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RESUMEN 

La interacción temprana entre rizobios y leguminosas comienza con el 
reconocimiento por parte de la bacteria de compuestos que son exudados por las 
raíces de las plantas huéspedes. Estos compuestos tienen diversos efectos sobre los 
rizobios, entre ellos quizá el de mayor importancia es el efecto sobre la expresión 
génica. 

El objetivo de este trabajo fue obtener secuencias de Rliizobium inducidas por 
exudados de frijol. Con este fin, se mutagenizó la cepa Rhizobium etli CFN42 utilizando 
el transposón Tn5B30 que contiene el gen npt (neomicina fosfotransferasa) corno 
gene reportero. Se analizó un banco de 3000 mutantes y entre ellas se identificaron 4 
cepas (CFNA3, CFNA31, CFNB3 y CFNB18) que poseen dicho transposón insertado en 
genes inducidos por los compuestos exudados por frijol. Estos genes también son 
Inducidos por varios flavonoides (naringenina, genisteína, daidzeína, apigenina, crisina, 
quercitina y quercetagetina). Tres de las cuatro inserciones (CFNA3, CFNB3 y CFNB18) 
son cromosomales y la restante (CFNA31) se localiza en el plásmido b. Las cepas 
CFNA3 y CFNA31 presentan reducción en el número de nódulos que forman en raíces 
de frijol respecto a la cepa silvestre. 

El gene inducible del plásmido b fue secuenciado. La secuencia de aminoácidos 
deducida, presenta similitud significativa (33.9% de identidad y 52.0% de similitud) con 
el gene emrA de Escherichia coli que forma parte de un operón que otorga resistencia 
a compuestos tóxicos. Por esta razón se lo denominó rmrAl. La cepa mutante en 
este gen presenta deficiencia en el crecimiento en presencia del exudado de raíz y 
reducción en el número de nódulos formados en plantas de frijol respecto a la cepa 
silvestre. Se propone que el gene rm rAl está involucrado en un mecanismo de defensa 
contra toxinas presentes en la rizósfera de frijol. 
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INTRODUCCION 

SIMBIOSIS ENTRE Rhizobium Y LEGUMINOSAS 

Las interacciones que pueden establecerse entre plantas y bacterias del suelo 
son múltiples. Uno de los tipos de interacciones más estudiados es la relación simbiótica 
(mutualismo) que se establece entre bacterias de los géneros Rhizobium, Azorhizobium 
y Bradyrhizobium, colectivamente denominados rizobios (Long, 1989). Dichas bacterias 
son capaces de vivir libremente en el suelo y en ciertas condiciones pueden invadir y 
formar nódulos en raíces o tallos de plantas leguminosas. Dentro de los nódulos, los 
rizobios fijan el nitrógeno atmosférico que es utilizado por la planta en intercambio 
por protección y compuestos derivados de la fotosíntesis. 

La genética y biología molecular de esta simbiosis ha sido estudiada en los 
últimos 15 años, pero generalmente los trabajos fueron dedicados a comprender los 
procesos de nodulación y fijación de nitrógeno. Existen otros procesos involucrados 
en el establecimiento de la simbiosis de los cuales se posee poca información. Es 
probable que, al igual que la nodulación, estos procesos sean desencadenados por 
compuestos liberados por la raíz. La identificación de estos genes es esencial para la 
comprensión de la simbiosis corno un proceso complejo que Incluye diferentes etapas 
por medio de las cuales un rizobio de vida libre es transformado en un bacteroide 
fijador de nitrógeno en el nódulo. 

INDUCCION DE GENES nod POR EXUDADO 

Se han identificado compuestos fenólicos simples, flavonoides y betaínas que 
actúan como señales entre las plantas y las bacterias. Se ha demostrado que 
flavonoides y betaínas inducen la expresión de los genes de nodulación (nod) en 
rizobios (Redmond et al., 1986; Phillips et al., 1992). La inducción se produce mediante 
la interacción del flavonoide y NodD, un regulador transcripcional positivo, el cual se 
une a la caja nod de la región promotora de los genes de nodulación. Cuando un 
flavonoide se une a NodD, esta proteína sufre un cambio de conformación permitiendo 
que la ARN polimerasa inicie la transcripción de los genes nod. La mayoría de estos 
genes nod están involucrados en la síntesis de un lipo-oligosacárido (Lerouge et al., 
1990), denominado factor de nodulación que controla el crecimiento y diferenciación 
en la planta huésped y produce la formación de nódulos radiculares. 

En el caso particular de frijol, se ha determinado que entre los compuestos 
exudados por raíces de frijol negro, los flavonoides eriodictiol, naringenina y genisteína 
poseen la capacidad de inducir a los genes nod en R. leguinosarum bv. phaseoli 
(Hungría et al., 1991b, Vázquez et al., 1991). También se ha observado que el 
exudado de semilla de frijol negro libera diferentes compuestos con actividad inductora 
sobre genes nod como antocianidinas y flavonoles (Hungría et al., 1991a). Se propone 

nntn 11.1 ri;stnHrInri rlr flavonnidn,  inrfurtnrn nnrnntrarins nn n1 rxildndo nyigtirGn 

cierta especificidad entre dichos compuestos y los tres productos de los genes nodD 
en R. leguminosarum bv. phaseoli (Hungría et al., 1992). 
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EFECTO DE EXUDADOS RADICULARES EN LAS DIFERENTES RIZOBIOS 

En la rizósfera, los compuestos exudados tienen diferentes efectos sobre las 
bacterias. Pueden ser catabolizados como fuente de C y N (Murphy et al., 1987; 
Johnston et al., 1988; Tepfer et al., 1988; Peters and Verme, 1990; Goldmann et al., 
1991) o degradados (Rao et al., 1991), actuar como quimioatractantes (Currier et 
al., 1977; Aguilar et al., 1988; Caetano-Anollés el al., 1988; Kape el al., 1991; 
Dharmatilake et al., 1992), afectar el crecimiento (Hartwig et al., 1991), la porción 
antigénica de liopolisacáridos (Noel et al., 1992), la transferencia de plásmidos (Martínez, 
E., Comunicación personal), el desarrollo de apéndices fibrilares (que podrían anclar la 
bacteria a la superficie de la raíz), estimular la producción de ácido indolacético 
(Prinsen et al., 1991), la aparición de receptores específicos (como en el caso de 
receptores bacterianos para las lectinas de soya) (Bhuvaneswari and Bauer, 1978), 
la competencia (Sadowsky el al., 1988), la resistencia a gliceolina (Kape el al., 1992) 
y la expresión génica de las bacterias en la rizósfera (Redmond et al., 1986). 

OTROS GENES INDUCIDOS POR EXUDADO EN RIZOBIOS 

Existen casos de genes inducidos por compuestos exudados por raíz que no 
presentan homología con genes nod conocidos ni están involucrados en la síntesis de 
lipo-oligosacárido. Uno de los primeros en ser reportados fueron dos genes de R 
fredii organizados en tandem y localizados en el psim (Sadowsky et al., 1988). No 
presentan homología con la región estructural de genes nod conocidos ni con la región 
promotora de los genes nod o ni!. Se identificó como uno de los compuestos 
inductores a la daidzefna (isoflavonoide). Este par de genes presenta arriba de la 
región 5' una secuencia común de 17 pares de bases que muestra un consenso de 
82%. Las mutaciones en estos genes no causan pérdida de la capacidad de nodulación 
por lo que se deduce que estos genes no tienen un papel esencial en el proceso de 
nodulación aunque permanecen transcripcionalmente activos durante todo el proceso 
simbiótico. En cambio, mutaciones en estos genes provocan una reducción significativa 
en la ocupación de nódulos (alrededor de 1%) cuando se realizan experimentos de 
competencia entre la cepa mutada y la silvestre. Las proteínas codificadas por éstos 
genes no presentan homología con proteínas conocidas, por lo que se desconoce su 
su función biológica. 

En el intento de identificar genes activados por exudado de raíz (ER) y por 
extracto de suelo (ES) que estuviesen involucrados en competitividad, Bhagwat and 
Keister (1992) utilizaron hibridación sustractiva con ARN de dos cepas de B. japonicum 
con claras diferencias en competitividad. El ADN de las cepas, previamente bloqueado 
con ARN de bacterias crecidas en medio sin ER o ES, fue hibridado con ARN de 
bacterias crecidas en presencia de ER o ES. De ésta forma detectaron seis cósmidos 
en una biblioteca genómica de 2000 clonas que se expresan selectivamente en las 
condiciones antes mencionadas. Tres de ellos mejoran la competitividad por la formación 
rin nríritilos HP la cepa receptora con deficiencias en competencia. Ninguno de estos 6 
genes presentan secuencias regulatorias del tipo caja nod. Por otro lado, una de las 
secuencias estudiadas está presente tanto en la cepa mejor competidora como en la 
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que presenta deficiencias en competición. En esta última cepa, dichas secuencias 
serían activadas por compuestos presentes en el extracto de otro tipo de suelo o 
extracto de suelo de otra planta o por algún otro tipo de estimulo. 

En R. leguminosarum bv. viciae se han caracterizado cuatro genes rhiABCR, 
localizados en el psim entre los genes nif y nod (Cubo et al., 1992). Estos genes se 
expresan en rizósfera y los flavonoides inductores de los genes nod reprimen esa 
expresión. Dicho efecto depende de NodD. Estos genes están involucrados en la 
interacción entre R. leguminosarum bv. viciae y veza aunque se desconoce la función 
que desempeñan las proteínas que codifican, éstas contribuyen de alguna forma a la 
eficiencia en nodulación quizá interviniendo en la utilización de algún sustrato específico 
secretado por veza. 

En Rhizobium 	NGR234 (Cansan, R.W. Comunicación personal) fueron 
identificados varios genes inducidos por daidzeína (isoflavonoide) tanto en el plásmido 
simbiótico como en el cromosoma (Perret et al., 1994). Siete secuencias presentaron 
homologías con genes conocidos. Entre ellas, secuencias del psim y cromosomales son 
similares a genes que codifican a una proteína de membrana externa (Omp111) de R 
leguminosarum (cromosomal). Otra secuencia presenta similitud con las proteínas 
CadA de Staphylococcus aureus que otorgan resistencia a cadmio y Fixl de R. meliloti. 
Estas proteínas poseen un dominio transportador de cationes altamente conservado 
con actividad ATPasa. En otro caso, encontraron una región en la que se transcriben 
dos genes en direcciones opuestas. Uno de ellos resultó homólogo al dominio carboxi-
terminal aceptor de metilos en proteínas quimiotáticas de E. coli y Caulobacler 
crescentus, En la cadena complementaria, el marco de lectura abierto es altamente 
homólogo al dominio C-terminal de varias deshidrogenasas de semialdehído. También 
identificaron secuencias fuertemente homólogas a UgpC (una proteína con unión a ATP 
que forma parte de un sistema transportador de glicerol-3-fosfato) de E. coli y a 
proteínas con unión a ATP involucradas en el transporte activo de pequeñas moléculas 
hidrofílicas a través de la membrana citoplásmica. Finalmente, secuencias homólogas 
a una proteína regulatoria Lrp (proteína reguladora de la respuesta a leucina) de E 
mil y BkdR (una dehidrogenasa de cetoácidos de cadena ramificada) de Pseudomonas 
puttcla fueron encontradas, Una mutante conteniendo un transposón en esta región 
mostró retraso en la nodulación de Vigna unguiculata (4.5 días), y en Leucaena 
leucocephala y Pachyrhizus tuberosus el número de nódulos aumenta 65% en comparación 
con la cepa silvestre mientras que el mismo número descendió en un 25% en Calopogonium 
caeruleum. Estas modificaciones en la eficiencia en la nodulación junto con la inducción 
por flavonoides observada, así como su ubicación en un plásmido simbiótico (no 
esencial) sugiere que este gene probablemente no está involucrado en la regulación de 
operones similares a aquellos controlados por Lrp de E. coli y BkdR de P. pulida. Mas 
aún la ausencia de genes homólogos en otros rizobios y en su pariente más cercano 
R. fredii USDA257 sugiere que R. fredil NGR234 ha desarrollado un sistema adicional 
para regular la nodulación. Otro sistema regulatorío de la simbiosis como noaVW ha 
sido descrito en B. japonicum debido a su similitud con proteínas de sistemas regulatorios 
de dos componentes (Gottfert et al., 1990). NodV respondería al estímulo ambiental 

NodW podría ser requerido para regular positivamente la transcripción de uno o 
varios genes aún desconocidos involucrados en el proceso de nodulación especialmente 
en los que intervienen en la interacción con leguminosas diferentes a soya. (Vigna sp, 
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Macroptiliurn sp, etc). 
Los transcritos inducibles con flavonoides del plásmido simbiótico de R. fredii 

NGR234 fueron objeto de especial atención (Fellay et al., 1995). Este plásmido contiene 
500 kb de las cuales, alrededor de 100 kb están constituídos por genes inducibles. En 
general, se encontró que el patrón de inducción fue independiente del inductor cuando 
usaron las flavonas crisina y apigenina, la flavonona naringenina o la isoflavona 
daidzeína. El período de indución de los transcritos fue variable y sincronizado. 
Observaron además, que cuando nodD1 está mutado genes corno nodABC no se 
indujeron pero otros transcritos fueron aún activables mediante nodD2 o syiM o 
algún otro regulador desconocido. Los autores proponen que aunque un sistema 
COMO noaVW, determinante de la especificidad de huésped en B. japonicurn (Góttfert 
et al., 1990) no ha sido encontrado en R. fredii NGR234, es posible que miembros de 
esta familia de reguladores puedan tener un papel en la respuesta a flavonoides. 
Además de los genes cuya inducción por compuestos exudados por la planta huésped 
era conocida corno nodABC, nodSU y varios relacionados con el rango de planta 
huésped, se detectaron nuevos genes. Entre ellos, genes cuya secuencia deducida de 
aminoácidos presenta homología a guanililtransferasa, manosa-6-fosfatoisomerasa y 
fosfomanomutasas de diversas bacterias. Otros involucrados en el metabolismo de 
L-fucosa y su unión al factor de nodulación. También encontraron un marco de lectura 
abierto cuyo producto es homólogo a rfb (codifica una proteína que intervine en la 
biosíntesis del antígeno O de lipopolisacáridos) de Vibrio cholerae, a si como a YefA y 
YefB (factores de elongación) de E. coli. Por su ubicación, este marco de lectura 
corresponde a nod81, un gen involucrado con el rango de planta hospedante. 

Los casos descritos muestran la información de los genes inducidos por exudado 
en Rhizobium hasta el momento. El interés por este tipo de genes ha aumentado en 
los últimos tiempos debido a que su estudio aporta valiosa información sobre procesos 
desencadenados en la rizósfera. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

-Obtención y caracterización de secuencias genómicas de Rhizobiurn que se 
regulen positivamente por exudado de plantas leguminosas con el fin de 
contribuir al conocimiento de procesos que participan en etapas tempranas de 
la interacción planta-bacteria. Se eligió como modelo de estudio la relación 
simbiótica entre Rhizobiurn etli (Segovia et al., 1993) y Phaseolus vulgaris. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

-Identificación de genes de R. etli CFN42 inducidos por exudado radicular de 
frijol. 

-Caracterización de las cepas mutantes obtenidas. 

-Clonación y secuenciación de las secuencias inducibles por exudado. 

-Análisis de la secuencia obtenida. 
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MATERIALES Y METODOS 

A) CEPAS Y PLASMIDOS 

Las cepas bacterianas y plásmidos utilizados se encuentran en la Tabla I. 

B) MEDIOS DE CRECIMIENTO Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Las cepas de Rhizobium y sus derivadas se crecieron en medio PY (0.5% de 
peptona de caseína, 0.3% de extracto de levadura y 7mM CaCl2) a 30°C. Las cepas 
de Escherichia coli se crecieron en medio Luda (Miller, 1972) a 37°C. 

En los experimentos donde fue analizada la expresión de neomicina 
fosfotransferasa en presencia del exudado de frijol, la composición final del medio PY 
fue reducida a la mitad en 2 de sus componentes (0.25% de peptona de caseína y 
0.15% de extracto de levadura) pues se añadió un volumen igual de exudado de raíz, 
poco antes que el medio llegara a la temperatura de gelificación. El exudado de raíz 
fue obtenido como se describe en el punto (N). 

La composición del medio mínimo utilizado fue la siguiente: K21-IF04  2%; MgSO4  
2%; KNO3  5.5%; KH2R)4  10%; NaCI 2%; CaCl2  1%; citrato de Fe 1.2%; y por cada 100 
ml, trazas 100 pl (Fahraeus, 1957), biotina (10 mg/m1) 100 pl y sacarosa 20% 1 ml. 
En el caso de medio sólido se utilizó agarosa tipo I (Sigma) como gelificante. Este tipo 
de agarosa, altamente purificada, evita la aparición de contaminantes que enriquecerían 
el medio. 

Los antibióticos se utilizaron en las siguientes concentraciones (pg/ml): ácido 
nalidixico (Nal), 20; tetraciclina (Tc), 2 con Rhizobium sp; ampicilina (Ap), 80 y Tc, 10 
con E. coli, Los ensayos de detección de la expresión de p-galactosidasa se realizaron 
en cajas con LB en presencia de Xgal (20 mg/mi) e IPTG (20 mg/m1). 

C) MUTAGENESIS DE R. etli CFN42 

Se realizó la mutagénesis (Simon, 1984) al azar de R. etli CFN42 utilizando el 
transposón Tn5B30 (Simon et al., 1989)(Fig. 1). Este transposón posee el gene npt 
(neomicina fosfotransferasa) corno gen reportero y, luego de su inserción en el 
genoma se obtiene una fusión transcripcional. Como resultado, la expresión del gene 
ntp queda controlada por las secuencias que regulan al gen mutado. 

D) CONJUGACION 

Se realizó una cruza triparental para complementar la mutante CFNA31. Se 
mezclaron 0.2 ml de la cepa donadora. E. coli HB101 (pCos126 que contiene 27.0 kb 
del pb de R. etli CFN42 clonado en pLAFR1, Cava el al., 19b9), 0.2 ml de la cepa E. coli 
HB101 (pRK2013, plásmido suicida que contiene las secuencias necesarias para la 
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movilización del pCos126) y 0.5 ml de la cepa receptora A31. La mezcla se extendió 
en cajas con PY y se incubaron a 30°C durante 48 hs. Luego, la cruza se suspendió en 
MgSO4  0.1M y una serie de diluciones fueron plateadas en cajas con PY y ácido 
nalidíxico para selecionar a la cepa receptora y tetraciclina para selecionar el pCos126. 
Se utilizó la misma metodología para obtener CFNA31 con el vector pLAFRI, CFN42 
con pCos126 y CFN42 con pLAFRI. En la búsqueda de CFNA31 con el pLAFRI, apareció 
espontáneamente una cepa derivada de CFNA31 con el pLAFRI curada de los pa y pd. 
Esta cepa fue utilizada en experimentos de inducción para estudiar el efecto de la 
ausencia de estos plásmidos sobre la expresión del gen mutado en CFNA31. 

E) PURIFICACION DE ADN 

El ADN genómico de las bacterias fue preparado siguiendo el protocolo descrito 
por Ausubel et al., 1995. En síntesis, las bacterias provenientes de un cultivo líquido 
saturado son lisadas y las proteínas removidas por digestión con proteinasa K. La 
pared celular, polisacáridos y las proteínas remanentes son removidas por precipitación 
selectiva con CTAB y el ADN de alto peso molecular es recuperado del sobrenadante 
resultante por precipitación con isopropanol. 

El ADN plasmídico fue preparado corno se describe en Maniatis et al., 1982. En 
los casos en que el ADN fuese utilizado en clonación o secuenciación, se utilizó el 
sistema de purificación de ADN Wizard (Promega) o Qiagen (Qiagen Inc) siguiendo las 
instrucciones de los fabricantes. 

F) ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 

Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de agarosa al 1% en TA 1X (Tris 
Acetatos 0.4M, 1.142 m1/1 y EDTA 0.5M 01:8) a 80 V. Los geles se tiñeron con una 
solución de bromuro de etidio (0.4 µg/ml), se observaron con luz ultravioleta (Fotodyne) 
y se fotografiaron con película Polaroid 55. 

G) DETECCION DE PLASMIDOS 

Se utilizó la técnica de Eckhardt (Eckhardt, 1978). Las células crecieron hasta 
fase exponencial, se tomó una alícuota de 1 ml, se centrifugó y se decantó el medio. 
La pastilla celular se resuspendió en 1 ml de 0.1% Sarcosyl (lauril-sarcosinato) en TE 
50/20. Se centrifugó nuevamente y se lavó con 0.5 ml de TE 50/20. Se centrifugó una 
vez más y la pastilla se resuspendió en 40 pl de la solución A (lisozima 7500 u/ml, 
RNasa 0.3 u/ml, azul de bromofenol 0.05 %, xilenocianol 0.05% y ficoll PM 400.000 
20% disueltos en una solución de TB 1X (Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM y EDTA 2.0 
mM a pH 8.0). Se incubó 10 min. a temperatura ambiente. La suspensión generada se 
aplicó en los pozos de un gel de 0.7% agarosa en TB 1X. Luego se añadieron 40 til de 
la solución B (dodecilsulfato de Na -SDS- 0.2% y Ficoll PM 400.000 10% en TB 1X) y se 
mezcló cuidadosamente. Finalmente, se añadieron 100 pl de la solución C (SDS 0.2% y 
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ficoll PM 400.000 al 5% en TB 1X) sin mezclar y se sellaron los pozos con la misma 
solución de agarosa con la que se hizo el gel. 

La electroforesis se inició con una corrida de 1 hora a 8 mA (corriente 
constante) y luego 4 horas a 170 V (voltaje constante). Los geles se tiñeron con una 
solución de bromuro de etidio (0.4 ug/ml), se observaron con luz ultravioleta (Fotodyne). 

H) DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION 

La cantidad de ADN contenida en las purificaciones se estimó corriendo una 
alícuota en minigeles de agarosa al 1% en TA 1X a 80 V. Se tomó la cantidad 
necesaria según el caso y se digirió con la enzima de restricción pertinente en los 
amortiguadores que sugieren los proveedores. 

I) TRANSFERENCIA DEL ADN A MEMBRANAS DE NYLON 

Se utilizó membranas de nylon Hybond-N+, version 2.0 (Amersham) y la 
transferencia se realizó siguiendo las instrucciones de los fabricantes, basada en la 
técnica de Southern, (Southern, 1975), utilizando GX SSPE como solución amortiguadora 
de transferencia. Se realizó una transferencia bidireccional para lo cual, sobre el gel se 
colocó la membrana de nylon, luego 3 hojas de papel Whattman 3MM y toallas de 
papel absorbente. Se invierte el conjunto antes descrito y se colocaron nuevamente, 
otra membrana de nylon, el papel Whattman 3MM y toallas de papel absorbente. Se 
dejó que el ADN se, transfiriera por capilaridad a las membranas durante 12-16 hs. 
Luego, las membranas son lavadas con GX SSPE y secadas a 80°C durante 2 lis. 

J) HIBRIDACION 

Marcaje radiactivo 
Los detectores se marcaron radioactivamente utilizando el equipo de Nick 

Translation de Amersham N5000 siguiendo el protocolo de los fabricantes. Se marcaron 
200 ng de ADN durante 2 hs. a 14°C. Los nucleótidos no incorporados fueron 
separados de la siguiente forma. Luego de realizada la reacción de Nick Translation, 
se agregaron 300 Rl de una solución que contiene 2.5 M acetato de NH4 , 0.6 mg/ml 
de ADN de salmón y 20 mM EDTA. Luego, se agregaron 200 ptl de isopropanol y se 
centrifugó 10 min. a 14000 rpm. Se desechó el sobrenadante y la pastilla formada se 
resuspendió en 150 ul de 0.1 M NaOH. Finalmente, se agregaron 850 pl de agua y se 
adicionó a la solución de prehibridación. 

Hibridación  
Las hibridaciones fueron realizadas en un horno Hybaid usando la solución de 

prehihridación sugerida por los fabricantes de las membranas Hybond-N#, version 2.0 
(Amersham). La composición es la siguiente 5X SSPE, 5X solución Denhardt y 0.5% 
(p/v) SDS. Se agregó ADN de salmón (previamente desnaturalizado por calor -100°C- 
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durante 5 min). Se incubó al menos 12 hs. a 66°C. El limaodo de los filtros incubados se 
realizó con 2X SSPE, 0.1% (p/v) SDS a temperatura annb lente durante 10 min. Luego 
se utilizó 0,1X SSPE, 0.1% (p/v) SDS a 65°C duranto115 min. Finalmente, se hicieron 
varios lavados con 0.1X SSPE. De esta forma se rea liz :aren las hibridaciones entre 
secuencias homólogas. Cuando se utilizaron secuencias no homólogas, no se realizó el 
segundo lavado en el tratamiento antes descrito (65°C) y erial último lavado se utilizó 
2X SSPE. 

Autorradiografía 
Se utilizaron placas de radiografía Kodak (X-Oin•al K)que so colocaron sobre 

las membranas hibridadas. Ambas se colocaron en c.asiselles para autoradiografía 
con pantallas intensificadoras. Se dejó en exposición dura ntee 12hs. o más, dependiendo 
del nivel del marcado radioactivo. 

K) PRODUCCION DE LIPOPOLISACARIDOS (LPS) 

Las cepas de R. etli se incubaron durante una n oc:Ite en medio mínimo (punto 
B) en presencia de genisteína 1.2pM como inductor y 14Ljr--glucosa rn ri a para marcar 
radioactivamente los azúcares que sintetizan las bacLer-las, Luego, las células se 
lavaron con H2O, se Usaron y se analizaron por elect rotforosis en un gel de SDS-
poliacrilamida (tipo Laemmli). Luego de la exposición dote Icon una placa radiográfica, 
se obtuvo una autorradiografía de los compuestos quo cordienen azúcares marcados. 

L) ENSAYO DE NODULACION DE R. e tli en P. vulgaris 

Las semillas de Phaseolus vulgaris cv Negro Jarna..p y N-8-116 se esterilizaron 
por lavados con etanol 70% durante 2 min, y luego coon 50% hipoclorito de Na 
durante 15 min. Finalmente, se realizaron 6 lavados cern 1112 0estéril. Las semillas se 
germinaron en cajas con agar/H20 0.78% p/v du rante 2 días a 30°C. Las plántulas 
fueron colocadas en matraces con agar/solución nulditiwa Fahraeus (0.78 % p/v) 
(Fahraeus, 1957) o con vermiculita con solución Fahraeus, Las plántulas se inocularon 
con 100 µl de un cultivo de 0.6 D0600  y se colocan en =os .curldad hasta que la parte 
área pueda salir por la boca del matraz. Luego, los mat:raicesse incuban a 26°C con 
períodos de oscuridad de 12 hs. En todos los experimernto ,s so incluyeron plantas sin 
inocular como control de contaminación. Se realizó el aislalmiento de las bacterias en 
una muestra de los nódulos obtenidos tornados al azar i se Identificó la cepa por su 
resistencia a antibióticos. Los nódulos fueron esterilizados con 20% de hipoclorito de 
Na durante 2 min. seguido de 6 lavados con agua estéril. 

M) ANALISIS DEL FACTOR DE NODULACION 

Las bacterias fueron incubadas durante una nociva can medio mínimo (punto B) 
en 	presencia de genisteína como inductor y 14,--.  glucossinIna. Posteriormente, los 
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cultivos fueron centrifugados y el sobrenadante fue fraccionado por columnas de 
SepPack C-18. La fracción no polar fue eluída con metanol y analizada mediante 
cromatografía de capa fina en fase directa (Spaink et al., 1992). 

N) OBTENCION DEL EXUDADO DE FRIJOL 

Las semillas de frijol se esterilizaron y germinaron de la forma descrita en el 
punto J. Entre 30-35 plántulas fueron colocadas dentro de un vaso de precipitado 
estéril de un litro sobre una malla que sostiene a las plántulas. Las raíces fueron 
cubiertas por solución Fahraeus (aproximadamente 200 ml) (Fahraeus, 1957). La 
parte superior del vaso fue tapada con algodón y gasa, y la región del vaso que 
contiene las raíces fue cubierta para evitar la exposición a la luz. Las plántulas fueron 
incubadas durante 5 días a 28°C. El cuarto día se inoculó con R. etli CFN42 con el fin 
de obtener 100 bacterias por planta. De ésta forma, se obtuvieron los compuestos 
exudados por las raíces de frijol que fueron centrifugados 10 min. a 6000 rpm con el 
objeto de separar los fragmentos desprendidos de la raíz y luego después de 
probada su esterilidad fueron utilizados inmediatamente en la preparación de cajas. 

Ñ) ANALISIS DEL BANCO DE MUTANTES CON INSERCION DEL Tn5B30 

Las mutantes derivadas de R. etli CFN42 con la inserción del Tn5B30 en el 
genoma (Nal" Tc2) fueron analizadas en su capacidad de expresar la resistencia del 
gene reportero (npt) en presencia y ausencia del exudado de raíz. Se utilizaron cajas 
de PY con la mitad de peptona y extracto de levadura respecto a la concentración 
normal como se describe en el punto B adicionado con Nal" y Km a diferentes 
concentraciones (30, 60, 80, 100, 120 y 150 µg/ml). 

O) ENSAYO DE MOVILIDAD R. e tli 

Las cepas de rizoblo provenientes de un cultivo de caja fueron resuspendidas 
en agua y una alicuota fue colocada en cajas con PY con 0.3 % de agar e incubadas a 
30°C durante 48 hs. Luego, se observa la formación de un halo de difusión cuando la 
cepa es móvil. SI no se observa dicho halo de difusión, la cepa presenta alguna 
alteración en su movilidad. 

P) CLONADO Y SECUENCIACION 

Se digirió el ADN genómico de las mutantes con la enzima Hindill y luego se 
llevó a cabo la donación de los fragmentos obtenidos que contienen la inserción del 
Tn5B30 en el vector pUC18 (Messing, 1983). Estos plásmidos con los fragmentos 
donados fueron utilizados para transformar a la cepa E. culi DH5ri.. El Tn51330 (Simon 
et al., 1989) tiene un sitio Hindill próximo al extremo 3' por lo que dicho fragmento 
HindlIl queda contenido en otro fragmento Hindill diferente al que contiene la secuencia 
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inducible (Fig. 1). 
La secuencia de ADN fue obtenida en el secuenciador automático del Laboratorio 

I del CIFN. Se utilizó el método de Sanger et al. (1977) con el sistema de secuenciación 
de ADN Applied Biosystems Modelo 373A y el equipo Taq DyeDeoxy Terminator Cycle 
Sequencing que utiliza dideoxinucleótidos fluoreceinados. El ciclo de reacciones fue el 
siguiente; 96°C 30 seg, 50°C 15 seg, 60°C 4 min. Se realizaron 25 ciclos en total. Los 
productos de reacción fueron purificados por columnas (Spin Column Purification of 
Extension Products) y separados en un gel de 6% de acrilamida. 

En el análisis de la secuencia se utilizaron los programas de computación 
contenidos en el paquete GCG (FASTA, BLAST, MAP, GAP, etc.). 

O) EFECTO DEL EXUDADO SOBRE EL CRECIMIENTO DE R. e t i iEN MEDIO LIQUIDO 

Se hicieron cultivos en medio mínimo en presencia de exudado radicular, para lo 
cual las semillas de frijol se esterilizaron y germinaron como se describe en el punto 
(K). Las cepas a estudiar fueron crecidas en PY durante 16 hs y utilizadas para 
inocular solución Fahraeus (Fahraeus, 1957) adicionado con K2HFO4  2%; MgS0,1  2%; 
KNO3  5.5%; KH2RJ4  10%; NaCI 2%; y por cada 100 ml, trazas 100 l.rl, biotina (10 
mg/mi) 100 [II y sacarosa 20% 1 ml, hasta obtener una D0600  entre 0.05 y 0.1. Con 
el fin de facilitar la comparación de las mediciones realizadas todas las cepas fueron 
diluídas hasta obtener la misma D0600. Luego, el medio inoculado fue distribuído en 
tubos de ensayo estériles (15 m1). Se colocaron 6 ml en cada tubo. Un frijol germinado 
se colocó en cada tubo sobre una punta de micropipeta (200 pi) para impedir su 
hundimiento. Se cubrió la parte inferior de los tubos para proteger de la luz a los 
compuestos exudados. Finalmente, los tubos fueron colocados a 26°C con períodos 
de oscuridad de 12 hs, Las mediciones de DO del medio en que están colocadas las 
plantas fueron realizadas a intervalos de 8 hs en un espectrofotómetro. Se tomaron 
tres mediciones en cada tiempo, cada una de tubos diferentes. Después de la 
medición los tubos fueron descartados. 

R) EFECTO DEL EXUDADO SOBRE EL CRECIMIENTO DE R. etliEN MEDIO SOLIDO 

Se preparó medio mínimo sólido con 1.5% agarosa y se colocaron 25 ml del 
medio en cada caja. En forma separada, se mezcló 5 ml de medio mínimo sólido con 
0.7% de agar y 1 ml de medio mínimo con una determinada dilución de bacterias. Esta 
mezcla se agregó sobre el medio mínimo sólido con 1.5% agar. Inmediatamente 
después que gelificara el medio, se colocó una gota de exudado (obtenido como se 
describió en el punto N, sin inocular) sobre el agar con las bacterias. Las cajas fueron 
incubadas durante 48 lis. a 30°C. Se observó la diferencia de turbidez en las zonas 
con o sin exudado en las cajas con las cepas bajo estudio. La turbidez es ocasionada 
por el crecimiento de las bacterias y su ausencia por un efecto inhibitorio del exudado 
sobre pi crecimiento da las mismas.  
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RESULTADOS 

1) AISLAMIENTO DE MUTACIONES EN GENES INDUCIDOS POR EXUDADOS 

Con el fin de identificar genes inducidos por compuestos exudados de frijol, se 
realizó la mutagénesis al azar de la cepa de R. etli CFN42 (Sm') utilizando el 
transposón Tn5B30 (Simon et al. 1989). Este transposón posee el gene npt (neomicina 
fosfotransferasa) corno gene reportero y luego de su inserción en el genoma se 
obtiene una fusión transcripcional. Debido a esto, la expresión del gene npt queda 
controlada por las secuencias que regulan al gene mutado. Utilizando exudado de 
raíces de frijol como inductor en el análisis del banco de 3000 mutantes, se identificaron 
4 cepas (CFNA3, CFNA31, CFNB3 y CFNB18) que son capaces de crecer en PY con Km 
sólo en presencia del exudado (Mat. y Mét., punto B). Diversos flavonoides fueron 
utilizados en el mismo tipo de experimento con el fin de evaluar su posible capacidad 
inductora. Todos los compuestos ensayados mostraron ser buenos inductores de las 
secuencias mutadas en las concentraciones utilizadas (Tabla II y Fig. 2). 

El análisis descrito con exudado fue realizado también con la cepa CFNA31 
curada de plásmido a (pa) y plásmido simbiótico (pd) (Mat. y Mét., punto D). Esta 
cepa expresa resistencia a Km sólo en las cajas conteniendo exudado, lo cual sugiere 
que el gene que tiene la inserción del Tn5B30 con el gen reportero sigue siendo 
inducible a pesar de la ausencia de los genes nodD del plásmido simbiótico. 

2) LOCALIZACION DEL Tn5B30 EN EL GENOMA DE R. etli CFN42 

Para localizar el Tn5B30 en las distintas cepas mutantes, se realizó mediante 
un ensayo de hibridación entre ADN de los mutantes proveniente de geles de agarosa 
del tipo Eckhardt (Eckhardt, 1978) y usando el Tn5 como sonda. Se determinó que 3 
de las cepas CFNA3, CFNB3 y CFNB18 poseen una inserción cromosoma' (Fig. 3). En el 
caso de la cepa CFNA31, en principio se observó una inserción plasmídica pero no fue 
posible discriminar con claridad mediante la hibridación antes citada si la inserción 
estaba localizada en el pa ó pb. 

Por esta razón, se realizó otro experimento utilizando ADN genómico de la 
cepa CFN42 curada del pa (CFNX182) y otra curada del pb (CFNX183) (Brom et al., 
1992) digeridas con Hindlll y utilizando como sonda un fragmento Hindlll que contiene 
la secuencia bajo estudio. De ésta forma sólo se observó señal positiva en el caso de 
la cepa curada del pa por lo que se deduce que la inserción está ubicada en el pb (Fig. 
4) 

Posteriormente, la detección de los fragmentos contenidos en la secuencia 
silvestre del gene inducido en la mutante CFNA31 confirmó esta ubicación ya que 
estas secuencias provienen de fragmentos clonados del pb como se describe en Cava 
et al., 1989 (ver adelante). 

De esta forma se identificaron tres inserciones cromosomales, de las cuales no 
se tiene antecedentes en R. etli, y una inserción plasmídica, en el pb. 
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3) ANALISIS DEL PERFIL DE LIPOPOLISACAIRIDOS 

Se han reportado mutantes en R. etli CFN42 con alteraciones en la 
producción de lipopolisacárídos que presentan deficiencias en el proceso de infección 
(Cava et al., 1989). También se ha reportado que los flavonoides afectan la porción 
antigénica de los lipopolisacáridos (Noel et al., 1992). Con estos antecedentes, se 
decidió investigar una posible diferencia en la producción de lipopolisáridos entre la 
cepa silvestre y las mutantes. 

Las cepas mutantes fueron crecidas en presencia de genisteína (Mat. y Mét,, 
punto K) corno inductor. Los perfiles de los lipopolisacáridos observados en gel de 
acrilamida no difieren respecto a los de la cepa silvestre (Fig. 5), por lo cual, según la 
técnica utilizada, los lipopolisacáridos no están afectados por ninguna de las mutaciones. 

4) CAPACIDAD DE CRECIMIENTO EN MEDIO MINIMO 

Con la idea de detectar la presencia de alguna auxotrofía que interfiriera en el 
crecimiento de las cepas mutantes, se analizó el crecimiento de las mismas en medio 
mínimo (Mat. y Mét., punto B). Auxotrof fas ocasionadas por la inserción del Tn5 con 
efecto sobre la simbioisis de R. etli y frijol ya han sido reportadas (Noel et al., 1988). 

Las cepas mutantes no presentan diferencia en su crecimiento en medio mínimo 
ni en PY, ya sea líquido o sólido cuando son comparadas con la cepa silvestre (Fig. 6). 
Este resultado indica que ninguna de las Inserciones del Tn5B30 ocasiona mutaciones 
que estén involucradas en la síntesis de metabolitos esenciales para el crecimiento en 
medio mínimo. 

5) MOVILIDAD 

Esta característica fue analizada debido que se ha reportado que una cepa 
mutante de R. etli TAL182 obtenida por inserción de Tn5 en el cromosoma (George et 
al., 1992) mostró formación de pequeños nódulos no fijadores en frijol y reducción de 
la movilidad comparada con la cepa silvestre (Pooyan et al., 1994). Entre las mutantes 
de R. 	CFN42 obtenidas se encuentran 3 con inserciones cromosomales por lo cual 
se decidió investigar esta posibilidad. Se realizaron experimentos en medio PY sólido 
con 0.3 % de agar. Como resultado del movimiento de las bacterias sobre el agar, se 
forma un halo de difusión. Las cepas que perdieron la capacidad de moverse no 
producen dicho halo. Tanto en la cepa silvestre como las mutantes puedo observarse 
la formación del halo (Tabla III) lo cual implica que no existe ninguna alteración en la 
movilidad de las cepas con inserción del transposón. 

6) ANALISIS DEL FACTOR DE NODULACION 

La mayoría de los genes nod se expresan en presencia de compuestos originados 
por la planta. Dichos genes intervienen en la biosíntesis del factor de nodulación 
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(Lerouge et al., 1990). Es posible entonces, que alguno de los genes mutados con el 
Tn5B30 afectara de alguna forma al factor de noduclación. Se realizó una cromatograía 
en capa fina del sobrenadante de cultivos de las diferentes cepas inducidas con 
genistína. No se observaron diferencias en la producción del factor de nodulación (Fig. 
7) respecto a la cepa silvestre. 

7) CLONACION DE LOS FRAGMENTOS MUTADOS E IDENTIFICACION DEL GEN SILVESTRE 
EN LA CEPA CFNA31 

Con el objeto de analizar con más detalle las secuencias inducibles en las cepas 
se decidió donar el fragmento Hindill de cada una de las cepas mutantes en pUC18. 
Se estimó que el tamaño de cada uno de dichos fragmentos es de 4.2 en CFNA3, 1.7 
en CFNA31, 5.7 en CFNB3 y 3.1 kb en CFNB18 (Tabla III). 

En la búsqueda de las secuencias silvestres del gen mutado en A31, se utilizaron 
fragmentos donados del pb de R. etli CFN42 por otros laboratorios en experimentos 
de hibridación con el fragmento HindlIl que contiene el gen inducible por exudado como 
sonda. Se encontró que el pCos126 (Cava et al., 1989) contiene dos fragmentos, uno 
de 1.3 kb y otro de 5.6 kb que mostraron señal positiva (fig. 8 y 13). Cada uno de 
estos fragmentos fueron donados en el vector pUC18 y utilizados en la obtención de 
las secuencia completa del gen. 

8) FENOTIPO SIMBIOTICO 

Los genes nod son inducidos por flavonoides (Redmond et al., 1966). Debido a 
esta razón, existe la posibilidad que la disrupción de las secuencias identificadas altere 
alguna etapa del proceso de nodulación, por lo cual se decidió analizar la capacidad 
de nodulación de las cepas mutantes. 

En los ensayos de nodulación realizados (Mat. y Mét., punto L) con las cepas 
mutadas se obtuvieron nódulos fijadores en todos los casos. En tres experimentos en 
los que se analizó el número de nódulos formados por las mutantes respecto a la 
cepa silvestre a los 15 días de inoculación se observó que la mutante CFNB3 no 
presenta diferencias. Estos experimentos fueron realizados con la variedad de frijol 
Negro Jamapa. Las tres mutantes restantes fueron analizadas en experimentos de 
cinética de nodulación en los que se utilizó la variedad N-8-116 (se decidió utilizar 
dicha variedad porque mostró menor variación en el número de nódulos obtenidos en 
ensayos previos realizados en nuestro laboratorio). En este tipo de experimento, se 
determinó el número de nódulos a los 10, 15 y 20 días posteriores ala inoculación. La 
mutante 618 no mostró diferencias significativas (Fig. 9). En cambio, en las mutantes 
CFNA3 y CFNA31 se observaron diferencias significativas respecto a la cepa silvestre 
(la desviación estándar de CFN42 y de las cepas mutantes -CFNA3 y CFNA31-
representadas por barras en la gráfica, no se superponen, por lo que los valores 
pertenecen a diferentes poblaciones) como puede verse en la Fin 10. 

Se realizó otro experimento de cinética de nodulación para comparar el número 
de nódulos formados por la mutante CFNA31, una derivada de CFNA31 conteniendo el 
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pCos126, denominada CFNA31a (pCos126 contiene los genes silvestres que están 
mutados en CFNA31) y otra derivada de CFNA31 con el pLAFR1, denominada CFNA31b 
(pLAFR1 es el vector del que deriva pCos126) entre si y con la cepa silvestre. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Fig. 11. La reducción en el número de nódulos 
en la cepa CFNA31 estaría ocasionado por la disrupción de la secuencia del gene 
inducible que de alguna forma afectaría, directa o indirectamente el proceso de 
nodulaclón. Por el contrario, la mutante complementada con el pCos126 (CFNA31a) 
estaría beneficiada en su interacción con frijol por copias extra del gene mutado y/o 
secuencias adicionales con efecto positivo sobre la simbiosis presentes en el fragmento 
de 27 kb contenido en el pCos126. 

9) SECUENCIACION DEL GEN INDUCIDO POR EXUDADO EN LA MUTANTE A31 

Se obtuvo la secuencia de las dos hebras del fragmento 1.3 kb completo y 1.4 
kb del extremo 5' del fragmento de 5,6 kb y además, la secuencia 735 pb que siguen 
a las 1.4 kb mencionadas y 522 pb del extremo 3' del fragmento de 5.6 kb de una 
sola hebra. La estrategia utilizada para secuencia!' esta región se muestra en la Fig. 
12. Se identificaron dos marcos de lectura abiertos en la región próxima a la inserción 
del transposón y probables secuencias promotoras arriba del sitio de inserción. La 
secuencia completa del gene mutado es de 1191 pb y codificaría a una proteína de 
396 aa (Fig. 13). La búsqueda de la similitud de la secuencia deducida de aminoácidos 
en proteínas conocidas utilizando el programa BLAST (GCG), reveló similitud significativa 
con el genes emrA de E. coli (emr, e, E coli; m, multidrogas; r, resistencia) que confiere 
resistencia a una gama de compuestos tóxicos. La probabilidad que la similitud del 
alineamiento entre las dos secuencias debida al azar es de 2.4e"34, Este alineamiento 
se extiende en casi toda la proteína. Luego de identificada EmrA, se realizó un 
alineamiento entre su secuencia y la del gene identificado en el pb. Se encontró que 
entre ellas presentan 33.9% de identidad y 52.0% de similitud (Fig. 14). Debido a su 
homología, este gene se denominó rmrAl (r, Rhizobium), Arriba del codón de iniciación 
de anrAl se identificaron probables secuencias promotoras semejantes a los motivos 
-10 y -35 de promotores o" de E. coli que constituirían parte de la región reguladora 
de este gene. Arriba del codón de iniciación no se encontraron secuencias similares al 
consenso de caja nod descrito por Spaink et al. (1987) ni secuencias consenso de 
promotores -24/-12 (Barrios et al,, 1995). Utilizando la secuencia de aminoácidos, se 
obtuvo el diagrama de hidrofobicidad de RmrAl y fue comparado con el de EmrAl 
(Fig. 15). En los dos diagramas mencionados puede observarse un pico hidrofóbico 
próximo al extremo N-terminal que comprendería una hélice transmembranal 
característica de las proteínas de este tipo. 

Detrás del codón de terminación de rm rAl existe una corta región intergénica 
de 24 pb seguida de otro marco de lectura abierto con su propia secuencia de 
pegado a ribosomas. Utilizando nuevamente el programa BLAST en la búsqueda de 
secuencias conocidas similares, se encontró que es similar a emt13 de E. coli. La 
probabilidad que dicha similitud se deba al azar es de 4.6e-31. De la secuencia de 
bases de este marco de lectura abierto se dedujo la secuencia de aminoácidos y se 
comparó con la secuencia de ErnrB. Se encontró un 28.2% de identidad y un 51.0% de 
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similitud (Fig. 16). También se encontró una secuencia consenso de la familia de 
principales facilitadores (Fig. 13). Arriba de este marco de lectura, no se identificaron 
secuencias promotoras, lo cual sugiere que los genes están organizados en un 
operón. 

La secuencia de bases del gen rmrA1 presenta una similitud del 46.9% con el 
gene emrA en casi toda su extensión (Fig. 17). En la región próxima al extremo 3', la 
similitud es más alta, particularmente en 2 zonas. En una de ellas, la identidad es del 
64% en 117 pb y en otra es de 68% en 83 pb. La probabilidad de que esta parecido 
sea por azar es de 7.2e-15. 

También se analizó el resto de la secuencia obtenida de los fragmentos de 1.3 
y 5.6 kb. En la búsqueda de similitud de otras regiones de la secuencia se obtuvieron 
los siguientes resultados. En todos los casos, se trata de similitud en la secuencia de 
aminoácidos. 

En la secuencia del extremo 5' del fragmento de 1.3 kb se encontró un marco 
de lectura abierto (m1a1) con alta similitud al gen uxuA de E. coli y H. influenzae. La 
probabilidad que la semejanza sea debido al azar es de 3.6 e-58  y 5.9 e•'3, 
respectivamente. Este gen codifica a la manonato hidratasa (o hidrolasa) y forma 
parte del metabolismo de los glucurónidos. Dicha similitud corresponde a la última 
parte del gen por lo que se supone que el extremo 5' de este gen se encuentra en el 
fragmento EcoRI de 7.5 kb vecino al de 1.3 kb (Fig. 18), 

Al analizar la secuencia del extremo 3' del fragmento de 5.6 kb se encontró 
otro marco de lectura abierto (mla2) con similitud a hipotéticas proteínas 
transportadoras del tipo ABC de E. coli y H. influenzae. La probabilidad de que el 
parecido se deba al azar es de 2.0 e-31  y 2.5 e•30  (Fig. 18). 

10) SECUENCIACION DE LA REGION PROXIMA AL Tn5B30 EN LAS CEPAS CFNA3, CFNB3 
Y CFNB18 

En la búsqueda de homología de la secuencia próxima a la inserción del Tn5B30 
con secuencias conocidas, se encontró semejanza significativa sólo en el caso de la 
mutante CFNB18. Su secuencia presenta homología con el producto de un gene similar 
a htrA de Brucella abortus, un gene de respuesta a estrés térmico y a el producto del 
gene degP (cromosomal) de R. meliloti. La secuencia deducida de este gen de R 
meliloti es similar a una proteasa periplásmica inducible por estrés térmico en E. coli. 

11) EFECTO DEL EXUDADO DE RAIZ DE FRIJOL SOBRE LA MUTANTE A31 

Debido a la similitud encontrada entre RmrAl y EmrA (un gene que otorga 
resistencia a compuestos tóxicos) se decidió investigar si existe algún efecto tóxico 
del exudado que influye sobre el crecimiento de R. etli CFN42. Por este motivo se 
realizaron dos tipos de experimentos. 

Fn lino de ellos se midió el crecimiento de C,FNA31. CFNA31a (nCos126), 
CFNA31b (pLAFR1) y la cepa silvestre en presencia y ausencia de los compuestos 
exudados de frijol (Mat. y Mét., punto O). Se observó que en ausencia del exudado, 
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las tres cepas tienen un crecimiento semejante. El exudado estimula el crecimiento en 
la cepa CFN42 y esta estimulación es más notoria en la cepa complementada con el 
pCos126 (A31a). La cepa mutante A31 crece menos en presencia de la planta que la 
cepa silvestre (Fig. 19). 

En experimentos realizados con medio mínimo sólido (Mat. y Mét., punto R), las 
cajas conteniendo a la mutante CFNA31 presentaron una zona de inhibición del 
crecimiento en el lugar donde fue colocado el exudado. Esta zona de inhibición carece 
de la turbidez ocasionada por el crecimiento bacteriano. Las bacterias de esta zona 
fueron capaces de crecer después de 24 hs. Las cepas silvestre y complementada no 
presentaron dicha zona de inhibición. 

Estos dos resultados muestran que algún(os) compuesto(s) del exudado posee 
efecto nocivo sobre R. etli CFNA31. 

12) REITERACIONES DE LOS GENES INDUCIBLES 

Una de las características del genoma de R. etli es la presencia de reiteraciones 
de secuencias en el ADN, la cual puede originar inestabilidad genómica (Flores et al., 
1987). Por esta razón, se investigó si los genes mutados se encuentran reiterados. 

En ensayos de hibridación entre el ADN genómico de R. etli CFN42 digerido 
completamente con Hindlll y el fragmento HindlIl que contiene secuencias de los genes 
inducibles de cada una de las mutantes corno sonda, se observó una sola banda en la 
autoradiografía en los casos de las mutantes CFNA3, CFNA31 y CFNB18. Cuando se 
usó el mismo fragmento de la mutante CFNB3 se detectaron 2 bandas que presentan 
homología (una de 10.8 kb y otra de 3.3 kb) (Fig. 20). Existe una diferencia marcada 
en la intensidad de dichas bandas por lo que puede interpretarse que la homología es 
muy baja en la banda de 3.3 y que ese fragmento no codifique la misma proteína que 
la banda 10,8 kb, por lo cual, no podría considerarse como una reiteración del gene 
con la inserción del Tn5B30, 

13) ANALISIS DE LA PRESENCIA DE LOS GENES INDUCIBLES DE R. etli CFN42 EN R 
tropici CFN299 

Las plantas de frijol pueden ser noduladas por diversos grupos de rizobios 
además de R. etli, entre ellos R. tropici. Con el fin do conocer si las secuencias 
Identificadas en R. etli se encuentran también en el genoma de R. tropici CFN299, se 
realizaron experimentos de hibridación entre el ADN genómico de CFN299 y los 
diferentes fragmentos Hindi': de las cepas mutantes. Se encontró que R. tropici 
CFN299 posee secuencias con homología significativa con los fragmentos HindlIl de las 
mutantes CFNA3 y CFNB3. En cuanto a las otras 2 mutantes, CFNA31 y CFNB18 se 
observa baja homología representada por una tenue banda en la autoradiografía que 
aparece a tiempos de exposición largos (Fig. 21). De este resultado se deduce que un 
par de las secuencias encontradas están compartidas entre R. etli CFN42 y R. tropici 
CFN299. 
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DISCUSION 

En este trabajo se identificaron y analizaron cuatro secuencias genómicas de R 
etli CFN42 que se expresan en presencia de exudado de raíz de frijol y de diversos 
flavonoides. Una de estas secuencias está ubicada en el pb y las tres restantes en el 
cromosoma. Se conoce poco acerca de genes cromosomales de Rhizobium inducidos 
por la planta. Algunos de ellos han sido detectados recientemente en el cromosoma 
de R fredii NGR234 (Perret el al., 1994), pero no existen antecedentes en R. etli. 
Estas cepas mutantes fueron objeto de una caracterización parcial. Se encontró que 
el crecimiento en medio mínimo no está afectado por ninguna de las inserciones por lo 
que se deduce que las mutaciones no provocan ninguna auxotrofía. No se observaron 
alteraciones en la producción de LPS, del factor de nodulación y en la movilidad de las 
cepas mutantes mediante los ensayos utilizados. El número de nódulos obtenidos en 
ensayos de nodulación en plantas de frijol se redujo en dos de las mutantes (CFNA3 y 
CFNA31) respecto a la cepa silvestre. No se observaron diferencias en el caso de las 
dos cepas restantes (CFNB3 y CFNB18). En la búsqueda de homología de las secuencias 
cromosomales próximas a la inserción del Th5B30 con secuencias conocidas, se 
encontró semejanza significativa sólo en el caso de la mutante CFNB18. Su secuencia 
presenta homología con el producto de un gen similar a htrA de Brucella abortus, un 
gene de respuesta a estrés térmico y al producto del gene degP (cromosoma') de R 
meliloti. 

La reducción en el número de nódulos en CFNA31 junto con la obtención de la 
clona que porta al gene silvestre condujeron a intensificar el estudio del gene mutado 
en dicha cepa, por lo cual a continuación, la discusión se dedicará al análisis de los 
resultados obtenidos con la cepa CFNA31. 

En este trabajo se identificó y analizó un gene de 1191 pb (396 aa.) de R. etli 
CFN42 inducido por compuestos presentes en el exudado de raíz de frijol y en 
particular por flavonoides. La secuencia ubicada en el extremo 5' de este gen presenta 
un promotor potencial con secuencias semejantes a los motivos -10 y -35 de los 
promotores a" de E. coli que regularían la expresión del gene. También se encontró 
un sitio de pegado a ribosomas (Shine and Delgarno, 1975). Inmediatamente detrás 
de este gen se encuentran secuencias homólogas a emr6 con su propia secuencia de 
unión a ribosomas. Secuencias de reconocimiento para un sistema inducible corno caja 
nod no han sido identificados. Es posible que la inducción por flavonoides está bajo el 
control de algún sistema aún desconocido. 

La secuencia de aminoácidos del gene identificado presenta similitud significativa 
con emrA de E. coli (33.9% de identidad y 52.0% de similitud) y por esta razón se lo 
denominó rmrAl. En E. coli los genes emrAB otorgan resistencia a desacopladores de 
la fosforilación oxidativa y a un número de compuestos hidrofóbicos no relacionados. 
Este hecho constituye un caso diferente al de los genes de resistencia a un antibiótico 
específico ya que un mismo mecanismo protege de varias sustancias nocivas. emrA 
forma parte de un operón de tres genes junto con emfB y mprA. La región que 
antecede a emrA no presenta secuencias promotoras pero sí presenta similitud con 
un gene conocido mprA que tiene secuencias promotoras típicas. Se sugiere que se 
transcribiría un mARN conteniendo los tres genes que sería objeto de un procesamiento 
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posterior. EmrA es una proteína unida a membrana de 390 aa y un PM de 42.7 Kda. 
Presenta un extremo N-terminal ubicado en el citoplasma al que le sigue un dominio 
hidrofóbico formado por una a-hélice que atraviesa la membrana y un largo dominio 
periplásmico O-terminal. Esta disposición no fue deducida de la secuencia del péptido 
sino que requirió un análisis posterior en el que con fusiones con el gene phoA 
(fosfatasa alcalina) se determinó que gran parte de la proteína es periplásmica. emita 
está formada por 513 aa cori un PM de 55,6 Kda. Es una proteína integral de 
membrana, altamente hidrofóbica con 14 a-hélices que atraviesan la membrana. Este 
gen pertenece a una familia de translocasas de membrana, denominada principales 
facilitadores, que incluye proteínas de resistencia a multidrogas en bacterias Gram-
positivas. emlB fue el primer gen de este tipo reportado en Gram-negativas. Presenta 
una secuencia consenso (G-X-h-h-G-P-X-l-G-G, h: residuo hidrofóbico; X, cualquier residuo) 
encontrada en la mayoría de los miembros de esta familia (QacA, Bmr, NorA); dichos 
miembros no son cercanos entre sí por lo que se supone que estos sistemas han 
aparecido varias veces en diferentes grupos de bacterias en forma independiente en 
el curso de la evolución. Por ejemplo, EmrB es mucho más cercano a Mmr que codifica 
para una bomba de extrusión de metilenomicina de Streptomyces que a la bomba de 
resistencia a multidrogas de Bacillus subtilis (Bmr) o a EmrD de E. coli. La característica 
de otorgar resistencia a compuestos claramente hidrofóbicos separa a emr de otros 
miembros de la familia génica. Hasta el momento, existe sólo un reporte de un 
mecanismo de resistencia a multidrogas cori función natural. Es el caso de las 
proteínas MexAB, implicadas en el eflujo de pioverdin, un quelante de hierro sintetizado 
por Pseudomonas aeruginosa (Poole et al., 1993). 

En un estudio en el que analizan proteínas transportadoras (Saier et al., 1994) 
que hasta ese momento quedaban fuera de las familias caracterizadas, establecieron 
que EmrA junto con NolF de R. rneliloti, EnvC y HlyD de E. coli por su homología forman 
parte de una familia. Se propone que estas proteínas pueden causar fusión localizada 
de las membranas interna y externa para que los transportadores puedan exportar 
grandes cantidades de sustancias del citoplasma al medio externo sin pasar a través 
del periplasma y la denominaron familia de proteínas de fusión de membrana. Las 
proteínas de este grupo están poco conservadas y debido a su rol estructural y no 
catalítico su homología es baja. Además, los residuos conservados son hidrofóbicos 
por lo cual se propone que están asociadas por su origen transportador. 

Los criterios para incluir en una misma familia a la proteínas mencionadas 
fueron: 

-Homología de la secuencia primaria de bases; 
-Similitud de la secuencia de aminoácidos en gran parte de la secuencia de aminoácidos; 
-Similitud en el tamaño de la proteína; 
-Similitud en el diagrama de hidrofobicidad; 
-Organización del operón. 

Teniendo en cuenta estos criterios, es probable que RmrA1 pueda incluirse 
dentro de la familia de proteínas de fusión de membranas porque: 
-Su homología cori EmrA es significativa. Al comparar la secuencia de aminoácidos de 
RmrA1 con EmrA se obtiene 33.9% de identidad y 52.0% de similitud (Fig. 14). 
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Además, utilizando el programa BLAST, la probabilidad que su parecido sea debido al 
azar es de 2.4e34, La homología en la secuencia de bases apoya esta semejanza; 
-La similitud se mantiene en toda la extensión de la secuencia de aminoácidos (Fig. 
14); 
-El tamaño de las proteínas es semejante (396 aa. en RmrA1 vs. 390 aa. en EmrA); 
-En el diagrama de hidrofobicidad, ambas proteínas presentan un pico hidrofóbico 
próximo al extremo N-terminal que comprendería una hélice transinembranal (Fig. 15); 
-EI gene rmrA1 está seguido por secuencias homólogas a etn 161 (Fig. 13) que podría 
denominarse rmtB1 y cuya secuencia deducida de aminoácidos presenta la secuencia 
consenso más importante de la familia de principales facilitadores a la que pertenece 
EmrB (Fig. 13). 

En vista de la similitud entre RrnrAl de R. etli con proteínas de fusión de 
membrana (en particular con EmrA) es posible desarrollar la siguiente interpretación. 

La rizósfera es un medio variado y dinámico. En este espacio, diferentes tipos 
de interacciones entre los organismos del suelo son posibles. En gran medida, dichas 
interacciones están influídas por compuestos liberados por la planta. 

Entre estas interacciones, la relación simbiótica (mutualismo) entre rizobios y 
leguminosas ha sido objeto de considerable atención. Uno de los aspectos más 
estudiados es el hallazgo de ciertas analogías con relaciones de tipo patógenas entre 
microrganismos y plantas. Esto se basa en que la presencia del rizobio o de alguno 
de sus derivados desencadena, al igual que un patógeno, el desarrollo de un mecanismo 
de defensa (Djordjevic et al., 1987a) conocido corno respuesta de defensa de la 
planta. Algunas de las evidencias presentadas son: la degradación de la pared celular 
(considerada como la evidencia de mayor peso en la transición de Rhizobium de 
comensal a parásito), la síntesis de nuevo material en la pared celular como parte de 
la respuesta de defensa y el desencadenar en la planta la producción de sustancias 
antimicrobianas como fitoalexinas (Parniske ef al., 1991) y la inducción de quitinasas 
provocada por rizobios (Vasse et al., 1993; Staehelín et al,, 1994) corno parte de la 
reacción hipersensible. Es así que los rizobios se comportan corno parásitos en el hilo 
de infección y sólo si el rizobio se transforma en bacteroide y fija nitrógeno la relación 
pasa a ser simbiótica. De no alcanzarse esta etapa, la planta generalmente es 
debilitada por la presencia del rizoblo. El desarrollo de cierta adaptación a la respuesta 
del huésped ha llevado a que los rizobios puedan ser considerados como parásitos 
refinados (Djordjevic et al., 1987a). 

Las plantas exudan una amplia gama de sustancias, entre ellas se encuentran 
las fitoalexinas (Swain, 1977). Estas sustancias son metabolitos secundarios y forman 
parte esencial de la resistencia del huésped (sobretodo en Dicotiledóneas) frente a 
estímulos biológicos, físicos o químicos, Presentan actividad antimicrobiana evitando el 
crecimiento de ciertos microrganismos en la rizósfera donde se acumulan hasta 
alcanzar niveles tóxicos. Cada planta produce un rango de fitoalexinas relacionadas 
biosintéticamente, Forman parte de la defensa activa y, a diferencia de las inhibitinas 
que se encuentran en los tejidos del huésped antes de la infección y aumentan en los 
tejidos invadidos, la formación de fitoalexinas requiere la represión o activación de un 
sistema en7imátleo (Fraser. 1985) 

Se han reportado diversas fitoalexinas de leguminosas en rizósfera y en nódulo 
con efecto tóxico sobre diferentes cepas de Rhizobium. Faseolina, medicarpina, mackiaina 
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y keivitona mostraron actividad inhibitoria hacia algunas cepas de rizobios capaces 
de nodular Lotus sp de crecimiento rápido o lento (Pankhurst and Biggs, 1980). 
Compuestos provenientes de nódulo, los flavolanos (taninos condensados) afectan 
negativamente in vitro el crecimiento de ciertas cepas de R. loti (Pankhurst and Jones 
1979). Cumestrol, genisteína y en menor medida daidzeína inhiben el crecimiento de 
mutantes Exo" Ops• de R. etli (Eisenschenk et al., 1994). Gliceolina inhibe el crecimiento 
de cepas capaces de nodular soya (Parniske et al., 1991). De esta forma, el efecto 
antibacteriano de las fitoalexinas, controlaría al menos en parte, las poblaciones de 
ciertos microrganismos en las proximidades de la raíz. Sólo en el caso en que ciertos 
microrganismos puedan evadir esta barrera es que podría establecerse algún tipo de 
interacción posterior. 

En ciertos casos, el rizobio puede contrarrestar o controlar la respuesta de la 
planta. Se determinó que la habilidad de ciertas cepas de R. boli para formar nódulos 
efectivos (Nod+ Fix+) en Lotus sp está correlacionada con la sensibilidad in vitro a 
cierto tipo de flavolanos presentes en las raíces de esta leguminosa (Jones et 
1987). La cepa NZP2037, que forma nódulos fijadores es 4 veces más tolerante a los 
flavolanos que la cepa NZP2213 la cual forma nódulos inefectivos sin rizobios 
intracelulares. La habilidad de la cepa NZP2037 para tolerar mayores concentraciones 
de flavolanos fue asociada a la capacidad de su membrana externa de unir mayor 
cantidad de moléculas de flavolanos que la membrana externa de NZP2213. Encontraron 
además, que los flavolanos se unen en gran cantidad (70%) a un polisacárido unido al 
peptidoglicano y en menor cantidad (10%) a una lipoproteína de la membrana 
externa. Estos componentes son específicos de la cepa resistente y no están presentes 
en el cepa sensible. Los autores sugieren que los componentes de la superficie de 
ambas cepas son diferentes y que la cepa resistente posee moléculas (polisacáridos y 
proteínas) a las que se unen los flavolanos y no son esenciales para la viabilidad de la 
célula y de esta forma su entrada en la planta quedaría bloqueada. En cambio, en la 
cepa sensible que carece de estas moléculas, los flavolanos se unirían a compuestos 
esenciales para su viabilidad. 

Se ha observado que deficiencias en ciertos polisacáridos evitan el desarrollo 
normal de la simbiosis. Entre ellos, los exopolisacáridos (EPS) los cuales se secretan 
fuera de la membrana externa y son requeridos para la infección del huésped que 
posee nódulos de desarrollo indeterminado (alfalfa, Lupinus sp) pero no son necesarios 
en los de desarrollo determinado (frijol, soya, Lotus sp). Los EPS actúan como un 
factor de protección (Djordjevic et al., 1987b) ya que la adición de EPS exógeno a 
plantas, junto con mutantes Eps-  resulta en la corrección de la incapacidad de estos 
mutantes para inducir nódulos fijadores de nitrógeno. Este efecto es considerado 
como evidencia del rol activo de los EPS con los que se suprime el sistema de defensa 
de la planta. 

Los lipopolisacáridos (LPS), que forman parte de la membrana externa, también 
han sido involucrados en el proceso normal de infección, Mutantes en LPS son incapaces 
de completar dicho proceso (Dazzo et al., 1991; de Maagd et al. 1989; Noel, 1992; 
Priefer, 1989; Puvanesarajah ef al., 1987) y se ha propuesto que junto con EPS, los 
I PS formarían parte de una barrera culo evita la entrada a la bacteria de compuestos 
tóxicos de la planta (Eisenschenk et al., 1994). Eisenschenk y colaboradores han 
reportado datos que apoyan esta hipótesis. Compuestos extraídos de raíz de P. 
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vulgaris inhiben el crecimiento de mutantes Lps y Eps y mata a mutantes Ops-  Eps-  a 
concentraciones que son bioestáticas para la cepa silvestre. Identificaron a cumestrol 
y a un compuesto no identificado extraído en petróleo-éter como los compuestos 
inhibidores más importantes presentes en el extracto de raíz. A diferencia de lo 
encontrado en el exudado de soya y frijol, donde las fitoalexinas son inducidas por la 
presencia de rizobios (Dakora et al., 1993; Karr et al. 1992; Schmidt et al, 1992) no 
se observó tal inducción en el extracto de raíz de plantas inoculadas con mutantes 
Ops-  de R. etli (Eisenschenk et al., 1994). 

Otra forma de evadir los compuestos tóxicos de la planta es catabolizar 
dichos compuestos. Rao and Cooper (1994) han encontrado que diversos grupos de 
Rhizobium son capaces de degradar compuestos flavonoides mediante un mecanismo 
común que se basa en la ruptura del anillo C del heterociclo. Los mismos autores 
observaron que nuevos flavonoides con actividad inductora o inhibitoria pueden aparecer' 
con la degradación. 

Son escasas las evidencias sobre mecanismos de insensibilidad a titoalexinas 
que no dependan de la degradación o de la formación de una barrera que impida su 
entrada. 

Denny & Van Etten (1983a, 1983b) encontraron que en el hongo Nectria 
haematococca que el pretratamiento con pisatina inducía la tolerancia a otros 
isoflavonoides. Los autores sugieren que durante el pretratamiento con pisatina, la 
composición de la membrana plasmática se modifica (en particular, la estructura y 
orientación de los esteroles) y que esta modificación está asociada a la insensibilidad 
no degradativa a fitoalexinas. Otro posible mecanismo de resistencia fue reportado 
por De Waard and Van Nistelrooy (1981). Ellos encontraron que la tolerancia no-
degradativa al fungicida fenarimol (un inhibidor de la síntesis de ergosterol) en cepas 
silvestres de Aspergillus nidulans está determinada genéticamente y que el transporte 
en la membrana celular es la base para la resistencia al fungicida en cepas silvestres 
de A. nidulans. La cantidad de este compuesto en el interior de la célula es el 
resultado de dos procesos, un influjo pasivo y un eflujo dependiente de la energía. Este 
último, en contraste con el primero es inducido por otros compuestos inhibidores de 
la biosíntesis de ergosterol, por antibióticos o por compuestos no relacionados como 
pisatina. Además, a diferencia de la cepa silvestre, cepas mutantes de A. nidulans 
poseen un mecanismo de eflujo constitutivo que no necesita activación. 

En soja, la fitoalexina gliceolina provoca una inhibición transitoria del crecimiento 
de diferentes grupos de rizobios capaces de nodular dicha leguminosa (Bradyrhizobium 
japonicurn 110, B. japonicum 61A101 y Sinothizobium iredü H H 103) (Parniske et al., 
1991). Los estudios mostraron que la gliceolina no es metabolizada ni detoxificada 
sino que la bacteria desarrolla resistencia a dicho compuesto. Observaron además, 
que la resistencia es inducida por flavonoldes estructuralmente similares a la gliceolina 
como la genisteína o daidzeína (isoflavonoides) y más fuertemente por isoliquiritigenina 
(chalcona)(Kape et al., 1992). De esta forma, estos rizobios, aunque suceptibles a la 
gliceolina producida por soja, son capaces de adaptarse y resistir su efecto inhibitorio 
en 	la rizósf era. Como resultado, esta resistencia inducible le confiere al rizobio un 
ni mirmin (In su sunprvi‘,/pnr,in en las proximidades de la raíz. Al mismo tiempo, los 
flavonoides son inductores de genes nod. Se sabe que se acumulan en la membrana 
citoplásmica (Recourt et al., 1989) donde la proteína NodD está localizada (Schlaman 
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et al,, 1989). Este hecho representa un dilema, Por un lado, ciertos flavonoides 
presentes en baja concentración son tomados como señal inductora de genes nod, 
Por otro lado, no debe alcanzarse una concentración intracelular inhibitoria de 
isoflavonoides. En el caso de la gliceolina, estos niveles internos de dichos compuestos 
podrían ser regulados por cambios en la permeabilidad de la membrana externa 
según estos autores, aunque hasta el momento no han reportado datos que apoyen 
esta hipótesis. 

Si bien la resistencia inducible a gliceolina también por isoflavonoides sin 
degradación ya había sido reportada en hongos (Denny and VanEtten. 1983a, b; 
Kurosaki et al., 1984; Stossel, 1983), el anterior constituye el primer y único reporte 
de este tipo en bacterias. 

Hubac et al. (1993) demostraron que la tasa de absorción de flavonoides al 
citoplasma de la bacteria es mayor cuando se trata de un flavonoide inductor de 
genes nod. Es asi que en el caso de luteolina, se encontró que el nivel de absorción 
alto es específico para R. meliloti (no se observó en otros rizobios ni en otras 
bacterias gram-negativas). La incorporación de luteolina presenta una primera etapa 
donde la absorción es rápida y reversible (probablemente por simple disolución en la 
matriz lipídica de la membrana externa) después de la cual se llega a un equilibrio 
entre los flavonoides del medio y los de la superficie bacteriana. En una segunda 
etapa, la luteolina se acumula en las dos membranas. Esta última etapa podría 
requerir un gasto de energía. Se detectó que la acumulación ocurre principalmente en 
la membrana externa y en cantidades menores (pero significativas) en la membrana 
interna (Hubac et al., 1994). Según los autores de este reporte, la mayor especificidad 
de la membrana externa por luteolina proporcionaría protección contra el efecto 
tóxico que los flavonoides producen al inhibir enzimas de la cadena respiratoria 
ubicada en la membrana interna (Hubac et al., 1993). Finalmente, se aportan evidencias 
de un proceso de extrusión activo de luteolina. Un mecanismo similar estaría presente 
en R. leguminosarum (Recourt et al,, 1989) por lo que no estaría restringido a R 
meliloti. La membrana externa es una barrera efectiva contra compuestos antipáticos 
conteniendo grupos cargados. Pero en el caso de los compuestos lipofílicos no 
cargados quienes pueden atravesar la membrana citoplásmica, las únicas formas de 
defensa serían la inactivación o la extrusión activa. 

Con estos antecedentes y los resultados obtenidos, se propone que el gene 
mutado forma parte de un operón el cual está involucrado en la resistencia de R. etli 
CFN42 a compuestos tóxicos del exudado. De esta forma, R. etli es capaz de 
traspasar la barrera de defensa de la planta, representada por ciertos compuestos 
con efecto tóxico, luego iniciar el proceso de infección y finalmente, poder establecer 
una simbiosis efectiva. Las semejanzas con el operón emrAB, el efecto inhibitorio de 
algún(os) compuesto(s) del exudado en la cepa que posee inactivado el gen rtnrAl 
(con efecto polar sobre emif31) y la inducibilidad por flavonoides, caracter que 
comparten todos los sistemas de resistencia a fitoalexinas conocidos (Parniske et 
1991) constituyen las bases en que se fundamenta esta hipótesis. Es probable que la 
resistencia a compuestos tóxicos mediante la inducción de una bomba de extrusión no 
sea la cínica forma de resistencia. Como se mencioné anteriormente. existen otras 
formas como la degradación (Rao and Cooper, 1994) o la protección con polisacáridos 
(Eisenschenk et al., 1994) con la misma finalidad. El desarrollo de diferentes estrategias 
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de tolerancia dentro de una misma especie o incluso de una misma cepa podría estar 
asociado a la diversidad de las sustancias con efecto nocivo producidos por la 
planta. 

En la cepa mutante A31 no se observó ninguna alteración en su crecimiento en 
medio mínimo respecto a la cepa silvestre. Cuando se analizó su crecimiento en medio 
mínimo con exudado de raíz de frijol, se observó inhibición del crecimiento en presencia 
del exudado de raíz de frijol. Por el contrario, el crecimiento de la cepa complementada 
con un fragmento conteniendo esos genes, fue mayor respecto a la cepa silvestre. 
Este efecto, como se mencionó anteriormente, ya había sido observado en rizobios 
ocasionado por ciertas fitoalexinas por lo que es probable que algún compuesto del 
tipo de las fitoalexinas sea el responsable del efecto observado. Aún no se han 
realizado experimentos para probar esta suposición, por lo cual la naturaleza del o 
los compuesto(s) inhibitorios es desconocida. 

La reducción en el número de nódulos producidos por la cepa mutante respecto 
a la silvestre podría ser interpretada de la siguiente forma. En las cercanías de la raíz 
o en el hilo de infección, los compuestos inhibitorios tendrían efecto sobre la población 
de la mutante en rmtAl afectando su crecimiento y reduciendo el número de rizobios 
capaces de infectar la raíz, resultando un menor número de nódulos. 

Los casos estudiados de resistencia a fitoalexinas del tipo isoflavonoide, tanto 
en hongos (Denny and VanEtten, 1983b; Kurisaki et al., 1984; Stossel, 1983) como en 
bacterias (Parniske et al., 1991) son inducibles por isoflavonoides. En el caso de 
rmrAl los compuestos Inductores son del tipo flavonoide, incluyendo a isoflavonoides. 
Este hecho es destacable ya que muestra una semejanza entre los sistemas de 
inducción. Por otro lado, el caracter inducible de este tipo de respuesta otorga al 
microrganismo cierta plasticidad con la cual se adapta a los cambios en el medio 
ambiente. La rizósfera constituye el medio ambiente en este proceso y los cambios 
son ocasionados por la posible variación de los compuestos producidos por la planta 
como parte de su defensa. La inducibilidad por un grupo de flavonoides y no por un 
compuesto específico, representaría una ventaja que permite responder a tales cambios. 

La resistencia a tiolactomicina, una tiolactona con efecto antibiótico que bloquea 
el crecimiento de E. coli por inhibición de la síntesis de ácidos grasos al inhibir a la 
sintetasa de p-acetoacilos (Furukawa et al., 1993) muestra un posible mecanismo de 
resistencia que también podria ocurrir en rizobios. Esta enzima es requerida para la 
elongación de los acilos no-saturados en bacterias. Se determinó que esta resistencia 
está asociada al cperón emrAB y que se adquiere por la activación de una bomba de 
eflujo de tiolactomicina por la cual la concentración intracelular acumulada del antibiótico 
no inhibe a la sintetasa. Teniendo en cuenta este antecedente, es posible proponer un 
efecto semejante en el caso de la resistencia a compuestos del exudado mediado por 
RmrA1. Se sabe que la gliceolina y otras fitoalexinas ejercen su actividad antibiótica 
por su efecto sobre ciertas enzimas como ATPasa (Giannini et al., 1988), NADH-
ubiquinona-oxidoreductasa (Boydston et al., 1983) o NADH-oxidasa (Hubac et al., 
1993). La reducción de la concentración interna del o los compuesto(s) tóxico(s) en 
la bacteria por la activación de un sistema de extrusión evitaría su efecto nocivo. 

Hasta el momento, la habilidad de evadir la respuesta de la planta ha sido 
considerada como un paso previo para interacciones de tipo patógeno. La información 
que se presenta, amplia dicho concepto ya que da lugar a otro tipo de interacción 
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como lo es la asociación simbiótica, Además, este sería uno de los primeros casos 
conocidos en el que un mecanismo de resistencia a un grupo de compuestos tóxicos 
desempeña una función natural como la propuesta en esta tesis, ya que hasta el 
momento solo se ha descrito un caso en Pseudomonas aeruginosa (Poole et al., 
1993). 

En rizobios, la mayoría de los genes inducibles por flavonoides contienen una 
secuencia conservada de apróximadamente 50 pares de bases ubicadas entre 100 y 
250 pares de bases delante del sitio de inicio de la transcripción, denominada caja 
nod que forma parte de la región promotora y sirve como sitio de unión para la 
proteína regulatoria NodD (Rostas et al., 1986). La región regulatoria del operón 
descrito no presenta secuencias que puedan ser consideradas corno una caja nod, a 
pesar de estar regulado, al menos en parte por flavonoides y su expresión no 
depende de NodD. Existen varios genes reportados inducidos por flavonoides que 
tampoco presentan caja nod y algunos de ellos son independientes de NodD. 

En R. !redil USDA257, el locus noIXWBTUV regula la nodulación cultivar específica 
en soja y es transcrito por tres promotores diferentes (Kovács et al., 1995). El 
promotor de noAN es constitutivo mientras que los de nok3 y no/X son inducibles por 
flavonoides (apigenína). Ninguna de estas regiones promotoras contiene cajas nod, a 
pesar de ello, tanto noIX como nolt3TUV poseen una expresión dependiente de la 
presencia del gen nodD, (pero no de nodD2). NoIT y NolW son homólogos a los 
productos del gen hrp que está involucrado en la secreción de proteínas de patogenicidad 
en un número de bacterias patógenas de plantas (Kovács et al., 1995). 

Si bien no se tiene información sobre la secuencia, estudios realizados con una 
cepa de Rhizobium con delación de los genes nodD, D2YABC mostraron que la resistencia 
a gliceolina es aún inducible por lo que se deduce que los dos genes nodD no son 
necesarios para la expresión de la resistencia. Estos autores postulan que un proceso 
de reconocimiento específicamente activado por isoflavonoides que no involucra genes 
nodD es posible en 8. japonicum (Parniske el al., 1991). 

En una doble mutante nociDi/nodD2  de B. japonicum (Góttfert et al., 1992) los 
genes nod pueden ser pobremente inducidos por flavonoides y provocan un fenotipo 
nod+ 

nodZ de B. japonicum carece de caja nod y es independiente de la regulación 
por nodD. Su inactivación provoca la falta de 2-0-metilfucosa en el factor de nodulación 
y la pérdida de la actividad mitógena del factor de nodulación (Stacey et al., 1994). 

El gen nolA de B. japonicum USDA110 es un regulador positivo de la especificidad. 
La expresión de este gen aumenta en pequeña medida por la presencia de flavonoides 
de la planta huésped aunque la secuencia del tipo caja nod está ausente (Sadowsky 
et al., 1988). Por hibridación, la secuencia de este gen ha sido detectada en varios 
bradirizobios. La proteína deducida de la secuencia de nolA modula la expresión de 
genes involucrados en la resistencia a mercurio. 

En R. (redil, nod está involucrado en eficiencia de nodulación en soja pero no 
afecta la nodulación en otras leguminosas (Boundy-Mills et al., 1994). Su expresión es 
inducible por flavonoides pero carece de caja nod. Recientemente, ha sido descrito 
otro nen nod de R. frodii que también carece de caja nod y es inducible por flavonoides 
en forma dependiente de nodD,. Esto sugiere que R. (redil puede utilizar un mecanismo 
regulador, aún no caracterizado, controlado por nodD (Boundy-Milis et al., 1994). 
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Con estos antecedentes, es posible que existan otros genes inducibles por 
flavonoides como rm rAl sin secuencias de caja nod y no dependientes de nodD. Este 
tipo de genes podrían estar regulados por algún otro sistema diferente al que utiliza 
secuencias de caja nod en la región promotora que aún no ha sido descrito pero cuya 
existencia ha sido propuesta por algunos autores (Fellay et al., 1995; Parniske et al., 
1991; Pueppke, 1995; Kovács et al., 1995). Por otro lado, como se mencionó antes, 
un mecanismo de resistencia a un grupo de compuestos (antibióticos y fitoalexinas) 
en A. nidulans presenta además de un eflujo inducible, otro constitutivo por el cual un 
tipo doble de regulación puede ser posible también en el caso de rmrAl debido a que 
secuencias para una expresión constitutiva fueron localizadas pero al mismo tiempo 
se observó expresión inducida por flavonoides. Cabe destacar además, que en R 
fredii NGR234 se encontraron genes que codifican a proteínas de transporte inducibles 
cuya expresión es inducida por daidzeína. Una de ellas presenta homología con CadA 
que otorga resistencia a cadmio en Staphylococcus aureus y la otra tiene similitud 
con proteínas involucradas en el transporte activo de pequeñas moléculas hidrofílicas 
a través de la membrana plasmática. No se sabe si presentan o no caja nod. El 
hallazgo de estos sistemas de transporte de la membrana interna inducibles por 
flavonoides muestra que la inducibilidad de los mismos ya ha sido encontrada en 
otros casos en rizobios. 

La diferencia encontrada en la regulación de rmrAl con respecto a otros genes 
nod podría interpretarse como más primitiva en términos evolutivos (por su relación 
con patogenicidad) que genes inducidos por flavonoides involucrados en simbiosis. 
Estos últimos presentan un mecanismo algo más sofisticado de regulación, al menos 
por el número de elementos que intervienen. Recientemente se encontró que nofT y 
nolW de R. fredii USDA257 cuyos productos son homólogos a proteínas de secreción 
involucradas en patogenicidad carecen de caja nod aunque dependen de nodD1 para 
su inducción por daidzeína. 

Respecto a la ubicación de rmrAl en el genoma, cabe hacer la siguiente 
consideración, El gen rmrAlse encuentra localizado en un plásmido no simbiótico de 
alrededor de 200kb, denominado pb en R. etli CFN42. Este plásmido es indispensable 
para que R. etli nodule frijol (Brom et al., 1992). Se ha reportado que contiene 
secuencias involucradas en la producción de lipopolisacáridos (Cava et al., 1989). La 
complementación de cepas curadas del pb con genes Ips no restaura completamente 
las propiedades simbióticas puesto que la capacidad competitiva no se recupera 
respecto a la cepa silvestre, lo que se sugiere que existen otras secuencias simbióticas 
en el pb (Brom et al., 1992). Recientemente, se han encontrado secuencias relacionadas 
con la síntesis de tiamina en el mismo plásmido (Miranda, J., Tesis Doctoral UNAM). 
Plásmidos equivalentes al pb se encuentran en la gran mayoría de las cepas de R. etli 
(González, V., Tesis de Maestría UNAM) y también en cepas de R. leguminosarum de 
los biovares viciae y trifolii (García de los Santos, A., Comunicación personal). Se 
puede especular que este plásmido existía antes de que se separaran los linajes etli y 
leguminosarum, tal vez es un plásmido con funciones básicas para la interacción con 
planta previas al surgimiento de la nodulación. Cabe agregar, que el fragmento 1-lind111 
conteniendo los nenes rmrA1B1 mutado se encuentra hien conservado 
en cepas de R. leguminosarum bvs. vicia y trifolii, y tal vez en R. tropici CFN299 por lo 
que se podría pensar que una función semejante a la codificada por rm rAl existe en 
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otras asociaciones simbióticas entre rizobios y leguminosas, 
Finalmente, debido a que los genes identificados son inducidos por flavonoides, 

podría esperarse que alguna de estas secuencias presentara similitud con genes nod 
conocidos. Esta posible similitud no ha sido encontrada en ninguno de los casos 
analizados. La búsqueda de las secuencias inducibles se basó en la expresión del gen 
de la neomicina fosfotransferasa que da resistencia a kanamicina en presencia de 
exudado o flavonoides cuando dicho gen reportero queda bajo la regulación de las 
secuencias de un gen inducible por dichos compuestos. Para poder ver una diferencia 
clara en el crecimiento en medio sólido, el gen inducible debe tener una expresión 
fuerte y sostenida. Se sabe que la expresión de algunos de los genes nod es débil y 
ocurre en un periodo de tiempo limitado. Por ejemplo, según Fellay y colaboradores 
(1995) la expresión de los genes nodABCIJ es débil después de los 10 minutos de la 
inducción, fuerte a la primera hora y no es detectable a las 24 horas. 
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CONCLUSIONES 

1- Se identificaron y analizaron parcialmente 3 secuencias cromosomales de R. etli 
CFN42 inducidas por flavonoides del exudado de raíz de frijol. Secuencias cromosomales 
controladas por la planta no habían sido detectadas anteriormente en R. etli. La 
inserción del Tn5B30 en la secuencia correspondiente a la cepa CFNA3 reduce 
significativamente el número de nódulos por lo cual puede especularse que tiene un 
papel en simbiosis. La secuencia inducible por flavonoides de la cepa B18 muestra 
homología con el producto de un gen similar a htrA de Brucella abortus, un gen de 
respuesta a estrés térmico y al producto del gen degF (cromosoma') de R. meliloti. 

2- La secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia de bases inducible por 
flavonoides en la cepa CFNA31 mostró homología con proteínas de fusión de membranas, 
en particular con EmrA de E. coli que interviene en la extrusión de una gama de 
compuestos tóxicos por lo que otorga resistencia a los mismos. Debido a la similitud 
mencionada y al efecto inhibitorio del crecimiento del exudado sobre la cepa mutante 
se propone que este gen está involucrado en la resistencia de R. etli CFN42 a 
compuestos tóxicos en la rizósfera de frijol mejorando su sobrevivencia. Finalmente, 
debido a la localización de este gen en el pb, se aporta información sobre la forma en 
la que dicho plásmido interviene en la interacción con la planta. 
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Fig. 1. Mapa estructural y físico de a) Transposón Tn5B30 (Simon, et al., 1989) y del 
vector de cionación pUC18 (Messing, 1983). Abreviaturas: amp, resistencia a ampicilina; 
kb, kilobase(s); lacZ, gen de Vgalactosidasa; nm, resistencia a neomicina; ori, origen 
de replicación; SI, secuencia de inserción; Tc, resistencia a tetraciclina. 
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Fig. 2. Fologral ras del crecimiento de las cepas con inserción del In513:30 (CFNA3, 
CFNA31, CFNI33 y CFNB18) con secuencias inducibles por Ilavonoides. Las cajas 
contienen PY/2 con: A) Kin'"); B) Km" y genisteina; C) 	y D) 	y genisteind. 
Se incluyeron como control: CE3, cepa silvestre: SP, 	Abreviaturas: Gen, genisterna: 

Km, kanamicina. 
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Fig. 3. Localización del transposóri Tn5B30 en el genoma de las cepas mutantes. Los 
plásmidos fueron separados en geles de agarosa según el procedimiento Eckhardt y 
fueron transferidos a membranas de nylon e hibridados por el método de Southern 
con 32P-Tn5. Carriles: A, CFN42 (cepa silvestre); B, CFNA3; C, CFNA31; D, CFNB3 y E, 
CFNB1 8. 
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A B C 

Fig. 4. Localización del transposón Tn5B30 en la cepa mutante A31. El ADN genómico 
de CFN42 (cepa silvestre), CFNX182 (CFN42 pa-) y CFNX183 (CFN42 pb-) fue digerido 
con la enzima Hindi. Los fragmentos resultantes fueron separados en un gel agarosa. 
Luego el ADN fue transferido a una membrana de nylon e hibridado con el fragmento 
Hindi', que contiene la secuencia inducible por exudado de la cepa A31 como sonda. 
Carriles; A, ADN genómico de CFN42/HindIII; B, ADN genómico de CFNX182/Hindlll y C, 
ADN genómico de CFNX183/Hindlll. 
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Fig. 5. Perfil de LPS en geles de SDS-pollacrilamida de las mutantes con Tn5B30. 
Carriles: A, CFNB18; B, CFNB3; C, CFNA31; D, CFNA3; E, CFN42. 

42 



DO 600nm 

3 	6 	9 	12 	15 	18 

hor as 

Símbolo Cepa 

O 	CFNA3 

CFNA31 

CFNB 3 

A 	CFNB1 8 

CFN4 2 

Fig. 6. Curvas de crecimiento en medio mínimo (MM) y PY. Cultivos saturados en PY se 

diluyeron 1000 veces en 25 ml de MM o PY. Se incubaron con agitación (200 rpm) a 

30°C. Se extrajo una muestra de 1 ml y se midió su densidad óptica (DO) a 600 nm 

cada 3 hs. Los símbolos y sus correspondientes cepas se indican en la parte superior 

del gráfico. 
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Fig. 7. Perfil del factor de nodulación producido por CFN 42 y las mutantes con 
Tn5B343. Las bacterias fueron Incubadas con gol: stehla corno inductor y marcadas 
con 14C-glucosamina. Carriles: A, CFN42;B, CFNA3;M, CFNA31 ; D, CFNB3; E, CFNB18. 
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Fig. 8. Identificación de los fragmentos silvestres de la mutante CFNA31. El ADN 
plasmídico del pCos126 (Cava et al., 1989) digerido con EcoRI, ADN de los fragmentos 
EcoRI de 1.3 y 5.6 kb aislados provenientes del pCos126 y el ADN genómico de CFN42 
digerido con EcoRl fueron separados en un gel de 1% de agarosa. Luego, el ADN fue 
transferido a una membrana de nylon e hibrídado con el fragmento Hind111 que 
contiene secuencias inducibles por exudado de la mutante CFNA31 como sonda. 
Carriles: A, pCos126 EcoRl; B, fragmento 1.3 kb EcoRI; C, fragmento 5.6 kb EcoRl; D, 
ADN genómico de CFN42 EcoRI. 
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Fig. 8. Cinética de nodulación de CFN42 y la cepa mutante CFNB18. Las plántas de 
frijol (cv N-8-116) fueron crecidas en matraces con vermiculíta y regados con solución 
Fahraeus. Se determinó el número de nódulos de 5 plantas a los 10, 15 y 20 días 
post-inoculación. Se calculó la desviación estándar que se indica con una barra. El 
símbolo y In corresnondiente cepa se indica en la figura. 

46 



120 

n° de nódul os 

100 

40 

60 

80 

o CFN42— 

y CFNA3 

Ei CFNA31 

20 	 
5 

  

10 	 15 	20 	 25 
días 

Fig. 10. Cinética de nodulación de CFN42 y las cepas mutantes CFNA3 y CFNA31. Las 
plántas de frijol (cv N-8-116) fueron crecidas en matraces con vermiculita y regados 
con solución Fahraeus. Se determinó el número de nódulos de 5 plantas a los 10, 15 y 
20 días post-inoculación. Se calculó la desviación estándar que se indica con una 
barra. El símbolo y la correspondiente cepa se indica en la figura. 
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Fig. 11. Cinética de nodulación de CFN42, CFNA31, CFNA31a y CFNA31b. Las plantas 
de frijol (cv N-8-116) fueron crecidas en matraces con vermiculita y regados con 
solución Fahraeus. Se determinó el número de nódulos de 5 plantas a los 10, 15 y 20 
días post-inoculación. Se calculó la desviación estándar que se indica con una barra. El 
símbolo y la correspondiente cepa se indica en la finura, 
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Fig. 12. Estrategia de secuenciación del gen rm rA1. Los fragmentos EcoRI de 1.3 y 5.6 
kb provenientes de pCos126 (Cava et al., 1989) fueron clonados en pUC18. La 
secuencia codificadora propuesta del aen rm rA1 se representa con una flecha en 
negrita. Las flechas más pequeñas indican la extensión y orientación de las secuencias 
obtenidas. 
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secuencia -35 	 --10 

consenso TTGACA 	170 	TATATT 
CAAATTCTCGTTGACATTCTTTTTTTAAAGCATATTTTGGAAAACATCAAGTTTCCTA/k.A 

	

1 	 -+ 	+ 	-+ 	 60 
GTGTATTCCACCTGAATTCAAAGGCCCCGGCCGGTGGCGACAGCGACCACTCCAAGGAGA 

	

61 	+ 	 -+ 	4. 	 + 	 -+- 	SD + 	120 
GAGACAAToTCCATCAAAACGTTGCAGGCTCTGAACAACAACGCACCTGCCCCGGAAACC 

	

121 	+ 	+ 	+•---•------4.-- í 	+ 	180 
MSIKTLQALNNNAPAPET 

ACGGCTGAAGCCGCGCCCGCAACCCTCGATGCCGGCGCCGCTCCGCGCATCGTCGAAGCT 

	

181 	+ 	+-   	+ 	+ 	+ 	240 
TAEAAPATLDAGAAPRIVEA 
GCCGCCGAGCCGGCGCCTGTCGCTCGCAAGCGCGGCGGCCGCAGATTCCTGCTTGCTGCA 

	

241 	+ 	4 	 +- 	 +- 	+ 	300 
AAEPAPVARKRGGRRFLLAA 
ACGGCCATCGTTTTGATCGCCGGGGCTGCTTATTATGGGCACAACTACTGGACTATCGGC 

	

301 	+ 	+ 	+- 	+ 	 360 
TAIVLIAGAAYYGHNYWTIG 
CGCTTCGAGATCTCTACCGACGATGCCTATGTGAAGGCTGACAACACCACCGTCGCACCC 

	

361 	+ 	4. 	 + 	 +__---•----+ 	 + 420 
RFEISTDDAYVKADNTTVAP 
AAGGTTTCGGGCTATATCGCGGAAGTGCTCGTCGGCGATAACCAGGTTGTCAAGGCCGGC 

421 ---4Tn5B30 	+----------+ 	+ 	-+ 	+ 480 
K VSGYIAEVLVGDNQVVKAG 
CAGCCGCTTGCCCGCATCGACGATCGTGATTTCCGCGCCGCCCTCGATCAGGCCAAGGCC 

	

481 	4 	 + 	4 	+ 	+- 	+ 	540 
QPLARIDDRDFRAALDQAKA 
GATGTCGCAGAGGCCGAGGCGACGCTCAACGCCAAGCAGGCCTCGCTCGACATTCAGCAG 

	

541 	+ 	+ 	+ 	•---+--_-_-------+ 	+ 600 
D VAEAEATLNAKQASLDIQQ 
TCGACGATTGCCGCCGCGCGCGCCACGTTCGAAGTCGACAAGGCCAATGAGACCTTTGCC 

	

601 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 660 
S T I A A A R A T F E V D K A N E T F A 
GAACAAAACAACAAGCGCTATGCCAATCTCGCGACCAATGGCTATGCGCCGGTCCAGACT 

	

661 	+ 	+ 	+ 	.----+ 	+ 	+ 720 
E ONNKRYANLATNGYAPVQT 
GCGCAGCAGGCGGCTTCCGCCATCGCCGCAGCCCAGGCGACGATCGTTCGCGACAATGCC 

	

721 	+ 	+ 	+ 	 + 	 + 	 + 780 
A Q Q A A S A I A A A Q A T I V R D N A 
GCCCTCGATGCCGCCGTCAAGCAAGTCGATCTCCTCAATGCGGAACTTGCCCAGGCGAAG 

	

781 	+ 	+ 	-+ 	 +- 	+ 	+ 	840 
A L D A A V K Q V D L L N A E L A Q A K 
GCGACGCTTGCCCATGATCAGGCCGTCCAGCGTCAAGCGGAACTGAACCCTCTCTTTATG 

	

841 	+ 	+ 	+- 	+ 	 -+ 	+ 	900 
ATLAHDQAVQRQAELNPLFM 
CGACCCATCACTGCGCCGGTTCGGACGGGACCCATCGGCAACAGGGCTCTGCGTGTCGGC 

	

901 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 960 
RPITAPVRTGPIGNRALRVG 
CAGTATGTCCAAGCCGGCACCCAGCTGATGTCGGTCGTGCCGACCAGCGCGGTTTACGTG 

	

961 	-----+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	 + 1020 
QYVQAGTQLMSVVPTSAVYV 
ATCGCCAACTATAAAGAGACGCAGCTCACGGATGTTCGCGCCGGCCAGCCAGTGGATATC 

	

1021 	+ 	+ 	+ 	+ 	4 	 + 1080 
IANYKETQLTDVRAGQPVDI 
mr.,,,-,c  mArnmArrnmnmnr ..(:,cm TrnTnnrrATmrc cA.(7m7rTcrTrcnnrA 

	

1081 	+ 	 + 	 + 	 + 	 + 	 + 1140 
E VDTYPGRTYRGHVDSLAPA 

continúa 
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AGTGGGCAGGAMCGcGorGcTGCcTcCcGATAATGCGACCGGcAArrrTAccAAGGTc 
1141 	+- 	 - + - 	--+ - 	4 	 4- 	1200 

SGQEF A EL P P DNATGNF T K V 
GTGCAGCGCATTCCCGTCAAGATcGTecT GGATGGCGAGGcCGCCA ATGGCGATCTGCGT 

1201 •----4.   	+ 	 _+ 	1260 
✓ QR I PV El V EDGE A A NGDEN 
CCCGGCATGTCCGTCCAGCcGAGCATcGACACCAAGGCCGATGCCGACCGTAAGT A GAGG 

1261 	+ 	 - + 	-+ -- 	- 4- 	-.4.. - +- 	1320 
PCHS VQ P s I DT NADADE  D RE* 
cGGGGATCAGGAGATCGTGTGA T GT CcAcTATCGcAGcAACAGCGGTCGCCArrGcGcAA 

1321  	 1380 
DI 5 T 1A A T A V A I AQ 

CCGCGCGCCAGCACAAGGGATTGGATcGCcGTCCTTGCCGGCATGATcGGcGcerTcATG 
1381 	+---•-+ 	 + 	• + - 	-+ 	1440 

PR A S TRD II I AV LAGN 1 G AFN 
GCGATCCTCAACATCCAGAGCACCAATGCCTCCCTTCTCGACATCGAGGGTGGAATCGGA 

1441 	• + 	+--------+ 	- + - 	+ - 	- + 1500 
ATEN 1 Q S T N A S L E D I EGG TG 
ACAGGCGTCGACAACGGCGCCTGGATCTCTACCTCCTACCTAATCGGCGAGATCGTCGTC 

1501 	+-- 	+ 	 + - 	- + 	 4- - 	+ 	1560 
T G V D N G A FI 1 5 T S YE 1 G E 1 V y 
ATTCCGCTGACGGCCTATTTCAGCAGCGTCPTCTeGrrrcGcCGCTATATCCTcGTcAAc 

1561 	+ 	--+ 	 +---• + 	+ 1620 
I P L T A Y F S Sylz S F R P. Y 1 E V N 
TCCATCCTCTTCCCGCTCTTTTCGATGGCCTGTGCCMGGGCAGGATCTCGGCAcAATG 

1621 	+ - 	- + 	 + - 	- +•-•---{  	-+ 	1680 
S I I, F I,  L F 5 MAC A FGQ DLGTM 
ATCCTGCTGCGCGGCTTCAGGGNTTTTGGCGGCGGTGTGCTGATCCCGATGGCTTCACCA 

1681 	+ 	+ 	+ ---+ 	 + 	+ 1740 
II, E R G F R X EGGGVE 1 P D4 A 5 P 
TGGAGACTGACCAAGCTGCCGAAGAGCCAGCAGCCTCTCGGTCTTGCGATCTTTGCCCTT 

1741 	+ 	+ 	+ 	+ 	4 	+ 1800 
W R E T EL P K S Q Q P E G E A 1 F A L 
TCGGTCACCTTCGCCecCGCGATCGGTCCGACGATCGGCGGGTATCTTACGGAGAACTAC 

1801 	 *GX hhGP XIGG 	 f 	+ 1860 
S y "PF A P A 1G P T I G G Y E T E N Y 
GGCTGGCAGACGATCTTTNTCATCAATACGGNCCCGAGCCTCATCATGGCGGACGCTCTC 

1861 	4- 	+---• 	+ 	 + 	4 	-.---+ 	1920 
G WQ T TE' X I N T X P S I, 1 II A D A L 
GCTCTGACGCTGGACAAACAGCCGATGCAGCTTCACCTC TTGAAAGAAGGGGACTGGGCC 

1921 	+-----+---•- 	 +----•-----+ 	 4 	 + 1980 
AL T L DKQ  Q P MQEFILL I( EGD II A 
GGCATCATCACCATGGCGATCGGTC TTTCGGNGCTGCAGACCGTGCTGGAAGAGGGTAAC 

1981 	+ 	+----•4 	 4- - 	- 4 	+ 	2040 
G 1 1 TMA I G1, 5 X E Q T V LEEGN 
AAGGACGACTGGTTCTCCTCGCCCTTCATTGTCAAGCTC 

2041 	+ 	+ 	+ 	 2079 
E DDVJF SS PF I V E L 

Fig. 13. Secuencia nucleotídica de los genes rmrA1B1. Debajo de la secuencia de bases 
se muestra la secuencia de aminoácidos deducida. Los codones de iniciación y terminación 
se muestran en negrita ( ‘ATG y TAG respectivamente). Las probables secuencias de 
unión a ribosomas (SD) se muestran subrayadas. Secuencias promotoras semejantes 

Ios cinrninv, -10 y gri  (In r-7 ° 	cenFini-I n rn 	pvtrpn 	n sor! ioncin consenso de 

la familia de translocasas de membrana se señala con f (h, aminoácido hidrofóbico). 
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Gap Weight: 3.000 Average Match: 0.540 

Length Weight: 0.100 Average Mismatch: -0.396 

Quality: 215.1 Length: 439 

Ratio: 0.552 Gaps: 9 

Percent Similarity: 52.011 Percent Identity: 33.908 

RmrAl 1 MS IKTLQALNNNAPAPETTAEAAPATLDAGAAPRIVEAAAEPAPVARKRG 50 

	

: •1.1. • . 	1 	• 1 	1 
EmrA 1 	 MSANAETQ 	TPQQPVKKSG 18 

51 GRRELLAATAIVLIAGAAYYGMNYWTIGRFEISTDDAYVKADNTTVAPKV 100 

1: 	11 	•:::1 	I. 	•1 	1 	•111111 	::• 	••1 
19 KRKRLULLTLLFIIIAVAIGIYWFLVLRHFEETDDAYVAGNQMOIMSQV 68 

101 SGYIAEVLVGDNQVVKAGQPLARIDDRDFRAALDQARADVAEA.EATLNA 149 

II 	• 	1* 	• 	11.1:.1. 	:1. 	1 	1.1::.11..:1.. 	.1 	• 
69 SGSVTKVWADNTDFVKEGDVLVTLDPTDARQAFEKAKTALASSVRQTHQL 118 

150 KQASLDIQQSTIAAARATFEVDKANETFAEQNNKRYANLATNGYAPVQTA 199 

. 	. 	: : I 	1. : 	I : I 	. 	. 	I: 	: 	. I 	. 	I : .... 	. 	. 

119 MINSKQLQ 	ANIEVQKIALAQAQSDYNRRVPLGNANLIGREEL 160 

200 QQAASAIAAAQATIVRDNAALDAAVKQVDLLNAELAQAKATLAHWAVQR 249 

1:1 	-1:..11 	1.11.1:.1 	: 	.1 	: 	..1 	1..:.111. 
161 QHARDAVTSAQ 	AQLDVAIWYNANQAMILGTK..LEDQPAVW 201 

250 QA.ELNPLFM...RPITAPVRTGPIGNRALRVGQYVQAGTQLMSVVPTSA 295 

.1 	1:. 	:: 	1. 	• 	...11 	::.11:..1. 	:.1.11.111... 
202 AATEVRNAWLALERTRIISPMTGYVSRRAVQPGAQISPTTPLMAVVPATN 251 

296 VYVIANYKETQLTDVRAGQPVDIEVDTYPGR.TYRGHVDSLAPASGQEFA 344 

::1 	11:1111:.::1 	1111.1..1.1.: 	.1 	1.1 	:1. 	:.1 	.1. 
252 MWVDANFKETQIANMRIGQPVTITTDIYGDDVKYTGKVVGLDMGTGSAFS 301 

345 LLPPDNATGNFTKVVQRIPVKIVLDGEAANG.DLRPGMSVQPSIDTKADA 393 

111::11111:.11111:11:1 	11... 	.11 	1:1- 	.1::1.. 	• 
302 LLPAQNATGNWIKVVQRLPVRIELDQKQLEQYPLRIGLSTLVSVNTTNRD 351 

394 DRK* 	  397 

352 GQVLANKVRSTPVAVSTAREISLAPVNKLIDDIVKANAG 390 

Fig. 14. Alineamiento entre la secuencia de EmrA de E. coli y RmrAl de R. etli. Se 
realizó con el programa GAP (GCG) que utiliza el algoritmo de Needleman and Wunsch. 
Siinbuios. 	, rebiduos 	" :", uompardi¿ii k;uii 	 ". , Güttiriaradán 
con valores >=0.1. 
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Fig. 15. Diagrama de hidrofobicidad (según Kyte y Doolittle, 1982) de a, RmrA1 y b, 
EmrA. Se observa un pico hidrofóbico próximo al extremo N-terminal que corresponde 
a una hélice membranal. 
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Gap Weight: 3.000 	Average Match: 0.540 

	

Length Weight: 0.100 	Average Mismatch: -0.396 

	

Quality: 148.7 	 Length: 238 

	

Ratio: 0.627 	 Gaps: 	1. 

	

Percent Similarity: 51.055 	Percent: Identity: 28.270 

Plimr81 9 VAIAQPRASTRDWIAVLAGMIGAFMAILNIQSTNASLLDIEGGIGTGVDN 58 

..1 	.:.. 	1 	.:1 	 .1.1.:1 . 	.. 

Emr13 1 MQQQKPLEGAQLVIMTIALSLATFMQVLDSTIANVAIPTIAGNLGSSLSQ 50 

59 GAWISTSYLIGEIVVIPLTAYFSSVFSFRRYILVMSILFPLFSMACAFGQ 108 

1.1: 	11: 	: 	1111:: .. 	 :1 	I: 	I 	II, 
51 GTWVITSFGVANAISIPLTGWLAKRVGEVKLFLWSTIAFAIASWACGVSS 100 

109 DLGTMILLRGFRXFGGGVLIPMASPWRLTKLPKSQQPLGLAIFALSVTFA 158 

•1. 	:1::1.:. 	:•:1.111:..: 	1.•.1• 	• •11'• 	• 	1 	1 
101 SLMMLIFFRVIQGIVAGPLIPLSQSLLLNNYPPAKRSIALALWSMTVIVA 150 

159 PAIGPTIGGYLTENYGWQTIFXINTXPSLIMADALALTLDKQPMQLHLLK 208 

1 	•11::111:•:11 	l• 	II. 	 11 	• • 	• 	• 	: 
151 PICGPILGGYISDNYHWGWIFFINVPIGVAVVLMTLQTLRGRETRTE.RE 199 

209 EGDWAGIITMAIGLSXLQTVLEEGNKDDWFSSPFIVKL 246 

1 	.1: 	:•11:: 	11•:1: 	1•• 	11111. 	1: 	1' 
200 RIDAVGLALLVIGIGSLQIMLDRGKELDWFSSQEIIIL 237 

Fig. 16. Alineamiento entre la secuencia de EmrB de E. coli y RmrB1 de R. etli. Se 
realizó con el programa BESTFIT (GCG) que utiliza el algoritmo de Smith y Waterman. 
Símbolos: "l", residuos idénticos; " :", comparación con valores >4.5; ".", comparación 
con valores >=0.1. 
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Gap Weight: 5.000 Average Match: 1.000 

Length Weight: 0.300 Average Mismatch: 0.000 

Quality: 443.8 Length: 1305 

Ratio: 0.378 Gaps: 8 

Percent Sirnilarity: 46.931 Percent: Identity: 46.931 

rmrAl 51 AACCACGGCTGAAGCCGCGCCCGCAACCCTCGATGCCGGCGCCGCTCC0C 100 

I 	II 
emrA 	1 

 

	 atgagc 6 

 

101 GCATCGICGAAGCTGCCGCCGAGCCGGCGCCTGTCGCTCGCAAGCGCGGC 150 

III 	11 	11 	1 	I 	111 	II 	1 	111 	11111 
7 gcaaatgcggagactcaaac..cccgcagcaaccggtaaagaagagrggc 54 

151 GGCCGCAGATTCCTGCTTGCTGCAACGGCCATCGTTTTGATCGCCGGGGC 200 

H I 	IHII 	II 1 I II 11 	11 
55 aaacgtaagcgtctgctcctccttctcaccttgctetttataattattgc 104 

201 TGCTTATTATGGGCACAACTACTGGACTATCGGCCGCTTCGAGATCTCTA 250 

1 	111 	1 	1 	1 	1 	II 	1 	I 
105 cgtagcgatagggatttattggtttttggtactgcgtcacttcgaagaaa 154 

251 OWACGATGCCTATGIGAAGGCTGACAACACCACCGTCGCACCCAAGGTT 300 

1111 	11 	11 	11 	111 	1 	111 	1 	1 	1111 
155 ccgatgacgcatacgtggcagggaatcaaatgcaaattatgtctcaggtg 204 

301 TCGGGCTATATCGCGGAAGTGCTCGTCGGCGATAACCAGGTTGTCAAGGC 350 

11 	III 	I 	11 	1111 	1 	II 	1111 	1111 	II 
205 tctggcagcgtgacgaaagtctgggccgataacaccgattttgtaaaaga 254 

351 CGGCCAGCCGCTTGCCCGCATCGACGATCGTGATTTCCGCGCCGCCCTCG 400 

111 	1 	111 	I 	I 	11111 	111 	111 	11 	1 	1 
255 aggcgacgtgctggtcactctcgacccgacagatgctcgccaggcgtttg 304 

401 ATCAGGCCAAGGCCGATGTCGCAGAGGCCGAGGCGACGCTCAACGCCAAG 450 

1 	1 	11111 	1 	111 	111 	 I 	1 	1 	11 	I 

	

305 aaaaagccaaaac 	tgcactggcttccaacgttcgccaaacccac 348 

451 CAGGCCTCGCTCGACATTCAGCAGTCGACGATTGCCGCCGCGCGCGCCAC 500 

111 	1 	1 	111 	111111 	 11 	11 	1 

	

349 cagctgatgattaacagcaagcagt 	 tgcaggcgaa 383 

501 GTTCGAAGTCGACAAGGCCAATGAGACCTTTGCCGAACAAAACAACAAGC 550 

I 	II 	II 	I 	11 	1 	1 	II 	II 	II 	1111 	1 
384 tattgaggtgcagaaaatcgccctcgcgcaagcacaaagcgactacaacc 433 

551 GCTATGCCAATCTCGCGACCAATGGCTATGCGCCGGTCCAGACTGCGCAG 600 

II 	II 	II 	1 	1 	1 	1 	1 	III 
434 gccgtgtgccgctgggcaatgccaacctgattggtcgcgaagagctgcaa 483 

601 CAGGCGGCTTCCGCCATCGCCGCAGCCCAGGCGACGATCGTTCGCGACAA 650 
II 	II 	
II 	II 	:II: 
	II 
	 ::::::::: 	

r 

484 cacgcccgcgacgccgtcaccagtgcccaggcgcaactggacgtcgcgat 533 

continúa 
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651 TGCCGCCCTCGATGCCGCCGTCAAGCAAGTCGATCTCCTCAATGCGGAAC 700 

1 	I 	1111 	111 	11 	1 	1 	11 	1 	III 

	

534 tcaacaatacaatgc 	caatcaggcgatgattctggggactaaac 577 

701 TTGCCCAGGCGAAGGCGACGCTTGCCCATGATCAGGCCGTCCAGCGTCAA 750 

1111111 	1 	1 	11 	1 	1 	111 	111 	1 
578 tgg...aagatcagccagccgtgcaacaggctgccaccgaagtacgtaac 624 

751 GCGGAACTGAACCCTCTCTTTATGCGACCCATCACTGCGCCGGTTCGGAC 800 

11 	III 	1 	11 	11 	1111 	1 	11 	III 

	

625 gcctggctggcgctggagcgtactcgtattatcagtccg 	atgac 668 

801 GGGACCCATCGGCAACAGGGCTCTGCGTGTCGGCCAGTATGTCCAAGCCG 850 

11 	H 	1 	1 	1 	11 	1 	1 	11 	1 	1 	1 	1 
669 cggttatgtcecccgccgcgcggtacagcctggggcgcaaattagcccaa 718 

851 GCACCCAGCTGATGTCGGTCGTGCCGACCAGCGCGGTTTACGTGATCGCC 900 

	

11 	1 	1111111 	1111111 	11 	111 	1 	1 	1 	III 	III 
719 cgacgccgctgatggcggtcgttccagccaccaatatgtgggtggatgcc 768 

901 AACTATAAAGAGACGCAGCTCACGGATGTTCGCGCCGGCCAGCCAGTGGA 950 

1111 	1111111111111 	1 	1 	11 	1 	11 	111 	11111 	11 
769 aactttaaagagacgcagattgccaatatgegtatcggtcagccggtcac 818 

951 TATCGAGGTCGATACCTA...CCCGGGTCGAACCTATCGTGGCCATGTCG 997 

1111 	1H1 	11 	1 	1 	1 	1 	11 	11 	1 	11 
819 tatcaccacggatatttacggcgatgatgtgaaatacaccggtaaagtgg 868 

998 ACAGCCTTGCTCCGGCAAGTGGGCAGGAGTTCGCGCTGCTGCCTCCCGAT 1047 

	

1 	11 	1 	1 	11 	1 	11 	1 	1111 	1 	11111 	11 	1 
869 ttggtctggatatgggcacaggtagcgcgttctcactgcttccagcgcaa 918 

1048 AATGCGACCGGCAATTTTACCAAGGTCGTGCAGCGCATTCCCgTCAAGAT 1097 

11111111111 	II 	I 	I 	III 	11111 	11111 	1 	11 	11 	11 
919 aatgcgaccggtaactggatcaaagtegttcagcgtctgcctgtgegtat 968 

1098 CGTCCTGG...ATGGCGAGGCCGCCAATGGCGATCTGCGTCCCGgCATGT 1144 

II 	1111 	1 	II 	1 	1 	111111 	III 	III 
969 cgaactggaccagaaacagctggagcaatatccgctgcgtatcggtttgt 1018 

1145 CCGTCCAGCCGAGCATCGACACCAAGGCCGATGCCGACCGTAAGTAG... 1191 

11 	1 	1 	1111 	11 	1 	1111 	1 	11 	11 	1 	1 
1019 ccacgctggtgagcgt.caataccactaaccgtgacggtcaggtactggca 1068 

Fig. 17. Alineamiento de la secuencia de bases de rmrAl con emrA utilizando el 
programa GAP incluido en GCG. Símbolo: 1, base idéntica. 
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1 kb 

Eco RI 	EcoRI 	 EcoRI 
1.3 kb 	 5.6 kb 

bs 

 

RIM1.1111110•111.1111~11 

 

amiairosmemenounell> rimaemmemrameturrnamiair 

mial 	 rmrAl 	rmrE31 	 mla2 

Fig. 18. Marcos de lectura abiertos identificados en la región secuenciada del pb. 
Abreviaturas: bs; bases secuenciadas 
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Fig. 19. Efecto del exudado de raíz de frijol sobre la cepa mutante CFNA31. Se 
tomaron mediciones del crecimiento en medio mínimo líquido en tubos de ensayo con o 
sin planta. Se tomó una muestra de cada tubo y se midió la DO600nm a intervalos de 8 
hs. En el caso de las cepas CFN42 y CFNA31 se midió el crecimiento en 3 tubos 
diferentes a cada tiempo y se calculó la desviación estándar (DE) que se indica con 
una barra. El símbolo y la correspondiente cepa se indican en la figura. Abreviatura: 
Ex, exudado de raíz de frijol. 
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FIG. 20. Reiteraciones de los diferentes fragmentos Hindlll de las cepas mutantes 
clonados en pUC18 que contienen secuencias de R. etli CFN42 inducibles por exudado 
de raíz de frijol. El ADN genómico de CFN42 fue digerido con Hindlll y los fragmentos 
fueron separados en un gel de agarosa. Luego, el ADN fue transferido a una membrana 
de nylon e hibridado con los distintos fragmentos Hindlll como sonda. El tamaño 
aproximado de cada fragmento (kilobases) se indica a la derecha de cada carril. 
Carriles; A, sonda derivada de CFNA3; B, sonda derivada de CFNA31; C, sonda 
derivada de CFNB3 y D, sonda derivada de CFNB18. 
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Fig. 21. Homología de las secuencias de R. etli CFN42 inducibles por exudado con 
secuencias de R. tropici CFN299. El ADN genómico de R. etli CFN42 y R. tropici CFN299 
fue digerido con EcoRi y los fragmentos fueron separados en un gel de agarosa. 
Luego, el ADN fue transferido a una membrana de nylon e hibridado con el fragmento 
HindlIl que contiene secuencias inducibles por exudado como sonda. Carriles: 1, R. etil 
CFN42; 2, R. tropici CFN299. Sondas: A, fragmento derivado de CFNA3; B, fragmento 
derivado de CFNA31; C, fragmento derivado de CFNB3; D, fragmento derivado de 
CFNB18. 
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Tabla I. Cepas y plásmidos. 

Cepa o plásmido 	Características relevantes 
	

Fuente o referencia 

Cepa 

R. etli 
CFN42 
CFNA3 

CFNA31 

CFNB3 

CFNB18 

CFNX182 
CFNX183 
CFNA31a 
CFNA31b 
CFNA31c 

R. tropici 
CFN299 

A. tumefaciens 
C58 

E. col! 
DH5o 
HB101 

Plásmido 

pCos126 
pLAFR1 
pRK2013 
pSUP5001 
pUC18 

Smr, Nal' 
Derivada de CFN42 con Tn5B30 
insertado en cromosoma 
Derivada de CFN42 con Tn5B30 
insertado en pb 
Derivada de CFN42 con Tn5B30 
insertado en cromosoma 
Derivada de CFN42 con Tn5B30 
insertado en cromosoma 
Derivada de CFN42 pa' 
Derivada de CFN42 
Derivada de CFNA31 con pCOS126 
Derivada de CFNA31 con pLAFR1 
Derivada de CFNA31 pa' pd' pLAFR1 

cepa silvestre 

cepa silvestre 

receptora en transformación 
recA, Strr, Eyrr  

27 kb del pb de CFN42 en pLAFR1 
vector para donación 
plásmido suicida 
Contiene Tn5B30 
vector para clonación  

Quinto et al., 1982 

este trabajo 

este trabajo 

este trabajo 

este trabajo 
Brom et al., 1992 
Brom et al., 1992 
este trabajo 
este trabajo 
este trabajo 

Martínez et al., 1987 

M. van Montagu 

Hanahan, 1983 
Maniatis et al., 1982 

Cava et al., 1989 
Friedman et al., 1982 
Figurski et al., 1979 
Simon et al., 1989 
Messing, 1983 
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Tabla II. Flavonoides utilizados en experimentos de inducción. 

FLAVONOIDE 	PRESENTE 	INDUCCION 	CONCENTRACION 
EN 	 A3 A31 B3 B18 	UTILIZADA 

FRIJOL (E) + + + 1.2 p.M 

FRIJOL (E) + + + 400 nM 

SOJA (S) + + + 400 nM 

+ + + 400 nM 

NARINGENINA (FN) 

GENISTEINA (IFV) 

DAIDZEINA (IFV) 

APIGENINA (FV) 

CRISINA (FV) 	 + 	 + 	1 aM 

QUERCITINA (FVL) 	FRIJOL (S) 	+ 	+ 	+ 	1 jiM 

QUERCETAGETINA (FVL) 	Leucaena sp 	÷ 	+ 	1 p.k1 

U. 

ro 

Abreviaturas: E, exudado de raíz; FN, flavonona; FV, flavona; FVL, flavonol; IFV, isoflavona; S, semilla; 
+, crecimiento. 



Tabla III. Características relevantes de las cepas mutantes analizadas. 

MUTANTE 

A3 	A31 	B3 	1318 

Localización 
del Tn51330 	 cr 	pb 	cr 	cr 

Tamaño del Hind111 
con Tn5B30 (kb) 
	

4.2 	1.7 
	

5.7 	3.1 

Producción de LPS 

Crecimiento en MM 	 -1- 

Eficiencia en nodulación 

Producción del factor 
de nodulación 

Reiteraciones 

Movilidad 

Homología con 
R. tropici 299 

Abreviatura: cr, cromosoma; pb, plásmido b. 
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