas CFNX115 y
CFNX130 (Fig. 16, carriles 2y 3). En la cepa CFNX145, ademis de
la escisién y reinsercién de montmeros o dimeros del pLD108, hubo
escisién y reinsercién de una molécula circular de 120 Kb que es
resultado de la recombinacién entre las regiones nifHa y nifHb. ILa
reinsercién de este circulo ,en algin punto de las 120 Kb homblogas
de la segunda molécula, provoca la duplicacién de estas 120 Kb en

las gue se encuentra la regién nifHc (Fig. 7). As{, resulta la
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presencia de una banda pifHa amplificada, una banda nifHb, una
banda hibrida de 5.1 Kb formada por el extremo 5'nifHb y el extremo
3’pifHa del circulo de 120 Kb y una banda de doble intensidad de
hibridizacién que corresponde a la regién nifHc (Fig. 16, carril
4). La cepa CFNX245 se forma por escisidn y reinsercién de
mondémeros o multimeros del pLD108 pero la reinsercién no sucede,
como en los otros c¢asos en la regién pifHa ni en las 8 Kb del
pSUP202 sino que ocurre en la regién pjifHb (Fiq. 8). La
recombinacién entre estas dos regiones pif se infiere por la
desaparicién de la banda pifHb de 5.6 Kb y por la formacién de dos
bandas hibridas: una es de 9.7 Kb y lleva el extremo 5’pifHa y el
extremo 3’pjfHb ; la otra es de 5.1 Kb y estd formada por el
extremo 5‘nifHb y el extremo 3'pifHa (Fig. 16, carril 5). La
banda de 9.7 Kb no se distingue de la banda de 9.0 Kb ya que la
técnica electroforética no permite separar suficientemente las
bandas de ese tamafio y porque la sefial de hibridizacién de la banda
de 9.0 Kb es muy intensa. Las cepas CFNX160 y CFNX175 son el
resultado de la escisién de monémeros o multimeros del pLD108 y de
su reinsercién ya sea en la regién nifHa o en las 8 Kb del vector
(Fig., 16, carriles 6 y 7).

Los dos modelos de amplificacién que hemos mencionado pudieran

estar operando en R. phaseoli. Experimentalmente es diffeil



distinguir uno de otro {voung & Hranueli, 1988) y en alqunos casos
podrian operar simultdncamente. Existe la evidencia experimental
de 1la ocurrencia del mecanismo de escision y reinsercién de
circulos en B. subtillis (Young, 1984), Streptococcus faecalis
(Yagi & Clewell, 1977), Haemophilus influenzae (Spies & Laufs,
1983) ¥y se ha propuesto el modelo de entrecruzamiento desigual para

amplificacién en Salmonella typhimurium (Anderson & Roth, 1981), E.

coli ({Hill et al, 1977; Lin et al, 1984). La evidencia de
elementos circulares formades por secuencias de pifH y de pSUP202
(Fig. 14) y el patrén de bandas que hibridizan contra el detector
intraH en 1la cepa CFNX245 (Fig. >16, carril 5) 1indican que
probablemente el modelo de amplificacién por escisién y reinsercién
de elementos circulares sea el que opera en el caso de R.
phageoli.

La amplificacién de secuencias de DNA de R, phaseeli en un
vehiculo independiente en multicopia ha permitido la identificacién
de la secuencia psi involucrada en la iphibicidn de la sintesis de
exopolisacdridos (Borthakur et al, 1985% . La generacidn de
amplificacién en tandem de un sector especificc de DNA por una
estrategia como la gue hemos empleado en este caso puede ser de
gran utilidad en el estudio genético de R. phaseoli y de bacterias

relacionadas, Se ha visto que en K, pneumoniae se inhibe 1la
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facultad de fijar pitrdgenoc cuando los genes pif se encuentran
amplificados en un vehiculo auténomo en multicopia (Riedel et al,
1983) y en R. leguminosarum se inhibe la capacidad de nodulacién al
portar en un vehiculo en multicopia los genes nodABC (Knight et al,
1986). La estrategia de generar amplificaciones directamente en un
replicén propio del organismo puede ser una herramienta Util para
evitar problemas de inhibicién por un vehiculo auténomo en
nulticopia asi como para analizar el efecto de dosis ¢énica de
genes involucrados en el establecimiento de la simbiosis. La
estrategia permite generar amplificacidn de cualquier sector de DNA
y puede ser aplicado no sblo en organismos como R. phaseolj sino
que puede ser empleado en casi cualgquier sistema.

La presencia de secuencias de DNA reiteradas no es una
caracteristica exclusiva del genoma de R. phaseoli (Flores et al,
1987; Martinez et al, 1988; Martinez et al, 1985; Quinto et al,
1982; Quinto et al, 1985), también Se presenta en organismos
relacionados (Badenoch~ Jones et al, 1989; Flores et al, 1987;
Gyorgypal, et al, 1988; Hahn & Hennecke, 1987; Honma & Ausubel,
1987; Xaluza et al, 1985; Norel & Elmerich, 1987; Prakash &
Atherly, 1984; Renalier et a), 1987; Watson & Schofield, 1985).
Por esta razén estos organismos son susceptibles de rearreglos

genémicos entre los «que podemos mencionar a 1la amplificacién. En



60

B. subtilis (Albertini & Galizzi, 1985) y en S. faegalis (Yagi &
Clewell, 1977), E. coli y Salmonella (Petes & Hill 1990) el
mecanismo de amplificacidn ya sea por entrecruzamiento desigual o
por escisién y reinsercién de circulos depende de recA. En R.
phaseoli se han realizado estudios de la frecuencia de apariciéon de
rearreglos entre secuencias reiteradas y los resultados indican que
dependen de rech (Martinez-Salazar et al, 1991). Estos resultados
sugieren que el mecanismo de amplificacién, ya sea por
entrecruzamiento desigual o por escisién y reinsercion de circulos,
involucra la recombinacién entre secuencias homdélogas y que es rech
dependiente. La evidencia que hemos presentado sugiere gque el
mecanismo de amplificacién que sufrié R. phaseoli fue el de
escisién y reinsercién de circulos aunque debemos determinar,
todavia, su composicién exacta

Hasta el momento se ha logrado crear la amplificacién de los
genes de fijacién de nitrédgeno. Sin embargo, uno de los intereses
principales en el estudio de R. phageoli es concocer su efectividad
simbiéntica. Nuestros esfuerzos se centrardn, en el futuro, en
lograr estabilizar cepas con los genes de fijacién amplificades con

el fin de evaluar su fenotipo simbiéntico.
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a)

b)

CONCLUSIONES

El plismido integracional gque empleamos, el pLD108, se integrd en

la regién nifHa del plésmido simbiéntico.

Es posible seleccionar para amplificaciones de un sector
determinado al ejercer presién sobre uno de los genes contenidos en

el plasmido integracional.

Proponemos dos modelos de amplificacién gue son:

Por entrecruzamiento desigual entre las regiones pif en una
molécula replicativa y

Por escisién y reinsercién de elementos circulares.

Ambos modelos pudieran operar en los casos gue hemos observado
en R. phaseoli, aunque el modelo de entrecruzamiento desigual no
explica todos los eventos observados y existe evidencia de 1la
presencia y de la composicién de los elementos circulares. El
modelo de escision y reinsercién de elementos circulares es el que

proponemos como mas viable.
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Los aventos de amplificacién observados suceden por recombinacién
entre las reglones nif:

entre las regiones nifHa duplicadas por la integracién del plasmido
plLD108 ©

entre una de las regiones nifHa reiteradas y la regién pifHb

Estas regiones reiteradas juegan un papel importante en 1la

generacién de rearreglos genémicos.

. Se puede establecer una relacién directa entre la concentracién de

antibiético empleado y el grado de amplificacién seleccionado.

La utilizacién de plésmidos integracionales es funcional en este
caso para los genes pif Yy su empleo se podria ampliar a otros
sectores del genoma de R. phasecli asi como para otros estudios de
ingenieria genética. El1 sistema es ventajoso cuando se quiere
evitar el empleo de vehiculos auténomos en multicopia para estudios

de dosis génica.

La amplificacién seleccionada por este método es inestable ya que

desaparece al no existir ninguna presién.
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Se sugiere continuar con estos estudios para conocer mejor los
mecanismos moleculares involucrados en la plasticidad genémica de
este organismo con el fin dltimo de establecer estrategias de

manipulacién de éste sobre bases mas racionales.
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