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RESUMEN

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

El objetivo de este trabajo fue obtener secuencias de Rhizobium inducidas por
exudados de frijol. Con este fin, se mutagenizé la cepa Rhizobium etli CFN42 utilizando
el transposén Tn5B30 que contiene el gen npt (neomicina fosfotransferasa) como
gene reportero. Se analizé un banco de 3000 mutantes y entre ellas se identificaron 4
cepas (CFNA3, CFNA31, CFNB3 y CFNB18) que poseen dicho transposdn insertado en
genes inducidos por los compuestos exudados por frijol. Estos genes también son
inducidos por varios flavonoides (naringenina, genistelna, daidzeina, apigenina, crisina,
quercitina y quercetagetina). Tres de las cuatro inserciones (CFNA3, CFNB3 y CFNB18)
son cromosomales y la restante (CFNA31) se localiza en el plasmido b. Las cepas
CFNA3 y CFNA31 presentan reduccion en el numero de nddulos que forman en raices
de frijol respecto a la cepa silvestre,

El gene inducible del pldsmido b fue secuenciado. La secuencia de aminodcidos
deducida, presenta simllitud significativa (33.9% de identidad y 52.0% de similitud) con
el gene emrA de Escherichia coli que forma parte de un operdn que otorga resistencia
a compuestos téxicos. Por esta razdn se lo denomind rmrA1. La cepa mutante en
este gen presenta deficiencia en el crecimiento en presencia del exudado de raiz vy
reduccién en el nimero de nddulos formados en plantas de frijol respecto a la cepa
silvestre. Se propone que el gene rmrA1 estd involucrado en un mecanismo de defensa
contra toxinas presentes en la rizésfera de frijol.



INTRODUCCION
SIMBIOSIS ENTRE RhizobiumY LEGUMINOSAS

Las interacciones que pueden establecerse entre plantas y bacterias del suelo
son multiples. Uno de los tipos de interacciones mds estudiados es la relacion simbidtica
(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 nédulos en rafces o tallos de plantas leguminosas. Dentro de los nddulos, los
rizoblos fijan el nitrégeno atmostérico que es utilizado por la planta en intercambio
por proteccién y compuestos derivados de la fotosintesis.

La genética y biologfa molecular de esta simbiosis ha sido estudiada en los
dltimos 15 afos, pero generalmente los trabajos fueron dedicados a comprender los
procesos de nodulacion y fijacién de nitrégeno. Existen otros procesos involucrados
en el establecimiento de la simbiosis de los cuales se posee poca informacion. Es
probable que, al igual que la nodulacion, estos procesos sean desencadenados por
compuestos liberados por la rafz. La identificacién de estos genes es esencial para la
comprenslidn de la simbjosis como un proceso complejo que incluye diferentes etapas
por medio de las cuales un rizobio de vida libre es transformado en un bacteroide

fijador de nitrégeno en el nddulo.

INDUCCION DE GENES nod POR EXUDADO

Se han identificado compuestos fendlicos simples, flavonoides y betainas que
actdan como sefiales entre las plantas y las bacterias. Se ha demostrado que
flavonoides y betafnas inducen la expresién de los genes de nodulacién (nod) en
rizoblos (Redmond et al., 1986; Phijlips et al., 1992). La induccién se produce mediante
la Interaccién del flavonoide y NodD, un regulador transcripcional positivo, el cual se
une a la caja nod de la regién promotora de los genes de nodulacion. Cuando un
flavonoide se une a NodD, esta proteina sufre un cambio de conformacién permitiendo
gue la ARN polimerasa inicie la transcripcién de los genes nod. La mayorfa de estos
genes nod estén involucrados en la sintesis de un lipo-oligosacarido (Lerouge et al.,
1990), denominado factor de nodulacién que controla el crecimiento y diferenciacion
en la planta huésped y produce la formacién de nddulos radiculares.

En el caso particular de frijol, se ha determinado que entre los compuestos
exudados por rafces de frijol negro, los flavonoides eriodictiol, naringenina y genisteina
poseen la capacidad de inducir a los genes nod en A. leguinosarum bv. phaseoli
(Hungria et al, 1991b, Véazquez ef 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 (Hungria et al, 1991a). Se propone
nun ante la divarsidad de flaynnnidec indiintnras npeontradns an el extidadn axistiria
cierta especificldad entre dichos compuestos y los tres productos de los genes nodD
en R. leguminosarum bv. phaseoli (Hungria et al, 1992).
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EFECTO DE EXUDADOS RADICULARES EN LAS DIFERENTES RIZOBIOS

En la rizésfera, los compuestos exudados tienen diferentes efectos sobre las
bacterias. Pueden ser catabolizados como fuente de C y N (Murphy ef al, 1987,
Johnston et al., 1988; Tepfer et al., 1988; Peters and Verma, 1990; Goldmann et al.,
1991) o degradados (Rao ef al, 1991), actuar como quimioatraclantes (Currier et
al, 1977; Aguilar et al, 1988; Caetano-Anollés et al., 1988, Kape et al, 1991,
Dharmatilake et al, 1992), afeclar el crecimiento (Hartwig et al.,, 1991), la porcién
antigénica de liopolisacaridos (Noel ef al., 1992), la transferencia de plasmidos (Martinez,
E., Comunicacion personal), el desarrollo de apéndices fibrilares (que podrian anclar la
bacteria a la superficie de la rafz), estimular la produccién de dcido indolacético
(Prinsen et al., 1991), la aparicién de receptores especificos (como en el caso de
receptores bacterianos para las lectinas de soya) (Bhuvaneswari and Bauer, 1978),
la competencia (Sadowsky e! al., 1988), la resistencia a gliceolina (Kape ef al., 1992)
y la expresién génica de las bacterias en la rizésfera (Redmond et al, 1986).

OTROS GENES INDUCIDOS POR EXUDADO EN RIZOBIOS

Existen casos de genes inducidos por compuestos exudados por raiz que no
presentan homologia con genes nod conocidos ni estan involucrados en la sintesis de
lipo-oligosacarido. Uno de los primeros en ser reportados fueron dos genes de R
fredii organizados en tandem vy localizados en el psim (Sadowsky et al., 1988). No
presentan homologfa con la regién estructural de genes nod conocidos ni con la regién
promotora de los genes nod o nif. Se identifico como uno de los compuestos
inductores a la daidzelna (isoflavonoide). Este par de genes presenta arriba de la
region 5' una secuencia comun de 17 pares de bases que muestra un consenso de
82%. Las mutaciones en estos genes no causan perdida de la capacidad de nodulacion
por lo que se deduce que estos genes no tienen un papel esencial en el proceso de
nodulacién aunque permanecen transcripcionalmente activos durante todo el proceso
simbidtico. En cambio, mutaciones en eslos genes provocan una reduccion slgnificativa
en la ocupacion de nddulos (alrededor de 1%) cuando se realizan experimentos de
competencla entre la cepa mutada y la silvestre. Las protefnas codificadas por éstos
genes no presentan homologfa con proteinas conocidas, por lo que se desconoce su
su funcién bioldgica.

En el intento de identificar genes activados por exudado de raiz (ER) y por
extracto de suelo (ES) que estuviesen involucrados en competitividad, Bhagwat and
Keister (1992) utilizaron hibridacion 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 césmidos
en una biblioteca gendmica de 2000 clonas que se expresan selectivamente en las
condiciones antes mencionadas. Tres de ellos mejoran la competitividad por la formacion
dr nodulos de la repa receplora con deficiencias en competencia. Ninguno de estos 6
genes presentan secuencias regulatorias del tipo caja nod. Por otro lado, una de las
secuencias estudiadas estd presente tanto en la cepa mejor competidora como en la
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que presenta deficiencias en competicion. En esta dltima cepa, dichas secuencias
serfan activadas por compuestos presentes en el extracto de otro tipo de suelo o
extracto de suelo de otra planta o por algin 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 rizdsfera y los flavonoides inductores de los genes nod reptimen esa
expresion. Dicho efecto depende de NodD. Estos genes estdn involucrados en la
interaccién entre R. leguminosarum bv. viciae y veza aunque se desconoce la funcion
que desempefian las proteinas que codifican, éstas contribuyen de alguna forma a la
eficiencia en nodulacion quiza interviniendo en la utilizacién de algin sustrato especifico
secretado por veza.

En Rhizobium fredii NGR234 (Carlson, R.W. Comunicacién personal) fueron
identificados varios genes inducidos por daidzeina (isoflavonoide) tanto en el plasmido
simbidtico como en el cromosoma (Perret et al., 1994). Siete secuencias presentaron
homologias con genes conocidos. Entre ellas, secuencias del psim y cromosomales son
similares a genes que coditican a una proteina de membrana externa (Omplll) de R
leguminosarum (cromosomal). Otra secuencia presenta similitud con las proteinas
CadA de Staphylococcus aureus que otorgan resistencia a cadmio y Fixl de R. meliloti.
Estas proteinas poseen un dominio transportador de cationes altamente conservado
con actividad ATPasa. En otro caso, encontraron una region en la que se transcriben
dos genes en direcciones opuestas. Uno de ellos resultd homdlogo al dominio carboxi-
terminal aceptor de metilos en proteinas quimiotdticas de E. coli y Caulobacler
crescentus. En la cadena complementaria, el marco de leclura abierto es altamente
homdlogo al dominio C-terminal de varias deshidrogenasas de semialdehido. También
identificaron secuencias fuertemente homdlogas a UgpC (una protelna con unidn a ATP
que forma parte de un sistema transportador de glicerol-3-tosfato) de E. coliy a
protefnas con union a ATP involucradas en el transporte activo de pequefias moléculas
hidrofflicas a través de la membrana citopldsmica. Finalmente, secuencias homdiogas
a una prolelna regulatoria Lrp (proteina reguladora de la tespuesta a leucina) de E
coliy BkdR (una dehidrogenasa de cetodcidos de cadena ramificada) de Pseudomonas
putida fueron encontradas. Una mutante conteniendo un transposén en esta regidn
mostrd retraso en la nodulacién de Vigna unguiculata (4.5 dfas), y en Leucaena
leucocephalay Pachyrhizus tuberosus el nimero de nddulos aumenta 65% en comparacion
con la cepa silvestre mientras que el mismo nimero descendio en un 25% en Calopogonium
caeruleum. Estas modificaciones en la eficiencia en la nodulacién junto con la induccién
por flavonoides observada, asi como su ubicacion en un pldsmido simbidtico (no
esencial) sugiere que este gene probablemente no estd involucrado en la regulacion de
operones similares a aquellos controlados por Lip de E. coliy BkdR de P. putida. Mas
aun la ausencia de genes homdlogos en otros rizobios y en su pariente mas cercano
R. fredii USDA257 sugiere que R. fredii NGR234 ha desarrollado un sistema adicional
para regular la nodulacion. Otro sistema regulatorio de la simbiosis como nodVW ha
sido desctito en B. japonicum debido a su similitud con proteinas de sistemas regulatorios
de dos componentes (Gottfert et al., 1990). NodV responderia al estimulo ambiental
v NodW podria ser reauerida para reaular positivamente fa transcripcion de uno o
varios genes autn desconocidos involucrados en el proceso de nodulacion especialmente
en los que intervienen en la interaccion con leguminosas diferentes a soya. (Vigna sp,
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Macroptilium sp, etc).

Los transcritos inducibles con flavonoides del plasmido simbidtico de R. fredii
NGR234 fueron objeto de especial atencion (Fellay et al., 1995). Este plasmido contiene
500 kb de las cuales, alrededor de 100 kb estan constituidos por genes inducibles. En
general, se encontré que el patrén de induccidn fue independiente del inductor cuando
usaron las flavonas crisina y apigeninha, la flavonona naringenina o la isoflavona
daidzeina. El periodo de inducion de los transcritos fue variable y sincronizado.
Observaron ademads, que cuando nodD1 estd mutado genes como nodABC no se
indujeron pero otros transcritos fueron aun activables mediante nodD2 o sy o
algin otro regulador desconocido. Los autores proponen que aunque un sistema
como noaVW, determinante de la especificidad de huésped en B. japonicum (Goéttfert
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.
Ademas de los genes cuya induccién por compuestos exudados por la planta huésped
era conocida como nodABC, nodSU vy varios relacionados con el rango de planta
huésped, se detectaron nuevos genes. Entre ellos, genes cuya secuencia deducida de
aminodcidos presenta homologia a guaniliitransferasa, manosa-6-fosfatoisomerasa y
fosfomanomutasas de diversas bacterias. Otros involucrados en el metabolismo de
L-fucosa y su unidn al factor de nodulacién. También encontraron un marco de lectura
abierto cuyo producto es homdlogo a rfb (codifica una protelna que intervine en la
biosintesis del antigeno O de lipopolisacdridos) de Vibrio cholerae, a si como a YefA y
YefB (factores de elongacidn) de E. coli. Por su ubicacidn, este marco de lectura
corresponde a nod81, un gen involucrado con el rango de planta hospedante.

Los casos descritos muestran la informacion de los genes inducidos por exudado
en Rhizobjum hasta el momento. El interés por este tipo de genes ha aumentado en
los Ultimos tiempos debido a que su estudio aporta valiosa informacidn sobre procesos
desencadenados en la rizsfera.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
-Obtencion y caracterizacion de secuencias gendmicas de Rhizobium 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 interaccion planta-bacteria. Se eligi6 como modelo de estudio la relacién
simbidtica entre Rhizobium etli (Segovia et al., 1993) y Phaseolus vulgaris.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

-Caracterizacion de las cepas mutantes obtenidas.
-Clonacidn y secuenciacion de las secuencias inducibles por exudado.

-Anélisis de la secuencia obtenida.
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MATERIALES Y METODOS

A) CEPAS Y PLASMIDOS

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados se encuentran en la Tabla |,

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 caseina, 0.3% de extracto de levadura y 7mM CaCl,) a 30°C. Las cepas
de Escherichia coli se crecieron en medio Luria (Miller, 1972) a 37°C.

En los experimentos donde fue analizada la expresion de neomicina
fosfotransferasa en presencia del exudado de frijol, la composicion final del medio PY
fue reducida a la mitad en 2 de sus componentes (0.25% de peptona de caseina y
0.15% de extracto de levadura) pues se anadié un volumen igual de exudado de raiz,
poco antes que el medio liegara a la temperatura de gelificacion. El exudado de raiz
fue obtenido como se desctibe en el punto (N).

La composicién del medio minimo utilizado fue la siguiente: K,HPO, 2%; MgSO,
2%; KNO, 5.5%; KH,RO, 10%; NaCl 2%; CaCl, 1%; citrato de Fe 1.2%; y por cada 100
mi, trazas 100 pi (Fahraeus, 1957), biotina (10 mg/ml) 100 pl y sacarosa 20% 1 ml.
En el caso de medio sélido se utilizé agarosa tipo | (Sigma) como gelificante. Este tipo
de agarosa, altamente purificada, evita la aparicién de contaminantes que enriquecerfan
el medio.

Los antibidticos se utilizaron en las siguientes concentraciones (ug/ml). acido
nalidixico (Nal), 20; tetraciclina (Tc), 2 con Rhizobium sp; ampicilina (Ap), 80 y Tc, 10
con E. coli. Los ensayos de deteccion de la expresidn de f-galactosidasa se realizaron
en cajas con LB en presencia de Xgal (20 mg/ml) e IPTG (20 mg/ml). '

C) MUTAGENESIS DE R. et/ CFN42

Se realiz6 la mutagénesis (Simon, 1984) al azar de R. etli CFN42 ulilizando el
transposén Tn5B30 (Simon et al, 1989)(Fig. 1). Este transposén posee el gene npt
(neomicina fosfotransferasa) como gen reportero y, luego de su insercion en el
genoma se obtiene una fusién transcripcional. Como resultado, la expresion del gene
ntp queda controlada por las secuencias que regulan al gen mutado.

D) CONJUGACION

Se realizé una cruza triparental para complementar la mutante CFNA31. Se
mezclaton 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 et al, 1989), 0.2 mi de la cepa E. coli
HB101 (pRK2013, pldsmido suicida que contiene las secuencias necesarias para la
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movilizacion del pCos126) y 0.5 mi de la cepa receptora A31. L.a mezcla se extendid
en cajas con PY y se incubaron a 30°C durante 48 hs. Luego, la cruza se suspendio en
MgSO, 0.1M y una serie de diluciones fueron plateadas en cajas con PY y dcido
nalidixico para selecionar a la cepa receptora y tetraciclina para selecionar el pCos126.
Se utilizd la misma metodologia para obtener CFNA31 con el vector pLAFRI, CFN42
con pCos126 y CFN42 con pLAFRL. En la busqueda de CFNA31 con el pLAFRI, aparecid
espontdneamente una cepa derivada de CFNA31 con el pLAFRI curada de los pa y pd.
Esta cepa fue utilizada en experimentos de induccion para estudiar el efeclo de la
ausencia de estos plasmidos sobre la expresion del gen mutado en CFNA31.

E) PURIFICACION DE ADN

El ADN gendmico de las bacterias fue preparado siguiendo el protocolo descrito
por Ausubel et al., 1995. En sintesis, las bacterias provenientes de un cultivo liquido
saturado son lisadas y las protelnas removidas por digestion con proleinasa K. La
pared celular, polisacaridos y las proteinas remanentes son removidas por precipitacion
selectiva con CTAB y el ADN de alto peso molecular es recuperado del sobrenadante
resultante por precipitacion con isopropanol.

El ADN plasmidico fue preparado como se describe en Maniatlis et al,, 1982. En
los casos en que el ADN fuese utilizado en clonacion o secuenciacion, se utilizé el
sistema de purificacion 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 mi/l y EDTA 0.5M pH:8) a 80 V. Los geles se tifieron con una
solucién de bromuro de etidio (0.4 ng/ml), se observaron con luz ultravioleta (Fotodyne)
y se fotografiaron con pelfcula Polaroid 55.

G) DETECCION DE PLASMIDOS

Se utilizé la técnica de Eckhardt (Eckhardt, 1978). Las células crecieron hasta
fase exponencial, se tomd una alicuota de 1 ml, se centrifugd y se decantd el medio.
La pastilla celular se resuspendié en 1 ml de 0.1% Sarcosyl (lauril-sarcosinato) en TE
50/20. Se centrifugd nuevamente y se lavé con 0.5 ml de TE 50/20. Se centrifugd una
vez més y la pastilla se resuspendié en 40 pl de la solucion A (lisozima 7500 u/ml,
RNasa 0.3 u/ml, azul de bromofenol 0.05 %, xilenociano! 0.05% vy ficoll PM 400.000
20% disueltos en una solucion de TB 1X (Tris 89 mM, &cido bdrico 89 mM y EDTA 2.0
mM a pH 8.0). Se incubd 10 min. a temperatura ambiente. La suspensién generada se
aplicé en los pozos de un qel de 0.7% agarosa en TB 1X. Luego se afadieron 40 ul de
la solucion B (dodecilsulfato de Na -SDS- 0.2% y Ficoll PM 400.000 10% en TB 1X) y se
mezcld cuidadosamente. Finalmente, se afiadieron 100 pl de la solucion C (SDS 0.2% y
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ficoll PM 400.000 al 5% en TB 1X) sin mezclar y se sellaron ios pozos con la misma
solucién de agarosa con la que se hizo el gel.

La electroforesis se inicié con una corrida de 1 hora a 8 mA (corrienle
constante) y luego 4 horas a 170 V (voltaje constante). Los geles se tiieron con una
solucién de bromuro de etidio (0.4 ug/ml), se observaron con luz uitravioleta (Fotodyne).

H) DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

La cantidad de ADN contenida en las purificaciones se estimo corriendo una
alicuota en minigeles de agarosa al 1% en TA 1X a 80 V. Se tomo la cantidad
necesaria segln el caso y se digirid con la enzima de restriccion pertinente en los
amortiguadores que sugieren los proveedores.

[) TRANSFERENCIA DEL ADN A MEMBRANAS DE NYLON

Se utilizé membranas de nylon Hybond-N*, version 2.0 (Amersham) y la
transferencla se realizd siguiendo las instrucciones de los fabricantes, basada en la
técnica de Southern, (Southern, 1975), utilizando 6X SSPE como solucién amortiguadora
de transferencia. Se realizé una transferencia bidireccional para lo cual, sobre el gel se
colocé la membrana de nylon, luego 3 hojas de papel Whatlman 3MM y toallas de
papel absorbente. Se invierte el conjunto antes descrito y se colocaron nuevamente,
otra membrana de nylon, el papel Whattman 23MM vy toallas de papel absorbente. Se
dejé que el ADN se transfiriera por capilaridad a las membranas durante 12-16 hs.
Luego, las membranas son lavadas con 6X SSPE y secadas a 80°C durante 2 hs.

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 nucledtidos no incorporados fueron
separados de la siguiente forma. Luego de realizada la reaccion de Nick Translation,
se agregaron 300 pl de una solucién que contiene 2.5 M acetato de NH,, 0.6 mg/ml
de ADN de salmon y 20 mM EDTA. Luego, se agregaron 200 pl de isopropanol y se
centrifugd 10 min. a 14000 rpm. Se desecho el sobrenadante y la pastilla formada se
resuspendio en 150 pl de 0.1 M NaOH. Finalmente, se agregaron 850 pl de agua y se
adiciond a la solucién de prehibridacion.

Hibridacién

Las hibridaciones fueron realizadas en un horno Hybaid usando la solucién de
prehibridacion suqerida por los fabricantes de las membranas Hybond-N*, version 2.0
(Amersham). La composicion es la siguiente 5X SSPE, 5X solucion Denhardt y 0.5%
(p/v) SDS. Se agregdé ADN de salmon (previamente desnaturalizado por calor -100°C-
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durante 5 min). Se incubé al menos 12 hs. a 65°C . Ellwacdo (e los filtros incubados se
realizd con 2X SSPE, 0.1% (p/v) SDS a temperatura annb jenle durante 10 min. Luego
se utilizé 0.1X SSPE, 0.1% (p/v) SDS a 65°C durante1:5 min Finalmente, se hicleron
varios lavados con 0.1X SSPE. De esla forma se rea liz :aran laxs hibridaciones entre
secuencias homdlogas. Cuando se utilizaron secuencias nco handlogas, no se realizé el
segundo lavado en el tratamiento antes descrito (65°) y enel Gltimo tavado se utilizé
2X SSPE.

Autorradiografia

Se utilizaron placas de radiografia Kodak (X-On-al K)gue se colocaron sobre
las membranas hibridadas. Ambas se colocarort enc.assseles para autoradiografia
con pantallas intensificadoras. Se dej6 en exposicic n dui ntee 12hs. o mas, dependiendo
del nivel del marcado radioactivo.

K) PRODUCCION DE LIPOPOLISACARIDOS (L.PS)

Las cepas de R. etli se incubaron durante unan-oczhe en medio minimo (punto
B) en presencia de genisteina 1.2uM como inductor y *'C-gico samina para marcar
radioactivamente los azlicares que sintetizan las bactier-las, Luego, las células se
lavaron con H,O, se lisaron y se analizaron por eledt rofforgsis en un gel de SDS-
poliacrilamida (tipo Laemmli). Luego de la exposicion delege |car una placa radiogréfica,
se obluvo una autorradiograffa de los compuestos que cormtiien azlicares marcados.

L) ENSAYO DE NODULACION DE R. etlien P.vulgaris

Las semillas de Phaseolus vulgaris cv Negro Jama.pa y N-8-116 se esterilizaron
por lavados con elanol 70% durante 2 min. y iueg ceon (0% hipoclorito de Na
durante 15 min. Finalmente, se realizaron 6 lavados wm iH,0estéril. Las semillas se
germinaron en cajas con agar/H,0 0.78% p/ durants 2 dias a 30°C. Las plantulas
fueron colocadas en matraces con agar/solucion nulréiivsa fahraeus (0.78 % p/v)
(Fahraeus, 1957) o con vermiculita con solucién Fahraais, Lasplantulas se inocularon
con 100 pl de un cultivo de 0.6 DOgy, ¥ se colocan en «os :cufjad hasta que la parte
area pueda salir por la boca del matraz. Luego, los mat:rascesse incuban a 26°C con
perfodos de oscuridad de 12 hs. En todos los experimemlo s st incluyeron plantas sin
inocular como conlrol de contaminacién. Se reallzd el dslaamimto de las bacterias en
una muestra de los nddulos obtenidos tomados al azarys st llentificd la cepa por su
resistencia a antibidticos. Los nddulos fueron esterilizalos ton 20% de hipoclorito de
Na durante 2 min. seguido de 6 lavados con agua estéil,

M) ANALISIS DEL FACTOR DE NODULACION

Las bacterias fueron incubadas durante una noclez esh nedio minimo (punto B)
en presencla de genisleina como inductor y "*C-glicoszmha. Posteriormente, los
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cultivos fueron centrifugados y el sobrenadante fue fraccionado por columnas de
SepPack C-18. La fraccion no polar fue eluida con metanol y analizada mediante
cromatografia de capa fina en {ase 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 plantulas fueron colocadas dentro de un vaso de precipitado
gstéril de un litro sobre una malla que sostiene a las plantulas. Las raices fueron
cubiertas por solucién Fahraeus (aproximadamente 200 ml) (Fahraeus, 1957). La
parte superior del vaso fue tapada con algodon y gasa, y la regién del vaso que
contiene las raices fue cubierta para evitar la exposlicion a la luz. Las plantulas fueron
incubadas durante 5 dias a 28°C. El cuarto dia se inoculd con R. etli CFN42 con el fin
de obtener 100 bacterias por planta. De ésta forma, se obtuvieron los compuestos
exudados por las rafces de frijol que fueron centrifugados 10 min. a 6000 rpm con &l
objeto de separar los fragmentos desprendidos de la raiz y luego después de
probada su esterilidad fueron utilizados inmediatamente en la preparacion de cajas.

N) ANALISIS DEL BANCO DE MUTANTES CON INSERCION DEL Tn5B30

Las mutantes derivadas de R. etli CFN42 con la insercion del Tn5B30 en el
genoma (Nat'® Tc®) fueron analizadas en su capacidad de expresar la resistencia del
gene reportero (np! en presencia y ausencia del exudado de raiz. Se utilizaron cajas
de PY con la mitad de peptona y extraclo de levadura respecto a la concentracion
normal como se describe en el punto B adicionado con Nal'® y Km a diferentes
concentraciones (30, 60, 80, 100, 120 y 150 pg/m!).

O) ENSAYO DE MOVILIDAD R. et/

Las cepas de tizoblo 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 formacién de un halo de difusion cuando la

cepa es mdvil. Si no se observa dicho halo de difusion, la cepa presenta alguna
alteracién en su movilidad.

P) CLONADO Y SECUENCIACION

Se digirié el ADN gendmico de las mutantes con la enzima Hindill y luego se
llevé a cabo la clonacidn de los fragmentos obtenidos que contienen la insercién del
Tn5B30 en el vector pUC18 (Messing, 1983). Estos pldsmidos con los fragmentos
clonados fueron wlilizados para transformar a la cepa FE. coli DH50. El Tn5B30 (Simon
et al,, 1989) tiene un silio Hindlll préxima al extremo 3' por lo que dicho fragmento
Hindill queda contenido en otro fragmento Hindllt diferente al que contiene la secuencia
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inducible (Fig. 1).

La secuencia de ADN fue obtenida en el secuenciador automatico del Laboratorio
| del CIFN. Se utilizo el método de Sanger et al. (1977) con el sistema de secuenciacion
de ADN Applied Biosystems Modelo 373A y el equipo Taq DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing que utiliza dideoxinucleotidos 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 reaccion fueron purificados por columnas (Spin Column Purification of
Extension Products) y separados en un gel de 6% de acrilamida.

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

Q) EFECTO DEL EXUDADO SOBRE EL CRECIMIENTO DE R. e t/i EN MEDIO LIQUIDO

Se hicieron cultivos en medio minimo 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 solucién Fahraeus (Fahraeus, 1957) adicionado con K,HPO, 2%; MgSO, 2%;
KNO, 5.5%; KH,RO, 10%; NaCl 2%; y por cada 100 ml, trazas 100 pl, biotina (10
mg/ml) 100 pl y sacarosa 20% 1 ml, hasta obtener una DO, entre 0.06 y 0.1. Con
el fin de facilitar la comparacion de las mediciones realizadas todas las cepas fueron
dilufdas hasta obtener la misma DO, Luego, el medio inoculado fue distribuido en
tubos de ensayo estériles (15 ml). Se colocaron 6 ml en cada tubo. Un frijol germinado
se colocod en cada tubo sobre una punta de micropipeta (200 pl) para impedir su
hundimiento. Se cubrié la parte inferior de los tubos para proteger de la luz a los
compuestos exudados. Finalmente, los tubos fueron colocados a 26°C con periodos
de oscuridad de 12 hs. Las mediciones de DO del medio en que estén colocadas las
plantas fueron realizadas a intervalos de 8 hs en un espectrofotometro. Se tomaron
tres mediciones en cada tiempo, cada una de tubos diferentes. Después de la
medicion los tubos fueron descartados.

R) EFECTO DEL EXUDADO SOBRE EL CRECIMIENTO DE R. e t// EN MEDIO SOLIDO

Se preparé medio minimo solido con 1.5% agarosa y se colocaron 25 ml del
medio en cada caja. En forma separada, se mezcld 5 ml de medio minimo sélido con
0.7% de agar y 1 ml de medio minimo con una determinada dilucion de bacterias. Esta
mezcla se agregd sobre el medio minimo sdlido con 1.5% agar. Inmediatamente
después que gelificara el medio, se colocé una gota de exudado (obtenido como se
describié en el punto N, sin inocular) sobre el agar con las bacterias. Las cajas fueron
incubadas durante 48 hs. a 30°C. Se observd 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
snbre el crecimiento de 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
realizé la mutagénesis al azar de la cepa de R. etli CFN42 (Sm') utilizando el
transposén Tn5B30 (Simon et al. 1989). Este transposdn posee el gene npt (neomicina
fosfotransferasa) como gene reportero y luego de su insercion en el genoma se
obtiene una fusion transcripcional. Debido a esto, la expresidn del gene npt queda
controlada por las secuencias que regulan al gene mutado. Utilizando exudado de
rafces de frijol como inductor en el analisis del banco de 3000 mutantes, se identificaron
4 cepas (CFNA3, CFNA31, CFNB3 y CFNB18) que son capaces de crecer en PY con Km
solo 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 | y Fig. 2).

El andlisis descrito con exudado fue realizado también con la cepa CFNA31
curada de pldsmido a (pa) y pldsmido simbiético (pd) (Mat. y Mét., punto D). Esta
cepa expresa resistencia a Km sélo en las cajas conteniendo exudado, lo cual sugiere
que el gene que tiene la insercion del Tn5B30 con el gen reportero sigue siendo
inducible a pesar de la ausencia de los genes noaD de! plasmido simbidtico.

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

Para localizar el Tn5B30 en las distintas cepas mutantes, se realizo mediante
un ensayo de hibridacion entre ADN de los mutantes proveniente de geles de agarosa
del tipo Eckhardt (Eckhardt, 1978) y usando el Tn5 como sonda. Se determind que 3
de las cepas CFNA3, CFNB3 y CFNB18 poseen una insercion cromosomal (Fig. 3). En el
caso de la cepa CFNA31, en principio se observo una insercion plasmidica pero no fue
posible discriminar con claridad mediante la hibridacion antes citada si la insercion
estaba localizada en el pa ¢ pb.

Por esta razén, se realizé otro experimento utilizando ADN gendmico 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 sdlo se observo senal positiva en el caso de
la cepa curada del pa por lo que se deduce que la insercion esta ubicada en el pb (Fig.
4).

Posteriormente, la deteccion de los fragmentos contenidos en la secuencia
silvestre del gene inducido en la mutante CFNA31 confirmd esta ubicacion 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. elli, y una insercion plasmidica, en el pb.
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3) ANALISIS DEL PERFIL DE LIPOPOLISACARIDOS

Se han reportado mutantes en H. etli CFN42 con alleraciones en la
produccion de lipopolisacéridos que presentan deficiencias en el proceso de infeccion
(Cava et al., 1989). También se ha reportado que los flavonoides afectan la porcion
antigénica de los lipopolisacdridos (Noel et al., 1992). Con estos antecedentes, se
decidié investigar una posible diferencia en la produccion de lipopolisaridos entre la
cepa silvestre y las mutantes.

Las cepas mutantes fueron crecidas en presencia de genisteina (Mat. y Mét,,
punto K) como inductor. Los perfiles de los lipopolisacaridos obsetvados en gel de
acrilamida no difieren respecto a los de la cepa silvestre (Fig. 5), por lo cual, segun la
técnica utilizada, los lipopolisacaridos no estan afectados por ninguna de las mulaciones.

4) CAPACIDAD DE CRECIMIENTO EN MEDIO MINIMO

Con la idea de detectar la presencia de alguna auxotrofia que interfiriera en el
crecimiento de las cepas mulantes, se analizé el crecimiento de las mismas en medio
minimo (Mat. y Mét., punto B). Auxotrofias ocasionadas por la insercion del Tn5 con
efecto sobre la simbioisis de R. etii y frijol ya han sido reportadas (Noel et al., 1988).

L.as cepas mutantes no presentan diferencla en su crecimiento en medio mfnimo
nl en PY, ya sea liquido o sdlido cuando son comparadas con la cepa silvestre (Fig. 6).
Este resultado indica que ninguna de las inserciones del Th5B30 ocasiona mutaciones
que estén involucradas en ia sintesis de metabolitos esenciales para el crecimiento en

medio minimo.,

5) MOVILIDAD

Esta caracter{stica fue analizada debido que se ha reportado que una cepa
mutante de R. elli TAL182 obtenida por insercion de Tn5 en el cromosoma (George et
al, 1992) mostré formacién de pequehos nddulos no fijadores en frijol y reduccidn de
la movilidad comparada con la cepa slivestre (Pooyan ef al, 1994). Entre las mutantes
de R. etli CFN42 obtenidas se encuentran 3 con inserciones cromosomales por lo cual
se decidié investigar esta posibilidad. Se realizaron experimentos en medio PY sdlido
con 0.3 % de agar. Como resultado del movimiento de las bacterias sobre el agar, se
forma un halo de difusion. Las cepas que perdieron la capacldad de moverse no
producen dicho halo. Tanto en la cepa siivestre como las mutantes puedo observarse
la formacion del halo (Tabla til) lo cual implica que no existe ninguna alteracion en la
movilidad de las cepas con insercion del transposén.

6) ANALISIS DEL FACTOR DE NODULACION

La mayoria de los genes nod se expresan en presencia de compuestos originados
por la planta. Dichos genes intervienen en la hiosintesis del factor de nodulacion
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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 noduclacion. Se realizo una cromatografa
en capa fina del sobrenadante de cultivos de las diferentes cepas inducidas con
genistina. No se observaron diferencias en la produccion del factor de nodulacion (Fig.
7) respecto a la cepa silvestre.

7) CLONACION DE LOS FRAGMENTOS MUTADOS E IDENTIFICACION DEL GEN SILVESTRE
EN LA CEPA CFNAS1

Con el objeto de analizar con mas detalle las secuencias inducibles en las cepas
se decidid clonar el fragmento Hindlll de cada una de las cepas mutantes en pUC18.
Se estimd que el tamano 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 Il).

En la busqueda de las secuencias silvestres del gen mutado en A31, se utilizaron
fragmentos clonados del pb de A. etli CFN42 por otros laboratorios en experimentos
de hibridacion con el fragmento Hindlll que contiene el gen inducible por exudado como
sonda. Se encontrd que el pCos126 (Cava et al, 1989) contiene dos fragmentos, uno
de 1.3 kb y otro de 5.6 kb que mostraron sefial positiva (fig. 8 y 13). Cada uno de
estos fragmentos fueron clonados en el vector pUC18 y utilizados en la obtencion de
las secuencia completa del gen.

8) FENOTIPQ SIMBIOTICO

Los genes nod son inducidos por flavonoides (Redmond et al., 1986). Debido a
esta razdn, existe la posibilidad que la disrupcion de las secuencias identificadas aitere
alguna etapa del proceso de nodulacion, por lo cual se decldid analizar la capacidad
de nodulacion de las cepas mutantes.

En los ensayos de nodulacion realizados (Mat. y Mét., punto L) con las cepas
mutadas se obtuvieron nddulos fijadores en todos los casos. En tres experimentos en
los que se analizd el nimero de nodulos formados por las mutantes respecto a la
cepa silvestre a los 15 dias de inoculacion se observéd 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 nodulacion en los que se utilizd la variedad N-8-116 (se decidio utilizar
dicha variedad porque mostré menor variacion en el nimero de nédulos obtenidos en
ensayos previos realizados en nuestro laboratorio). En este tipo de experimento, se
determind el nlimero de nddulos a los 10, 15 y 20 dfas posteriores a la inoculacién. La
mutante B18 no mostrd diferencias significativas (Fig. 9). En cambio, en las mutantes
CFNA3 y CFNA31 se observaron diferencias significativas respecto a la cepa silvestre
(la desviacion estandar de CFN42 y de las cepas mutantes -CFNA3 y CFNA31-
representadas por barras en la gréfica, no se superponen, por lo que los valores
pertenacen a diferentes poblaciones) como puede verse en la Fig 10,

Se realiz6 otro experimento de cinética de nodulacion para comparar el numero
de nodulos formados por la mutante CFNAS31, una derivada de CFNA31 conteniendo el
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pCosi26, denominada CFNA31a (pCosi126 contiene los genes silvestres que estan
mutados en CFNA31) y otia derivada de CFNA31 con el pLAFR1, denominada CFNA31b
(pLAFR1 es el vector del que deriva pCos126) entre si y con la cepa silveslre. Los
resultados obtenidos se muestran en la Fig. 11. La reduccion en el ndmero de nddulos
en la cepa CFNA31 estaria ocasionado por la disrupcion de la secuencia del gene
inducible que de alguna forma afectaria, directa o indirectamente el proceso de
nodulacién. Por el contrario, la mutante complementada con el pCos126 (CFNA31a)
estarfa beneficiada en su interaccion con frijol por copias extra del gene mutado y/o
secuencias adicionales con efecto bositivo sobre fa simbiosis presentes en el fragmento
de 27 kb contenido en el pCos126.

9) SECUENCIACION DEL GEN INDUCIDO POR EXUDADO EN LA MUTANTE A3t

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 ademads, 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 secuenciar esta regién se muestra en la Fig.
12. Se identificaron dos marcos de lectura abiertos en la region proxima a la insercion
del transposén y probables secuencias promotoras arriba del sitio de insercion. La
secuencia completa del gene mutado es de 1191 pb y codificaria a una proteina de
396 aa (Fig. 13). La busqueda de la similitud de la secuencia deducida de aminoacidos
en proteinas conocidas utilizando el programa BLAST (GCG), revelo similitud significativa
con el genes emrA de E. coli (emr, g, E. coli; m, multidrogas; r, resistencia) que confiere
resistencia a una gama de compuestos téxicos. La probabilidad que la similitud del
alineamiento entre las dos secuencias debida al azar es de 2.4e %", Este alineamiento
se extiende en casi toda la proteina. Luego de identificada EmrA, se realizd un
alineamiento entre su secuencia y la del gene identificado en el pb. Se encontrd que
entre ellas presentan 33.9% de identidad y 52.0% de similitud (Fig. 14). Debido a su
homologfa, este gene se denominé rmrA1 (r, Rhizobium). Arriba del coddn de iniciacion
de rmrA1 se identificaron probables secuencias promotoras semejantes a los motivos
-10 y -35 de promotores o’ ? de E. coli que constituirian parte de la region reguladora
de este gene. Arriba del codon de iniciacion no se encontraron secuencias similares al
consenso de caja nod descrifo por Spaink ef al. (1987) ni secuencias consenso de
promotores -24/-12 (Barrios et al,, 1995). Utilizando la secuencia de aminoacidos, se
obtuvo el diagrama de hidrofobicidad de RmrA1 y fue comparado con el de EmrA1
(Fig. 15). En los dos diagramas mencionados puede observarse un pico hidrofdbico
proximo al extremo N-terminal que comprenderfa una hélice transmembranal
caracteristica de las proteinas de este tipo.

Detras del coddén de terminacidon de rmrA1 existe una corta region intergénica
de 24 pb seguida de otro marco de lectura abierto con su propia secuencla de
pegado a ribosomas. Utilizando nuevamente el programa BLAST en la busqueda de
secuencias conocidas similares, se encontré que es similar a emMB de E. coli La
probabilidad que dicha similitud se deba al azar es de 4.6e’*'. De la secuencia de
bases de este marco de leclura abierto se dedujo la secuencia de aminoacidos y se
compard con la secuencia de EmrB. Se encontré un 28.2% de identidad y un 51.0% de
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similitud (Fig. 16). También se encontrd 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 esldan organizados en un
operadn,

La secuencia de bases del gen rmrA1 presenta una similitud del 46.9% con el
gene emrA en casi toda su extension (Fig. 17). En la region proxima al extremo 3', la
similitud es mas 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"'",

También se analizd el resto de la secuencia obtenida de los fragmentos de 1.3
y 5.6 kb. En la busqueda de similitud de otras regiones de la secuencia se obluvieron
los siguientes resultados. En todos los casos, se trata de similitud en la secuencia de
aminodcidos. '

En la secuencia del extremo 5' del fragmento de 1.3 kb se encontré un marco
de lectura abierto (mla1) con alta similitud al gen uxuA de E. coliy H. influenzae. La
probabilidad que la semejanza sea debido al azar es de 3.6 e°® y 5.9 e°9
respectivamente. Este gen codifica a la manonato hidratasa (o hidrolasa) y forma
parte del metabolismo de los glucuronidos, Dicha similitud corresponde a la ultima
parte del gen por lo que se supone que el extremo §' de este gen se encuentra en el
fragmento EcoR! 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 encontro
otro marco de lectura abierto (mla2) con similitud a hipotéticas proteinas
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*' y 2.5 & (Fig. 18).

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

En la bisqueda de homologia de la secuencia proxima a la insercion del Tn5B30
con secuencias conocidas, se encontrd semejanza significativa sélo en el caso de la
mutante CFNB18. Su secuencia presenta homologia 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 petipldsmica inducible por estrés térmico en E. col

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

Debido a ia similitud encontrada entre RmrA1 y EmrA (un gene que otorga
resistencia a compuestos tdxicos) se decidid investigar si existe algun efecto toxico
del exudado que influye sobre el crecimiento de R. efli CFN42. Por este motivo se
realizaron dos tipos de experimentos.

Fn uno de ellos se midio el crecimiento de CFNA31, CFNA31a (nCos126),
CFNA31b (pLAFR1) y la cepa silvestre en presencia y ausencia de los compuestos
exudados de frijol (Mat. y Mét., punto Q). Se observd 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 estimulacion es méds 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 minimo sdlido (Mat. y Mét., punto R), las
cajas conteniendo a la mutante CFNA31 presentaron una zona de inhibicion del
crecimiento en el lugar donde fue colocado el exudado. Esta zona de inhibicion 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 inhibicion.

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

12) REITERACIONES DE LOS GENES INDUCIBLES

Una de las caracteristicas del genoma de R. elli es la presencia de reiteraciones
de secuencias en el ADN, la cual puede originar inestabilidad gendmica (Flores et al.,
1987). Por esta razon, se investigo si los genes mutados se encuentran reiterados.

En ensayos de hibridacion entre el ADN gendmico de R. etli CFN42 digerido
completamente con Hindlll y el fragmento Hindlll que contiene secuencias de los genes
inducibles de cada una de las mutantes como sonda, se observo una sola banda en la
autoradiografia en los casos de las mutantes CFNA3, CFNA31 y CFNB18. Cuando se
uso el mismo fragmento de la mutante CFNB3 se detectaron 2 bandas que presentan
homologia (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 homologia es
muy baja en la banda de 3.3 y que ese fragmento no codifique la misma proteina que
la banda 10.8 kb, por lo cual, no podria considerarse como una reiteraciéon del gene
con la insercion 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
ademds de R. elli entre ellos A. tropici. Con el fin de conocer si las secuencias
identificadas en R. etli se encuentran también en el genoma de R. tropici CFN299, se
realizaron experimentos de hibridaclon entre el ADN gendmico de CFN299 y los
diferentes fragmentos Hindill de las cepas mutantes. Se encontré que R. tropici
CFN299 posee secuencias con homologfa significativa con los fragmentos Hindlll de las
mutantes CFNA3 y CFNB3. En cuanto a las otras 2 mutantes, CFNA31 y CFNB18 se
observa baja homologia representada por una tenue banda en la autoradiografia que
aparece a tiempos de exposicion largos (Fig. 21). De este resultado se deduce que un
par de las secuencias encontradas estan compartidas entre R. etli CFN42 y R. tropici
CFN299.
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DISCUSION

En este trabajo se identificaron y analizaron cuatro secuencias gendémicas de R
etli CFN42 que se expresan en presencia de exudado de raiz de frijol y de diversos
flavonoides. Una de estas secuencias estd ubicada en el pb y las tres reslantes en el
cromosoma. Se conoce poco acerca de genes cromosomales de Rhizobium inducidos
por la planta. Algunos de ellos han sido deteclados recientemente en el cromosoma
de R fredii NGR234 (Perrel et al., 1994), pero no existen antecedentes en R. elli
Estas cepas mutantes fueron objelo de una caracterizacion parcial. Se encontré que
el crecimiento en medio minimo no estd afectado por ninguna de las inserciones por lo
que se deduce que las mutaciones no provocan ninguna auxotrofia. No se observaron
alteraciones en la produccion de LPS, del factor de nodulacion y en la movilidad de las
cepas mulantes medianle los ensayos utilizados. El nimero de nodulos obtenidos en
ensayos de nodulacidn 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 bisqueda de homologia de las secuencias
cromosomales préximas a la insercion del Th5B30 con secuencias conocidas, se
encontré semejanza significativa sélo en el caso de la mutante CFNB18. Su secuencia
presenta homologia con el producto de un gen similar a hirA de Brucella abortus, un
gene de respuesta a estrés térmico y al producto del gene degP (cromosomal) de R
meliloti.

La reduccién en el numero de nddulos en CFNA31 junto con la obtencién de la
clona que porta al gene silvestre condujeron a intensificar el estudio del gene mutado
en dicha cepa, por lo cual a continuacién, la discusion se dedicard al analisis de los
resultados obtenidos con la cepa CFNA31.

En este trabajo se identificé y analizé un gene de 1191 pb (396 aa.) de R. elli
CFN42 inducido por compuestos presenles en el exudado de ralz de frijol y en
particular por flavonoides. La secuencia ubicada en el extremo &' de este gen presenta
un promotor potencial con secuencias semejantes a los motivos -10 y -35 de los
promotores ¢’ ° de E. coli que regularian la expresién del gene. También se encontré
un sitio de pegado a ribosomas (Shine and Delgarno, 1975). Inmediatamente detrds
de este gen se encuentran secuencias homdlogas a em3 con su propia secuencia de
unién a ribosomas. Secuencias de reconocimiento para un sistema inducible como caja
nod no han sido identificados. Es posible que la induccién por flavonoides esta bajo el
control de algun sistema aun desconocido.

La secuencia de aminoacidos del gene identificado presenta similitud significativa
con emrA de E. coli (33.9% de identidad y 52.0% de similitud) y por esta razén se lo
denomind rmrA1. En E. colilos genes emrAB otorgan resistencia a desacopladores de
la fosforilacion oxidativa y a un ntimero de compuestos hidrofobicos no relacionados.
Este hecho constituye un caso diferente al de los genes de resistencia a un antibiético
especifico ya que un mismo mecanismo protege de varias sustancias nocivas. emrA
forma parte de un operén de tres genes junto con emmB y mprA. La regién que
antecede a emrA no presenta secuencias promotoras pero si presenta similitud con
un gene conocido mprA que tiene secuencias promotoras tipicas. Se sugiere que se
transcribiria un mARN conteniendo los tres genes que serfa objeto de un procesamiento
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posterior. EmrA es una proteina 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
hidrofdbico formado por una «-hélice que atraviesa la membrana y un largo dominio
peripldsmico C-terminal. Esta disposicion no fue deducida de la secuencia del péptido
sino que requirié un andlisis posterior en el que con fusiones con el gene phoA
(fosfatasa alcalina) se determind que gran parte de la proteina es peripldsmica. emm3
estda formada por 513 aa con un PM de 55.6 Kda. Es una proteina integral de
membrana, altamente hidroféhica con 14 o-hélices que atraviesan la membrana. Este
gen pertenece a una familia de translocasas de membrana, denominada principales
facilitadores, que incluye proteinas de resistencia a multidrogas en bacterias Gram-
positivas. emmB fue el primer gen de este tipo reportado en Gram-negativas. Presenta
una secuencia consenso (G-X-h-h-G-P-X-I-G-G, h: residuo hidrofébico; X, cualquier residuo)
encontrada en la mayoria de los miembros de esta familia (QacA, Bmr, NorA); dichos
miembros no son cercanos entre si por lo que se supone que eslos sistemas han
aparecido varias veces en diferentes grupos de bacterias en forma independiente en
el curso de la evolucion. Por ejemplo, EmrB es mucho mas cercano a Mmr que codifica
para una bomba de extrusion de melilenomicina de Streptomyces que a la bomba de
resistencia a multidrogas de Bacillus subtilis (Bmr) o a EmiD de E. coli. La caracteristica
de otorgar resistencia a compuestos claramente hidrofébicos separa a emr de otros
miembros de la familia génica. Hasta el momento, existe solo un reporte de un
mecanismo de resistencia a multidrogas con funcion natural. Es el caso de las
protefnas 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 proteinas transportadoras (Saier et al., 1994)
que hasta ese momento quedaban fuera de las familias caracterizadas, establecieron
que EmrA junto con NolF de R. meliloti, EnvC y HIyD de E. coli por su homologfa forman
paite de una familia. Se propone que estas proteinas pueden causar fusion 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 proteinas de fusién de membrana. Las
proteinas de este grupo estan poco conservadas y debido a su rol estructural y no
catalitico su homologfa es baja. Ademds, los residuos conservados son hidrofdbicos
por lo cual se propone que estan asociadas por su origen transportador.

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

-Homologfa de la secuencia primaria de bases;

-Similitud de la secuencia de aminodcidos en gran parte de la secuencia de aminodcidos;
-Similitud en el tamafio de la proteina;

-Similitud en el diagrama de hidrofobicidad;

-Organizacion del operon,

Teniendo en cuenta estos criterios, es probable que RmrA1 pueda incluirse
dentro de la familia de proteinas e fusién de membranas porque:
-Su homologia con EmrA es significativa. Al comparar la secuencia de aminoacidos de
RmrA1 con EmrA se obtiene 33.9% de identidad y 52.0% de similitud (Fig. 14).
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Ademas, utilizando el programa BLAST, la probabilidad que su parecido sea debido al
azar es de 2.4e%, La homologia en la secuencia de bases apoya esta semejanza;

-La similitud se mantiene en toda la extensién de la secuencia de aminodcidos (Fig.
14);

-El tamaiio de las proteinas es semejante (396 aa. en RnwAtl vs. 390 aa. en EmrA),
-En el diagrama de hidrofobicidad, ambas protelnas presentan un pico hidrofdbico
proximo al extremo N-terminal que comprenderia una hélice transmembranal (Fig. 15);
-El gene rmrA1 esta seguido por secuencias homodlogas a emB1 (Fig. 13) que podria
denominarse rmmMB1 y cuya secuencia deducida de aminodcidos presenta la secuencia
consenso mas importante de la familia de principales facilitadores a la que pertenece
EmiB (Fig. 13).

En vista de la similitud entre RmrA1 de R. etli con proteinas de fusidn de
membrana (en partticular con EnrA) es posible desarrollar fa siguiente interpretacion.

La rizésfera es un medio variado y dindmico. En este espacio, diferentes tipos
de interacciones entre los organismos del suelo son posibles. En gran medida, dichas
interacciones estan Influidas por compuestos liberados por la planta,

Entre estas interacciones, la relacion simbidtica (mutualismo) entre rizobios y
leguminosas ha sido objeto de conslderable atencion. Uno de los aspectos mas
estudiados es el hallazgo de ciertas analogfas con relaciones de tipo patdgenas entre
microrganismos y plantas. Esto se basa en que la presencia del rzobio o de alguno
de sus derivados desencadena, al igual que un patogeno, el desarrollo de un mecanismo
de defensa (Djordjevic et al., 1987a) conocido como respuesta de defensa de la
planta. Algunas de las evidencias presentadas son: la degradacicn de la pared celular
(considerada como la evidencia de mayor peso en la transicion de Rhizobium de
comensal a parasito), la sintesls de nuevo material en la pared celular como parte de
la respuesta de defensa y el desencadenar en la planta fa produccidén de sustancias
antimicrobianas como fitoalexinas (Parniske et al., 1991) y la induccion de guitinasas
provocada por rizobios (Vasse et al., 1993; Staehelin ef al, 1994) como parte de la
reaccion hipersensible. Es as( que los rlzobios se comportan como parasitos en el hilo
de infeccion y solo si el rizobio se transforma en bacteroide y fija nitrégeno la relacion
pasa a ser simbidlica. De no alcanzarse esta etapa, la planta generalmente es
debilitada por la presencia del rizoblo. El desarrollo de cierta adaptacion a la respuesta
del huésped ha llevado a que los rizoblos puedan ser considerados como pardsitos
refinados (Djordjevic ef 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 Dicotiledéneas) frente a
estimulos bioldgicos, fisicos o quimicos, Presentan actividad antimicrobiana evitando el
crecimiento de ciertos microrganismos en la rizésfera donde se acumulan hasta
alcanzar niveles toxicos. 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 infeccion y aumentan en los
tejidos Invadidos, la formaclon de fitoalexinas requiere la represion o activacién de un
sistema enzimatico (Fraser. 1984).

Se han reportado diversas fitoalexinas de leguminosas en rizéstera y en nédulo
con efecto téxico sobre diferentes cepas de Rhizobium. Faseolina, medicarpina, macklaina
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y keivitona mostraron actividad inhibitoria hacia algunas cepas de rizobios capaces
de nodular Lofus sp de crecimiento rapido o lento (Pankhurst and Biggs, 1980).
Compuestos provenientes de nédulo, los flavolanos (taninos condensados) afectan
negativamente in vitro el crecimiento de ciertas cepas de R. Joti (Pankhurst and Jones
1979). Cumestrol, genisteina y en menor medida daidzeina inhiben el crecimiento de
mutantes Exo” Ops™ de R. elli (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, controlaria al menos en parte, las poblaciones de
ciertos microrganismos en las proximidades de la raiz. Sélo en el caso en que ciertos
microrganismos puedan evadir esta barrera es que podria establecerse algin tipo de
interaccion posterior.

En ciertos casos, el rizobio puede contrarrestar o controlar la respuesta de la
planta. Se determind que la habilidad de ciertas cepas de R. loti para formar nddulos
efectivos (Nod* Fix*) en Lotus sp estd correlacionada con la sensibilidad in vitro a
cierto tipo de flavolanos presentes en las raices de esta leguminosa (Jones et al,
1987). La cepa NZP2037, que forma nddulos fijadores es 4 veces mas tolerante a los
flavolanos que la cepa NZP2213 la cual forma nddulos 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 motéculas de flavolanos que la membrana externa de NZP2213. Encontraron
ademas, que los flavolanos se unen en gran cantidad (70%) a un polisacérido unido al
peptidoglicano y en menor cantidad (10%) a una lipoproteina de la membrana
externa. Estos componentes son especificos de la cepa resistente y no estan 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 (polisacéridos vy
proteinas) a las que se unen fos flavolanos y no son esenciales para la viabilidad de la
célula y de esta forma su entrada en la planta quedarfa bloqueada. En cambio, en la
cepa sensible que carece de estas moléculas, los flavolanos se unirian a compuestos
esenciales para su viabilidad.

Se ha observado que deficiencias en ciertos polisacaridos evitan el desarrofio
normal de la simbiosis. Entre ellos, los exopolisacéridos (EPS) los cuales se secretan
fuera de la membrana externa y son requeridos para la infeccion del huésped que
posee nddulos de desarrollo indeterminado (alfalfa, Lupinus sp) pero no son necesarios
en los de desarrollo determinado (frijol, soya, Lotus sp). Los EPS actian como un
factor de proteccién (Djordjevic et al., 1987b) ya que la adicion de EPS exdgeno a
plantas, junto con mutantes Eps resulta en la correccion de la incapacidad de estos
mutantes para inducir nodulos fijadores de nitrogeno. Este efecto es considerado
como evidencia del rol activo de los EPS con los que se suprime el sistema de defensa
de fa planta.

Los lipopolisacaridos (LPS), que forman parte de la membrana externa, también
han sido involucrados en el proceso normal de infeccion, Mutantes en LPS son incapaces
de completar dicho proceso (Dazzo et al., 1991, de Maagd et al. 1989; Noel, 1992;
Priefer, 1989; Puvanesarajah et al, 1987) y se ha propuesto que junto con EPS, los
[.PS formarfan parie de una barrera aue evita la entrada a [a bacteria de compuestos
toxicos de la planta (Eisenschenk et al., 1994). Eisenschenk y colaboradores har
reportado datos que apoyan esta hipotesis. Compuestos extraldos de raiz 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 bioestdticas para la cepa silvestre. ldentificaron a cumestrol
y a un compuesto no identificado extraido en petréleo-éter como los compuestos
inhibidores mas importantes presentes en el extracto de raiz. 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 observo tal induccion en el extracto de raiz de plantas inoculadas con mutantes
Ops™ de R. etli (Eisenschenk et al., 1994).

Otra forma de evadir los compuestos toxicos 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
comuin 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 degradacion.

Son escasas las evidencias sobre mecanismos de insensibilidad a fitoalexinas
que no dependan de la degradacion o de la formacion de una barrera que impida su
entrada.

Denny & Van Etten (1983a, 1983b) encontraron que en el hongo Nectria
haematococca que el pretratamiento con pisatina inducia la tolerancia a otros
isoflavonoides. Los autores sugieren que durante el pretratamiento con pisatina, la
composicién de la membrana plasmatica se modifica (en particular, la estructura y
orientacion de los esteroles) y que esta modificacion estd 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 sintesis de ergosterol) en cepas
silvestres de Aspergillus nidulans estd 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 energla. Este
daltimo, en contraste con el primero es inducido por otros compuestos inhibidores de
la biosintesis de ergosterol, por antibiéticos o por compuestos no relacionados como
pisatina. Ademas, a diferencia de la cepa silvestre, cepas mutantes de A. nidulans
poseen un mecanismo de eflujo constitutivo que no necesita activacion.

En soja, la fitoalexina gliceolina provoca una inhibicion transitoria del crecimiento
de diferentes grupos de rizobios capaces de nodular dicha leguminosa (Bradyrhizobium
japonicum 110, B. japonicum 61A101 y Sinorhizobium fredii HH103) (Pamiske et al,
1991). Los estudios mostraron que la gliceolina no es metabolizada ni detoxificada
sino que la bacteria desarrolla resistencia a dicho compuesto. Observaron ademas,
que la resistencia es inducida por flavonoides estructuralmente similares a la gliceolina
como la genistelna o daidzelna (isoflavonoides) y mas 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 rizésfera. Como resultado, esta resistencia inducible le confiere al rizobio un
anmento da si sunervivencia en las proximidades de la raiz. Al mismo tiempo, los
flavonoides son inductores de genes nod. Se sabe que se acumulan en la membrana
citoplasmica (Recourtt et al, 1989) donde la proteina NodD esta localizada (Schlaman
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et al., 1989). Este hecho representa un dilema. Por un lado, ciertos {lavonoides
presentes en baja concentracion son tomados como sefial inductora de genes nod.
Por otro lado, no debe alcanzarse una concentracion intracelular inhibitoria de
isoflavonoides. En el caso de la gliceolina, estos niveles intermos de dichos compuestos
podrian ser regulados por cambios en la permeabilidad de la membrana externa
segun estos aulores, aunque hasta el momento no han reportado datos que apoyen
esta hipdtesis.

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

Hubac et al. (1993) demostraron que la tasa de absorcion 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 encontrd que el nivel de absorcién
alto es especifico para R. meliloti (no se observd en otros rizobios ni en otras
bacterias gram-negativas). La incorporacion de luteolina presenta una primera etapa
donde la absorcién es rdpida y reversible (probablemente por simple disolucion en la
matriz lipidica de la membrana externa) después de la cual se liega 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 uitima etapa podria
requerir un gasto de energia. Se detectd que la acumulacion ocurre principalmente en
la membrana externa y en cantidades menores (pero significativas) en la membrana
interna (Hubac et al, 1994). Segun los autores de este reporte, la mayor especificidad
de la membrana externa por luteolina proporcionaria proteccion contra el efecto
toxico 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 extrusién activo de luteolina. Un mecanismo similar estaria presente
en R. leguminosarum (Recourt et al, 1989) por lo que no estaria restringido a A
meliloti. La membrana externa es una barrera efectiva contra compuestos anfipaticos
conteniendo grupos cargados. Pero en el caso de los compuestos lipofilicos no
cargados quienes pueden atravesar la membrana citopldsmica, las Unicas formas de
defensa serian la inactivacion o la extrusién activa.

Con estos antecedentes y los resultados obtenidos, se propone que el gene
mutado forma parte de un operdn el cual estd involucrado en la resistencia de R. etli
CFN42 a compuestos téxicos del exudado. De esta forma, R. elli es capaz de
traspasar la barrera de defensa de la planta, representada por ciertos compuestos
con efecto toxico, luego iniciar el proceso de infeccion y finalmente, poder establecer
una simbiosis efectiva. Las semejanzas con el operon emrAB, el efecto inhibitorio de
algin(os) compuesto(s) del exudado en la cepa que posee inaclivado el gen rmrA1
(con efecto polar sobre emB1) y la inducibilidad por flavonoides, caracter que
comparten todos los sistemas de resistencia a fitoalexinas conocidos (Parniske et al,
1991) conslituyen las bases en que se fundamenta esta hipdtesis. Es probable que la
resistencia a compuestos téxicos mediante la induccion de una bomba de extrusion no
sea la Unica forma de resistencia. Como se menciond anteriormente, existen otras
formas como la degradacion (Rao and Cooper, 1994) o la proteccion con polisacaridos
(Eisenschenk et al,, 1994) con la misma finalidad. El desarrollo de diferentes estrategias
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de tolerancia dentro de una misma especie ¢ incluso de una misma cepa podria estar
asociado a la diversidad de las sustancias con efecto nocivo producidos por la
planta.

En la cepa mutante A31 no se observd ninguna alteracion en su crecimiento en
medio minimo respecto a la cepa silvestre. Cuando se analizo su crecimiento en medio
minimo con exudado de raiz de frijol, se observd inhibicion del crecimiento en presencia
del exudado de raiz 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 menciond anteriormente, ya habia sido observado en rizobios
ocasionado por ciertas fitoalexinas por lo que es probable que algun compuesto del
tipo de las fitoalexinas sea el responsable del efecto observado, Aun no se han
realizado experimentos para probar esta suposicion, por lo cual la naturaleza del o
los compuesto(s) inhibitorios es desconocida.

La reduccion en el numero de nédulos producidos por la cepa mutante respecto
a la silvestre podria ser interpretada de la siguiente forma. En las cercanias de la raiz
o en el hilo de infeccidn, los compuestos inhibitorios tendrian efecto sobre la poblacidon
de la mutante en rmrA1 afectando su crecimiento y reduciendo el nimero de rizobios
capaces de infectar la raiz, resultando un menor nimero de nddulos.

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
rmrA1 los compuestos inductores son del tipo flavonoide, incluyendo a isoflavonoides.
Este hecho es destacable ya que muestra una semejanza entre los sistemas de
induccién. 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 rizosfera constituye el medio ambiente en este proceso y los cambios
son ocasionados por la posible variacion de los compuestos producidos por la planta
como parte de su defensa. La inducibilidad por un grupo de flavonoides y no por un
compuesto especifico, representarfa una ventaja que permite responder a tales cambios.

La resistencia a tiolactomicina, una tiolactona con efecto antibidtico que bloquea
el crecimiento de E. coli por inhibicion de la sintesis de dcidos grasos al inhibir a la
sintetasa de pB-acetoacilos (Furukawa et al, 1993) muestra un posible mecanismo de
resistencia que también podria ocurrir en rizobios. Esta enzima es requerida para la
elongacion de los acllos no-saturados en bacterias. Se determind que esta resistencia
estd asociada al cperén emrAB y que se adquiere por fa activacion de una bomba de
eflujo de tiolactomicina por ta cual la concentracion intracelular acumuiada del antibidtico
no inhibe a la sintetasa. Teniendo en cuenta este anlecedente, 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 antibidtica
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 reduccién de la concentracion interna det o los compuesto(s) téxico(s) en
la bacteria por la activacion de un sistema de extrusion evitarfa 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 patdgeno. La informacion
que se presenta, amplia dicho concepto ya que da lugar a otro tipo de interaccion
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como o es la asociacion simbidtica. Ademas, este seria uno de los primeros casos
conocidos en el que un mecanismo de resistencia a un grupo de compuestos toxicos
desempena una funcidon 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 mayoria de los genes inducibles por flavonoides contienen una
secuencia conservada de aproximadamente 50 pares de bases ubicadas entre 100 y
250 pares de bases delante del sitio de inicio de la transcripcién, denominada caja
nod que forma parte de la region promotora y sirve como sitio de union para la
proteina regulataria NodD (Rostas et al, 1986). La region regulaloria del operdn
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 expresién no
depende de NodD. Existen varios genes reportados inducidos por flavonoides que
tampoco presentan caja nody algunos de ellos son independientes de NodD.

En R. fredii USDA257, el locus nolXWBTUV regula la nodulacién cultivar especffica
en soja y es transcrito por tres promotores diferentes (Kovécs et al, 1995). El
promotor de noMW es constitulivo mientras que los de noB y nolX son inducibles por
flavonoides (apigenina). Ninguna de estas regiones promotoras contiene cajas nod, a
pesar de ello, tanto nolX como noBTUV poseen una expresion dependiente de la
presencia del gen nodD, (pero no de nodD,). NolT y NolW son homdlogos a los
productos del gen hrp que esta involucrado en la secrecidn de proteinas de patogenicidad
en un rumero de bacterias patégenas de plantas (Kovacs et al, 1995).

Si bien no se tiene informacién sobre la secuencia, estudios realizados con una
cepa de Rhizobium con delecion de los genes nodD,D,YABC mostraron que la resistencia
a gliceolina es adn inducible por lo que se deduce que los dos genes nodD no son
necesarios para la expresion de la resistencia. Estos autores postulan que un proceso
de reconocimiento especfficamente activado por isoflavonoides que no involucra genes
nodD es posible en B. japonicum (Parniske et al., 1991).

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

nodZ de B. japonicum carece de caja nody es independiente de la regulacion
por nodD. Su inactivaclon provoca la falta de 2-O-metilfucosa en el factor de nodulacién
y la perdida de la actividad mitdgena del factor de nodulacién (Stacey et al, 1994).

Elgen nolA de B. japonicum USDA110 es un regulador positivo de la especificidad.
La expresion de este gen aumenta en pequefia medida por la presencia de flavonoides
de la planta huésped aunque la secuencia del tipo caja nod estd ausente (Sadowsky
et al., 1988). Por hibridacion, la secuencia de este gen ha sido detectada en vatios
bradirizobios. La protefna deducida de la secuencia de nolA modula la expresion de
genes involucrados en la resistencia a mercurio.

En R. fredii, nold esta involucrado en eficiencia de nodulacién en soja pero no
afecta la nodulacion en otras leguminosas (Boundy-Mills et al, 1994), Su expresién es
inducible por flavonoides pero carece de caja nod. Reclentemente, ha sido descrito
otro aen nod de R. fredii que también carece de caja nod v es inducible por flavonoides
en forma dependiente de nodDd,. Eslo sugiere que R. fredii puede utilizar un mecanismo
regulador, ain no caracterizado, controlado por nodD (Boundy-Mills et al., 1994),

26



Con estos antecedentes, es posible que existan otros genes inducibles por
flavonoides como rmrA1 sin secuencias de caja nod y no dependientes de nodD. Este
tipo de genes podrian estar regulados por alguin otro sistema diferente al que utiliza
secuencias de caja nod en la region promotora que aidn no ha sido descrito pero cuya
existencia ha sido propuesta por algunos autores (Fellay et al., 1995; Parniske et al.,
1991; Pueppke, 1995; Kovacs et al., 1995). Por otro lado, como se menciond antes,
un mecanismo de resistencia a un grupo de compuestos (antibidticos y fitoalexinas)
en A. nidulans presenta ademas de un efiujo inducible, otro constitutivo por el cual un
tipo doble de regulacion puede ser posible también en el caso de rmiA1 debido a que
secuencias para una expresion constitutiva fueron localizadas pero al mismo tiempo
se observd expresion inducida por flavonoides. Cabe destacar ademas, que en R
fredii NGR234 se encontraron genes que codifican a proteinas de transporte inducibles
cuya expresion es inducida por daidzefna. Una de ellas presenta homologia con CadA
que otorga resistencia a cadmio en Staphylococcus aureus y la otra tiene similitud
con proteinas involucradas en el transporte activo de pequeiias moléculas hidrofilicas
a través de la membrana plasmatica. 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 regulacion de rmrA1 con respecto a otros genes
nod podria interpretarse como mds primitiva en términos evolutivos (por su relacién
con patogenicidad) que genes inducidos por flavonoides involucrados en simbiosis.
Estos ultimos presentan un mecanismo algo mds sofisticado de regulacion, al menos
por el numero de elementos que intervienen. Recientemente se encontrd que nofT y
noM de R. fredii USDA257 cuyos productos son homodlogos a proteinas de secrecion
involucradas en patogenicidad carecen de caja nod aunque dependen de nodD1 para
su induccion por daidzeina.

Respecto a la ubicacion de rmrA1 en el genoma, cabe hacer la siguiente
consideracion. El gen rmrA1se encuentra localizado en un plasmido no simbidtico de
alrededor de 200kb, denominado pb en R. etli CFN42, Este plasmido es indispensable
para que R. etli nodule frijol (Brom et al, 1992). Se ha reportado que contiene
secuencias involucradas en la produccién de lipopolisacaridos (Cava et al, 1989). La
complementacion de cepas curadas del pb con genes /ps no restaura completamente
las propiedades simbidticas puesto que la capacidad competitiva no se recupera
respecto a la cepa silvestre, lo que se sugiere que existen otras secuencias simbidticas
en el pb (Brom et al., 1992). Recientemente, se han encontrado secuencias relacionadas
con la sintesis de tiamina en el mismo pldsmido (Miranda, J., Tesis Doctoral UNAM).
Plasmidos equivalentes al pb se encuentran en la gran mayorfa de las cepas de R. etli
(Gonzalez, V., Tesis de Maestrfa UNAM) y también en cepas de R. leguminosarum de
los biovares viciae y trifolii (Garcfa de los Santos, A., Comunicacion personal). Se
puede especular que este plasmido existla antes de que se separaran los linajes etli y
leguminosarum, tal vez es un plasmido con funciones basicas para la interaccion con
planta previas al surgimiento de la nodulacion. Cabe agregar, que el fragmento Hindil
conteniendo los aenes rmrA1B1 mutado se encuentra bien conservado
en cepas de R. leguminosarum bvs. vicia y trifolii, y tal vez en R. tropici CFN299 por lo
que se podria pensar que una funcion semejante a la codificada por rmrA1 existe en
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otras asociaciones simbidticas entre rizabios y leguminosas.

Finalmente, debido a que los genes identificados son inducidos por flavonoides,
podria 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 busqueda de las secuencias inducibles se basa en la expresion del gen
de la neomicina fosfotransferasa que da resistencia a kanamicina en presencia de
exudado o flavonoides cuando dicho gen reportero queda bajo la regulacién de fas
secuencias de un gen inducible por dichos compuestos. Para poder ver una diferencia
clara en el crecimiento en medio sdlido, el gen inducible debe tener una expresién
fuerte y sostenida. Se sabe que la expresion de algunos de los genes nod es débil y
ocurre en un periddo de tiempo limitado. Por ejemplo, segtin Fellay y colaboradores
(1995) la expresién de los genes nodABCH es débil después de los 10 minutos de la
induccidn, 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 raiz de frijol. Secuencias cromosomales
controladas por la planta no habian sido detectadas anteriormente en R. etli. La
insercién del Tn5B30 en la secuencia correspondiente a la cepa CFNAS3 reduce
significativamente el nimero de nddulos por lo cual puede especularse que tiene un
papel en simbiosis. La secuencia inducible por flavonoides de la cepa B18 muestra
homologfa con el producto de un gen similar a htrA de Brucella abortus, un gen de
respuesta a estrés térmico y al producto del gen degP (cromosomal) de R. meliloti.

2- La secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de bases inducible por
flavonoides en la cepa CFNA31 mostré homologfa con proteinas de fusiéon de membranas,
en particular con EmrA de E. coli que interviene en la extrusién de una gama de
compuestos toxicos 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 esle gen esta involucrado en la resistencia de R. etli CFN42 a
compuestos toxicos en la rizosfera de frijol mejorando su sobrevivencia. Finalmente,
debido a la localizacion de este gen en el pb, se aporta informacion sobre la forma en
la que dicho plasmido interviene en la interaccion con la planta.
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Fig. 1. Mapa estructural y fisico de a) Transposdn Tn5B30 (Simon, et al., 1989) y del
vector de clonacion pUC18 (Messing, 1983). Abreviaturas: amp, resistencia a ampicilina;
kb, kilobase(s), lacZ, gen de p-galactosidasa; nm, resistencia a neomicina; ori, origen
de replicacion; Sl, secuencia de insercion; Tc, resistencia a tetraciclina.
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Fig. 2. Fotografias del crecimiento de las cepas con insercion del TnSB30  (CENAS,
CFNA31, CFNB3 y CFNB18) con secuencias inducibles por flavonoides. Las cajas
contienen PY/2 con: A) Km™ % B) Km™" y gemsteina; C) K"y D) Km"" y genisteina.
Se incluyeron como control: CE3, cepa silvestre; SP, CE3Km" Abreviaturas: Gen, genisteina:
Km, kanamicina.
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Fig. 3. Localizacién del transposén Tn5B30 en el genoma de las cepas mutantes. Los
pldsmidos fueron separados en geles de agarosa seguln el procedimiento Eckhardt y
fueron transferidos a membranas de nylon e hibridados por el método de Southern
con *?P-Tn5. Carriles: A, CFN42 (cepa silvestre): B, CFNA3; C, CFNA31; D, CFNB3 y E,

CFNB18.
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Fig. 4. Localizacién del transposén Tn5B30 en la cepa mutante A31. El ADN gendmico
de CFN42 (cepa silvestre), CFNX182 (CFN42 pa’) y CFNX183 (CFN42 pb’) fue digerido
con la enzima Hindlll. Los fragmentos resuitantes fueron separados en un gel agarosa.
Luego el ADN fue transferido a una membrana de nylon e hibridado con el fragmento
Hindlll que contiene la secuencia inducible por exudado de la cepa A31 como sonda.
Carriles: A, ADN gendmico de CFN42/Hindlil; B, ADN gendmico de CFNX182/Hindlll y C,
ADN gendmico de CFNX183/Hindlll.

41



)i

Fig. 5. Perfil de LPS en geles de SDS-poliacrilamida de las mutantes con Tn5B30.
Carriles: A, CFNB18; B, CFNB3; C, CFNA31; D, CFNAS; E, CFN42.
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Fig. 6. Curvas de crecimiento en medio minimo (MM) y PY. Cultivos saturados en PY se
diluyeron 1000 veces en 25 ml de MM o PY. Se incubaron con agitacién (200 rpm) a
30°C. Se extrajo una muestra de 1 mly se midié su densidad optica (DO) a 600 nm
cada 3 hs. Los simbolos y sus correspondientes cepas se indican en la parte superior
del grafico,
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Fig. 7. Perfil del factor de nodulacién producide por CFN42 y las mutantes con
Tn5B340. Las bacterlas fueron Incubadas con geilzsteina cormo inductor y marcadas
con ' *C-glucosamina, Carriles: A, CFNA42;B, CFNA3,CS, CFNA31; D, CFNBS; E, CFNB18.
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Fig. 8. Identificacién de los fragmentos silvestres de la mutante CFNA31, EI ADN
plasmlidico del pCos126 (Cava et al., 1989) digerido con EcoRI, ADN de los fragmentos
EcoRl de 1.3 y 5.6 kb alslados provenientes del pCos126 y el ADN genémico 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 hibridado con el fragmento Hindlil que
contlene secuencias Inducibles por exudado de fa mutante CFNA31 como sonda.
Carriles: A, pCos126 EcoRlI; B, fragmento 1.3 kb EcoRlI; C, fragmento 5.6 kb EcoRl; D,

ADN gendmico de CFN42 EcoRl.
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Fig. 8. Cinética de nodulacién de CFN42 y la cepa mutante CFNB18. Las plantas ds
frijol (cv N-8-116) fueron crecidas en matraces con vermiculita y regados con solucién
Fahraeus. Se determind el ndmero de nddulos de § plantas a los 10, 15 y 20 dias
post-inoculacién. Se calculd la desviacion estandar que se indica con una barra. El
sfmholo v la correspondiente cepa se indica en la figura.
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Fig. 10. Cinética de nodulacién de CFN42 y las cepas mutantes CFNA3 y CFNA31, Las
pldntas de frijol (cv N-8-116) fueron crecidas en matraces con vermiculita y regados
con solucién Fahraeus. Se determind el nimero de ndédulos de 6 plantas a los 10, 15y
20 dias post-inoculacion. Se calculd la desviacién estédndar que se indica con una
harra. El simbolo v la correspondiente cepa se indica en la figura,
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Fig. 11, Cinética de ncdulacion de CFN42, CFNA31, CFNA31a y CFNA31b, Las plantas
de frijol (cv N-8-116) fueron crecidas en matraces con vermiculita y regados con
solucién Fahraeus. Se determind el nimero de nddulos de 5 plantas a los 10, 15 y 20
dfas post-inoculaclién. Se calculé a desviacién estandar que se indica con una barra. El
sfmbolo y la correspondiente cepa se indica en la figura.
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Fig. 12. Estrategia de secuenciacion del gen rmrA1. Los fragmentos EcoRl de 1.3 y 5.6
kb provenientes de pCos126 (Cava et al., 1989) fueron clonados en pUC18. La
secuenclia codificadora propuesta del aen rmrA1 se representa con una flecha en
negtita. Las flechas mas pequefas indican la extension y orientacion de las secuencias
obtenidas.
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AAGGACGACTGGTTCTCCTCGCCCTTCATTGTCAAGCTC

Fig. 13. Secuencia nucleotidica de los genes rmrA1B1. Debajo de la secuencia de hases
se muestra la secuencia de aminoacidos deducida. Los codones de iniciacién y terminacién
se muestran en negrita (arec y mac respectivamente). Las probables secuenclas de
unién a ribosomas (SD) se muestran subrayadas. Secuencias promotoras semejantes
2 Ins dominios -10 v .25 dn 7% cp cofinlan an ol evtremn K [a seciencia consenso de
la familia de translocasas de membrana se sefiala con + (n, aminodcido hidrofébico).
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Gap Weight: 3.000 Average Match: 0.540

Length Weight: 0.100 Average Mismatch: -0.396

Percent

RmrAl 1
EmrA 1
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Quality: 215.1 Length: 439
Ratio: 0.552 Gaps: 9
Similarity: 52.011 Percent Identity: 33.908
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Fig. 14. Alineamiento entre la secuencia de EmrA de E. coli y RmrA1 de R. etli. Se
realizd con el programa GAP (GCG) que utiliza el algoritmo de Needleman and Wunsch.

Silbolos:

"1, residuos idénlivos; "1, comparacidii coii valuivs »-0.0;,

con valores >=0.1.
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Fig. 16. Diagrama de hidrofobicidad (segin Kyte y Doolittle, 1982) de a, RmrA1 y b,
EmrA. Se observa un pico hidrofébico proximo 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

Percent

RmrBl 9
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Quality: 148.7 Length: 238
Ratio: 0.627 Gaps : 1
Similarity: 51.055 Percent Identity: 28,270
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Fig. 16. Alineamiento entre la secuencia de EmrB de E. coli y RmrB1 de R. etl. Se
realizd con el programa BESTFIT (GCG) que utiliza el algoritmo de Smith y Waterman.
"I, residuos idénticos; ":", comparacién con valores >=0.5; "."
con valores >=0.1.

Simboalos: !
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Gap Weight: 5.000 Average Match: 1.000

Length Weight: 0.300 Average Mismatch: 0.000

Percent
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Quality: 443.8 Length: 1305
Ratio: 0.378 Gaps: 8
Similarity: 46.931 Percent Identity: 46.931
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651 TGCCGCCCTCGATGCCGCCGTCAAGCAAGTCGATCTCCTCANTGCGGAAC 700
| | LI VLT Iy LIl

534 tcaacaatacaatge...... caatcaggcgatgattctggggactaaac 577

701 TTGCCCAGGCGAAGGCGACGCTTGCCCATGATCAGGCCGTCCAGCGTCAA 150

[ T A O L N 1

578 tgg...aagatcagccagcegtgcaacaggetgecaccgaagtacgtaac 624

751 GCGGAACTGAACCCTCTCTTTATGCGACCCATCACTGCGCCGGTTCGGAC 800

625 gcetggetggegotggagegtactegtattatcagtecg... ... atgac 668

801 GGGACCCATCGGCAACAGGGCTCTGCGTGTCGGCCAGTATGTCCAAGCCG 850

I I I O I i |

669 cggttatgtetccegecgegeggtacagectggggegeaaattageecaa 718

851 GCACCCAGCTGATGTCGGTCGTGCCGACCAGCGCGGTTTACGTGATCGCC 900

RN RN RN A N e A R R A A

719 cgacgccegetgatggeggtegttecagecaccaatatgtgggtggatgee 768

901 AACTATAAAGAGACGCAGCTCACGGATGTTCGCGCCGGCCAGCCAGTGGA 950

A R R RN e e A I A A R AR Y

769 aactttaaagagacgcagattgccaatatgegtatcggtcageeggtcac 818

951 TATCGAGGTCGATACCTA...CCCGGGTCGAACCTATCGTGGCCATGTCG 997

I L e O B B I LI

819 tatcaccacggatatttacggcgatgatgtgaaatacaccggtaaagtygg 868

998 ACAGCCTTGCTCCGGCAAGTGGGCAGGAGTTCGCGCTGCTGCCTCCCGAT 1047

T T O T B A O O A N A R N O

869 ttggtctggatatgggcacaggtagcgegttetcactgettecagegcaa 918

1048 AATGCGACCGGCAATTTTACCAAGGTCGTGCAGCGCATTCCCTCAAGAT 1097

RN RN e e e R AR RN O A

919 aatgcgaccggtaactggatcaaagtcgttcagegtectgectygtgegtat 968

1098 CGTCCTGG.. . ATGGCGAGGCCGCCAATGGCGATCTGCGTCCCGYCATGT 1144

LT I LHEEE T 1

969 cgaactggaccagaaacagctggagcaatatccgetgegtateggtttgt 1018
1145 CCGTCCAGCCGAGCATCGACACCAAGGCCGATGCCGACCGTAAGTAG. .. 1191

A I I e |

1019 ccacgctggtgagegtcaataccactaaccgtgacggtcaggtactggea 1068

Fig. 17. Alineamlento de la secuencia de bases de rmrAi1 con emrA utilizando el
programa GAP inclufdo en GCG. Simbolo: |, base idéntica.
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Fig. 18. Marcos de lectura abiertos identificados en la regién secuenciada del pb,
Abreviaturas: bs; bases secuenciadas
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Fig. 19. Efecto del exudado de ralz de frijol sobre la cepa mutante CFNA31. Se
tomaron mediciones del crecimiento en medio minimo llquido en tubos de ensayo con o
sin planta. Se tomé una muestra de cada tubo y se midid la DOy, @ intervalos de 8
hs. En el caso de las cepas CFN42 y CFNA31 se midié el crecimiento en 3 tubos
diferentes a cada tiempo y se calculé la desviacidn esténdar (DE) que se indica con
una bharra. El sfmbolo y la correspondiente cepa se indican en la figura. Abreviatura:
Ex, exudado de ralz de frijol.
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FIG. 20. Reiteraciones de los diferentes fragmentos Hindlll de las cepas mutantes
clonados en pUC18 que contienen secuenclias de R. elli CFN42 inducibles por exudado
de raiz de frijol. EI ADN gendémico 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 tamafio
aproximado de cada fragmento (kilobases) se indica a la derecha de cada carril.
Carriles: A, sonda derivada de CFNAS3; B, sonda derivada de CFNA31; C, sonda
derivada de CFNB3 vy D, sonda derivada de CFNB18.



Fig. 21. Homologla de las secuencias de R. elli CFN42 inducibles por exudado con
secuencias de R. tropici CFN299. EI ADN gendmico de R. etli CFN42 y R. tropici CFN299
fue digerido con EcoRl 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
Hindill que contiene secuencias inducibles por exudado como sonda. Carriles: 1, R. etll
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 [. Cepas y plasmidos.

Cepa o plasmido

Caracter(sticas relevantes

Fuente o referencia

Cepa

R. etli
CFN42
CFNA3

CFNA31
CFNB3
CFNB18

CFNX182
CFNX183
CFNA31a
CFNA31b
CFNA31c

R. tropic!
CFN299

A. lumefaciens
Ch8

E. coli
DH50.
HB101

Plasmido

pCos126
pLAFR1
pRK2013
pSUP5001
puC18

Sm', Nal’

Derivada de CFN42 con Th5B30
insertado en cromosoma
Derivada de CFN42 con Th5B30
insertado en pb

Derivada de CFN42 con Tnh5B30
insertado en cromosoma
Derivada de CFN42 con Tn5B30
insertado en cromosoma
Derivada de CFN42 pa’

Derivada de CFN42 pb’

Derivada de CFNA31 con pCOS126
Derivada de CFNA31 con pLAFR1
Derivada de CFNA31 pa’ pd” pLAFRT1

cepa silvestre

cepa sllvestre

receptora en transformacion
recA, Str', Eyr'

27 kb del pb de CFN42 en pLAFR1
vector para clonacidn

plasmido suicida

Contiene Tn5B30

vector para clonacion

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

Martinez 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 Il. Flavenoides utilizados en experimentos de induccién.

FLAVONOIDE PRESENTE INDUCCION CONCENTRACION
EN A3 A31 B2 Bis8 UTILIZADA
< NARINGENINA (FN) FRIJOL (E) 1.2 uM
GENISTEINA (IFV) FRIJOL (E) 400 nM
DAIDZEINA (IFV) SOJA (S) 400 nM
APIGENINA (FV) 400 nM
N
e CRISINA (FV) 1 uM
oo o )
] .
i QUERCITINA (FVL) FRIJOL (S) 1 aM
w i
o Leucaena sp 1 uM

Abreviaturas: E, exudado de raiz; FN, flavonona; FV, flavona; FVL, flavonol; IFV, iscflavena; S, semilla;

+, crecimiento.

QUERCETAGETINA (FVL)




Tabla H}l. Caracteristicas relevantes de las cepas mutantes analizadas.

MUTANTE

A3 A31 B3 B18
Localizacién
del Tn5B30 cr pb cr cr
Tamafio del Hindill
con Tn5B30 (kb) 4.2 1.7 5.7 3.1
Produccidn de LPS + + + +
Crecimiento en MM + + + +
Eficiencia en nodulacién - - + +
Produccién del factor
de nodulacidn + + + +
Reiteraciones - . + .
Movilidad + + + +
Homolog(a con
R. tropici 299 + - . s

Abreviatura: cr, cromosoma; pb, plasmido b.
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