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l. RESUMEN

La simbiosis existente entre las bacterias de la familia Rhizobiaceag y plantas
feguminosas es altamente especifica. Para el adecuado reconocimiento de ambos
simbiontes, se requiere de un intercambio de sefales moleculares: en respuesta a
flavonoides exudados por la raiz, la bacteria responde con la sintesis y exportacién de
lipootigosacaridos (factores Nod) que son reconocidos por la planta, provecando en
ella una serie de respuestas que culminan en la formacién de nédulos radicutares
capaces de llevar a cabo la fijacion biolégica de nitrégeno.

Para la sintesis de los factores Nod se requiere de la expresion de toda una
baterfa de genes bacterianos, llamados genes nod. Existen genes nod comunes y
genes nod determinantes de la especificidad de hospedero(hsn). Los genes nod
comunes sintetizan el esqueleto del factor Nod, constituido por cligomeros de quitina
de diferentes longitudes, los cuales llevan un grupo acile sobre su extremo no
reductor. Por otro lado, los genes hsn proveen una serie de "decoraciones’ para €l
asqueleto del factor Nod, al incorporarle grupos sulfate, metilo, azdcares, etc. Estas
modificaciones al factor Nod son importantes determinantes de la especificidad de
hospedero.

En este trabajo se presentan datos experimentales que indican que el gen nodS
de Rhizobium tropici CIAT899 {gen tipo hsn) participa en la metilacion de los factores
de nodulacién producidos por esta especie. Usando tecnicas de reemplazamiento
génico, se obtuvieron cepas mutantes nodS- que tienen este gen interrumpido con un
interposoén de resistencia a kanamicina. Los factores Nod producidas por estas
mutantes se analizaron usando cromatografia en capa fina, y los datos obtenidos
indican que NodS resulta indispensable para la metilacidn de los factores Nod gue
produce R. tropici. Asl mismo, los resultados obtenidos en experimentos de nodulacion
indican que nodS es importante para fograr una adecuada simbiosis, ya que cepas
mutantes en éste gen, provocan una disminucién en el numero y tamano de los
nodulos en plantas de frijol y Leucaena. Estudios de microscopia y cromatograficos,
muestran que en Leucaena los nddulos inducidos por la mutante presentan

alteraciones en su desarrollo y no fijan nitrégeno.



. INTRODUCCION

La fijacion biologica del nitrdgeno es un proceso natural exclusivo de
microorganismos procariotes, que consiste en la reduccion del nitrégeno
molecular (N2} a amonio (NHi), el cual es aprovechado por otros

microorgonismos asi como fambién por planfas superiores, Existen muchos
géneros bacterianos que son capaces de llevar a cabo este proceso, el
cual aporta una gran cantidad de nitrégeno organico a la bigsfera, La
disponibilidad de nitrdgeno orgdnico en ef suelo es un factor iimifente que
influye en la produccién agricola, a pesar de que cuatro quintas partes de Ia
atmdésfera estd constifuida por nifrégeno molecular. El uso de fertilizantes
nifrogenados por 1a agricultura moderna presenta varios problemas, uno de
ellos es el elevado cosio de produccion de estos compuestios, ya gue su
sinfesis requlere de una gran canfidad de energia gue &s suministrada
principalments por derivados del peirdleo. Por ofro lado, los ferfilizantes
nirogenados son selubles en agua, por 1o que se lavan taciimente del suelo %
s necesario aplicarlos periodicamente a lo largo de la cesecha, con el
consiguiente encarecimiento de Ia produccion, Esta misma carccteristica de
solubilidad hace gue estos compuestos confaminen el manfo freGiico gue
posteriormente desemboca en rios, mares y lagunas, favereciendo de esta
mcnera la sobrepoblacién de microorganismos que desbalancean el
equllibrio ecoldgico en estos scosisternas, ademdas de contaminar el agud
para el consumo humano (Delwiche C.C., 1970, Delwiche C.C., 1981),

Una alternativa al uso de ferfilizantes quimices consiste en aplicar
organismos fijadores de nitrégeno al suelo, reduciendo asi, o inciusive
evitando, el uso de fertilizantes nitrocgencados. El problema estrica en que €l
rendimientfo de la cosecha suele ser mayor cuando se aplican fertiizantes
quimicos. Ademds, las cepas de microcrganismos seleccionadas en
laboratorio por su gran eficiencia de fijacidn de nritrégenoc, suelen ser
desplazadas por poblaciones autdctonas que estan mejor adaptadas a las
condiciones de!l suelo. La familla bacteriana Rhizoblaceae desarrclla



simbiosis con leguminosas, resulfando en fijacién bicldgica de nitrdgeno.
Actualmente, el modelo de simbiosis leguminosa-Rhizobium se estudia
infensamente con el objetivo de entender vy confrolar adecuadamente en un
futuro la fijacién bioldgica de nitrégeno.

II. T La Simbiosis Rhizobiaceae-Leguminosa

Dentro de la gran variedad de microorganismos fijadores de nitrégeno,
algunos miembros de la femitia bacteriana Rhizokbiaceae son de especical
interés, ya que foerman asociacicnes simbidticas con plantas leguminosas |,
muchas de las cuales son de gran importanclia econdmica. El amcenio
producido durcante el proceso de fijacidn de nitrogeno es asimiicdo por la
planta, mienfras que 1a bacteria recibe fuentes de carbono preducto cde Ia
fotosintesis vegetal. Se ha calculado gue la cantidad de N, incorporado al
matericl orgdnico gque resulta de la simbiosis Rhizobiaceae-leguminosas, se
aproxima a un fercio del total de nifrdgeno requerido por la agriculfura
mundial, v es proporcional a la produccion de fertilizantes nifrcgenados
producidos en un ano (Economou y Downig, 1992),

Dentro de la famili@ Rhizobicceae, existen cuafro géreros que
aesarrollan simbiosis con plantas legumincsas (Azorhizobium, Bradyrhizebium,
Sinorhizobium y Khizobium), Otros miembros, tales como Agrobacterium, son
natdgenos de una gran variedad de especies y su espectro de accidén no
se limita a las leguminosas (Young & Johnstone, 1989). Una singular simbidsis €s
la que ocurre entre la leguminosa acudtica Nepfunia natans v la bacteria
arbifrariamente conocida como Rhizobium sp. (Neptunia), debido a gue fué
aislada de néduios de esta planta (Subba-Rao ef al., 1999). Hasta la fecha
s&lo se conoce una especie de planta no leguminosa (Parasponic) que &s
capdz de ser nodulada por Rhizobium (Dénarie ef al., 1992). El género
Rhizobium Incluye especies de crecimiento rdpide y con sspectros de
nodulacion que varian de limitades a moderadamente amplios. LoOs
miembros del género Azorhizobium han sido menos estudiados, de

crecimiento lento, con un espectro de ncdulacion limitado y sen capaces ce

a2



formar nédulos no solo en las raices de la planta sino fambién en los tallos (
Elkan, 1984; Marinez et ¢l, 1990).

Una de las caracteristicas mdas importantes de estas asociaciones
simbidticas, es que son muy especificas, es decir, cada especie bacteriana
es capaz de nodular a defterminadas especies de plantas (Tabla 1), Asl, R,
leguminosarum bv. Hifolii es una bacteiia capaz de establecer simbiosis con
ciertas plantas del género Trifolium, vero s incapaz de nodujar a oiras
leguminosas como Phaseolus © Medicago., Asimismo, R meliofi nodula
eficientemente a plantas de los génercs Melilctus, Medicago vy Trigonelia,
pero no esteblece asociaciones compatibles con ofros génercs de
leguminosas.

La mayoria de ias especias del género Rhizobium han sido clasificadas
como bacterias noduladoras de espectio limitado. En contfraste, [as especies
del género Bradyrhizobium suelen ser capaces de nodular @ un mayor
numero de leguminosas, v se les ha closificado como especies de amplio
espectio de nodulacién. Sin embargo, deniro del género Rhizobium tamiién
se encuentran especies con un amplio espectro de nocdulacion, como 1o son:
R. tropici o Rhizobium sp. NGR234, Esta Ultima cepa es capaz de nodular ¢
mdas de 70 especies distintas de legumincsas (Dénarié ef al, 1992).

£l desarrcllo de la simbiosis leguminosa-Rhizopium requiere de una
interacciéon precisa entre el hospedero y el microbio, Un control reciproco per
parte de los dos simbionfes permite que ccurra el proceso simbidtico de una
manera regulada, resuttando en un bereficio mutuo de la asociacion. Al
menos dos pasos de senalomiento molecular parecen estar implicades en la



Especies bacterianas

Piantas hospedadoras

ffhizobium legumincsarum
biovar viciae
Liovar frifoli
tiovar chasect

Fhizocbium melilof

Rhizobium frepict

Rhizebium etif

Rhzooium o8

Rhizobium fredi
Sradyrhizobium joponicum

Bradyrhizcbium sp.,

Fhizobium sp. NGRZ34, MPIK1030

Azorhizeblum caulinodons

Vicia (arveja), (guisante)®,
Lathyrus, Lens (lenteja)

Trifolium (frébod
Fhasecolus (fri:of, judia)

Melilotus, Medicago (aliaifa),
irigonella”

Phasecius (frijoh), Leucaena
(leucenq), Macropfiium (siratro)

FPhaseolus vulgaris (frival),

Lothus, Anfhylis

Ghvcine max {(soyq), Vigna (cowpea)
Glycine (soyaq), Vigna (cowpea)
Lupinus (JUpino), Omithopus

Piantas tropicdles y no leguminosas
como la uimdéceaq Parasponia andersoni

Sesbania rostrata

*Las cepcs de lags mismos especies pueden nodular uno © varios de los hospedadares

descritas.

Tabla 1. Relacidn de especies gue comprenden 105 géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium, asl como 1os grupos de incculacién cruzada

cue presenta cada uno.



determinacion de la nodulacidn especifica del hospedero. En el primer paso,
flavonoides producidos por la planta inducen la franscripcion de una bateria
de genes bacterianos denominados genes nod, cuyos productos proteiccs
resultan de suma importancia para el inicio del desarrollo de o simbidsis
(Carlson et al, 1995).

La especificidad apropiada del hospedero fambign invelucra a la
protfeina bacteriana NcdD, que presumiblemente interactla con Ics
flavoncides. En el segundo paso, v como resultado de fa expresidon de los
genes nod, la bacteria produce el llamade factor de nedulaciéen (facter
Nod), que es un morfégeno que activa distinfes genes en la planta vy
cdemds, provoca la deformacion de los pelos radicutares, asi como 1
inducclon metistemaiica del nddulo (Kondorosi, 1989; Long, 1989), (Fig. 1).

Actualmente se conoce ia naturaleza de distintos eventos involucrados
en la fase inicial del proceso simbidtico. La bacteria presenta guimiotaxis
hacia muchas substancias exudadas por la raiz de la planta, incluyendo
aminodacidos v carbohidrafoes, asi como flavonoides (Peters & Verma, 1990:;
Hungria ef al, 1991; Ledn-Barrics ef al, 1993). A pesar de gue la gquimictaxis
coniribuye a la competitividad del rhizobia, este evenfo no €s esencial para
la nodulacién, como fampoco es un factor gue influye en la determinacidn
de la especificidad del hospedero (Greck ef al., 1995; Dharmatilake & Bauer,
16992).

El proceso de acdhesion de las células bacterianas ocurre en dos foses;
inicialmente se unen débilmente a la raiz, y posteriormente, s& gernera una
adhesion firme vy se lleva a cabo la acumulacion de bacterias en la punta del
relo radical. La primera fase del proceso de adhesion estd meciada por
una proteina de superficle bacteriana gue une calcio, llamada ricadhesing,
-n la segurda fase de achesion, infervienen fibrillas de ceiulosa sintetizadas
oor la bacteria, En la plania, se ha sugerido cue intervieren lectinas
especificas, las cuales son polipéptidos capaces de unir polisacaridos
extracelulares de Rhizobium (VandenBosch efal, 1994), aungue también
se han reporfado  lectinas de Rhizoblum que flenen cierta especificidad a
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galactosa y a ofros carbohidratos gue se acumulan en la zona infectiva (Ho
et al., 1994; Wisniewski ef af,, 1996). Se ha sugerido gue las lectinas juegan un
papel importante en la especificidad de la interacciéon, ya que cuando se ha
introducido por fransformacion a células de trébol el gene que codifica para
una fectina de guisante, estas raices adquieren la capacidad de ser
noduladas por R leguminosarum bv. viciae, un huésped no usucl en esta
planta (Kjne, 1991).

La zona de pelos radiculares emergentes (indiferencicados),
denominada zona infectiva, es la regidon donde preferenciaimente se
acumulan los faciores Nod, y donde se concentran la mayord de los efectos
de los factores de nodulacion (Feidsira ef al, 1694), Estos inducen ung serie de
campics morfoldglices, dirigidos probablemente por el clicesque'sto de Ia
celula vegetal, que incluyen curvatura, deformacién vy ramificacién de los
pelos radiculares. Dichos cambios parecen ser un prerequisitoc para gue se
produzca el posterior secussiro de la bacteria (Smit, ef al., 1987, Mylona ef af.,
1995). Los pelos radiculares maduros (diferenciados) también resgonden a
Rhizobium con una gran variedad de deformaciones, fales como
englobamiento, alargamiento, bifurcaciones y enrroscamiento, aungue
normalmenfe no pueden ser infectfados. Todas esfas respuestas a Rhizobium
son inducidas rapidaomente, en un lapso entre 12 a 24 hrs, aunque existen
experimentos en los gque usando factores Nod purificades, se logran
respuesias en las primeras horas de incubacion (Heidstra ef al, 1994). En Id
cctualidad, es bien conocido que esfa serie de respuestas dependen de la
participacion de los genes nod bactenanos, 1os cuales son responsables de
la sintesis del factor Nod.

Tras el enfroscamiento del pelo radicular, se inicia propiamente el
proceso de infeccidn por la bacteria, La membrana vegetal sufre de una
mvaginacion cue da inicio g una estructura llamada hilo de infeccidn. Por
—medio de éste, las célules bacterianas peneftran hasta el cortex vegetal,
donde son liberadas al interior del citoplasma de clgunas céluias corticales,
ademas de ser cublertas con una membrana de corigen vegetal conacida



como membrana peribacteroidal (Economou &Downie, 1992). A o largo de
la formacion del hilo de infeccidn y en la liberacion de las células bacterianas
dentro de las células del corfex, los exopolisacdaridos de Rhizobium juegan un
papel fundamental (Leigh & Walker, 1994), ya que mutantes exo- de distintas
especies de Rhizobium, son incapaces de formar nédulos efectivos (Milner et
al, 1992). Probablemente, los exopolisacdridos exfracelulares de [a bacteria
enmascaran a Rhizobium, lo gue les permitiia escapar al sistema de defensa
de la planta. Sin embargo, la infeccién exifosa es un evento poco frecuente,
sélo una peqguena canfidad de pelos raciculares llegan a ser infectados. No
todas las infecciones culminan con la formaciéon de nddulos (Dart, 1977),
muchos hilos de infeccién son abortados cerca de la base del pelo racicular,
mientras gue ofres cesan en la base del pelo, o inclusive en el cértex. Tanto la
infeccion como las abcrciones van acompanadas de una reaccién
hipersensible que podria estar formando parte del mecanismo por medio
del cuadl la planta controla las infecciones y regula la nodulacion (McKhann &
Hirsch., 1994).

Simulténeamente a la formacion del hilo de infeccidn, [as célulgs del
cortex se dividen y forman un primordic del nédulo, gue mds adelante dard
lugar al nédulo maduro. El nddule es un drgano nuevo de la planta que tiene
una estructura perfectamente definida (Vasse ef al., 1990; Hirsch ef al., 1992).
Durante la diferenciacion del ndédulo se activan un grupo de genes
especificos fanto en el meristemo del nédulo como en Ila corfeza gue 1o
rodea, a los cuales se les ha dado el nombre de nodulinas (Legockl &
Verma, 1680). La expresidon de algunas nodulinas no sdlo se restringe a la
diferenciacion del nddule, ya que también se han detectado en ofros
drganos en donde se encuentran parficipando en papeles similares a [os
levados a cabo en el érgano simbidtico.

Tomcndo en cuenia los pairones de expresicn y la funcion gue gjercen,
las nodulinas se han dividido en dos fipos: nodulinas tempranas y nodulings
tardias (Verma et al., 1992; Sanchez et al, 1991; Nap & Bisseling. 19%0).

Los nodulinas que se expresan anfes del inicio de 1a fijacion de nitrégeno



se conocen comoe nedulinas tempranas (Enod). Se cree gue Ia nodulings
fempranas participan en las etapas iniciadles de la inferaccidon enfre la
bacteria v la planta (deformacion de pelos radiculares, formacion de hilos de
infeccion), asi como en la morfogénesis del nédulo (division de ias células
corticales, formacidn del primordio v el establecimiento del meristemao).
Eiemplos de nodulinas tempranas son: MseENOD 2 de M. sativa (a cual no &s
indispensabkle para la formacidon del nddulo) (Csanadi ef af,, 1994). ENCD12,
también se detectd en V. satfiva, asi como fTambienVsENODS y VsENODZ40 (Viin
af af., 1999), las cuales son activas en [os primordios nodulares incucidos por
ffhizebium.

Les genes de la planta gue se expresan jusfo anfes y/o durante la fijacién
de nifrégeno son llamados nodulinas tardias. Estos geres se sncuaniran
implicados principalmente en las diferentes actividades metcbdlicas
necesarias para el funcionamiento del nddulo. Varios gjemplos de nedulinas
fardias se encuentran en Phaseolus vulgaris, donde se ha detectado Ig
existencia de una glutamino sinfetasa nddulo especifica, la cual jusga un
papel crucial en la asimilacion amonio en ios nédulos (Sénchez ef al 1987).
Otra es la noduling Npv30, cuyo nivel de franscripcidon s muy abundante,
cuncue al parecer la vida media de 1a profeina que codifica es muy corta,
ya gue fué inémunolocalizada en el citoplasma de celulas Infectcs con una
sefial muy débil; la funcién exacta de la Npv30 se desconoce hasta el
momento (Carsolio et al., i994; Campos ef al., 1995). La noduling tardic
conoccida comoe uJricasa Il tamblen se ha estudiado en frijol. La uricasa I
carficica en gl metabolismo nitrcgenado de la planta, particularmente en la
sintesis de ureidos a partir de acldo Urico. Se locdliza preferentemente en tos
peroxisomas de células no infectadas del nodulo (Nguyen et al, 1988), vy
constituye aproximadamente el 2% de la proteina total soluble del ndduio
(Sanchez et ¢l 1987). Durante la simiiosis se produce un aumento de unas
100-130 vecses en los niveles de ARNmM, profeina v actividad uricasa, aurgue se
na visto que esta proteina también participa durante el desarcilo de |a
piéntula. Estos son solo unos cuantos ejemples de los muchos reporfes donde
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caracterizan nuevas nodulinas tardias. Sin embargo, la funcidén exacta de Ia
mayocria de ellas se desconoce hasta el momento.

Una vez dentro de la membrana peribactercidal, las bacterias se
diferencian a bacteroides y se da paso a la fijacién de! nifrdgeno. El nodulo
maduro contienen haces vasculares v dos tipos de células: infectadas
(cguellas gue contienen a los bacteroides), vy no infectadas, cuyo papel
consiste en metabolizar el amonio que se procduce en [a fijacién del
nifrégeno, ademds de aportar fuentes de carbono a los bacteroides. El
amonic producido por i0s bacteroides es exportado a las células no
infectadas donde se convierte en glutaming, que A su vez es utilizada para la
sintesis de ureidos o amidas. Finalmente, estos compuestos son transportacos
hacia el resto de los tejidos vegetales,

Por ofro lado, la planta determina el tipo de nédulos que formard, asl
como también la forma vy el famaio de los mismos. Basdndose en Id
presencia o ausencia de un merisiemo permanente, los nddulos se clasifican
en dos tipos: indeferminados y determinados, respectivaomente.

Los nédules indeferminados se forman en leguminosas de zenas
templadas, como es el caso de chicharo, alfalfa y arveja, las cudies
presentan meristernos permanentes de nddulo. El meristermo de este fipo de
nodules consta de un grupo de células en divisidon en el exiremo cistal del
mismo, v las células derivadas pueden diferenciarse en ofros tipos celuiares o
bien permanecer como parte del meristemo. La confinua produccion de
células en ef extremo distal provoca la formacidn de nddules alargados v en
forma de garrote. Los nédulos contienen diferentes zonas que representan los
estados del desarollo del nédule, a saber: (1) el meristemo, (2) la zena de
invasién, gue consiste de ndmercsos hilos de infeccion y de células
recientemente infectadas, (3) la zona simbidtica temprana, donde las c&lulas
nfectadas estdn empaquetadas apretadamente cen bactercides gue son
la forma de Rhizobium fijadora de nittégeno, (4) La zena simbidiica farcia,
gue fene un nivel decrecienfe en la actividad de fijacion de nitrégero, v (&)
la zona de senecencia. Recientemenie se ha afadico a la descripcion



anterior una nueva zona, la interzona ll-ll, que se localiza entre |las zonas
simbidticas de invasidon vy la temprana, lugar donde se lleva a cabo Ia
diferenciacion de los bacteroides (Vasse ef al., 1990).

En los nddulos determinadoes, la actividad mitética se detiene durante el
desarrollo del nodulo. El incremento en el famano del nddulo se debe,
principalmente, al agrandamiento celular, 1o gue resulta en un nddulo con
forma esférica. Bl tejido central consiste en la zona fijadora de nitrégeno. Les
nodulos determinados se presenfan generalmente en leguminosas
fropicales, por elemplo, en soya (Glycine max), frijol {(Phaseolus vulgaris),o en
Lotus. En Sesbania rostrata, una peculiar leguminosa fropical, los néduios se
lccalizan tanfo en raiz como en el tallo. Los nddulos radiculares parecen
intermedios enire los tfipos determinados e indeterminados, ya gue [os
roéduios fijadores de nitfrdgeno mantienen la actividad meristemafica durante
un corto tiempo (Ndoye ef af., 1994).

1.2 Lcs GENES Nnod Y LA SINTESS DE LIPO-OLIGCSACARIDOS

Los llamados genes de nodulacidn (genes nod vy nol) son genes
bacterianos involucrados en los eventos tempranos del proceso de infeccion
y de nodulacién, Estos genes estdn regulados por compuestos derivados de
la clanta o fravés de la proteina NodD (Rossen et af., 1985, Djordjevic et af.,
1987; Horvath ef al, 1987).

En el género Rhizebium la mayoria de los genes de nodulacion, fijacion
de nitrdgeno vy otras funciones simbidticas, se encuenfran localizedos en un
megapldsmido denominado plasmido simbiotico (pSym). aungue tampien
existen otfros foci simbidticos en el cromosoma o en ofros plasmidos (Johnston
etal, 1978: Nutl et at., 1979; Toro & Qlivares, 1986). En contfraste, en los géneros
Bradyrhizobium v Azhorhizobium los genes simbidticos estédn ubicados en el
cromosoma (Van Den Eede ef al, 1987).

En la figura 2 se muestra la organizacién genéfica de muchos de ios
geres de nodulacion descritos hasta ahora para varias especies de
rhizobios. Estos genes  estan organizados  en distintas unidades



franscripcionales que comparten und secuencia consenso, corriente  arriba,
qgue se conoce como caja de nodulacion (nod box), a fravés de la cual se
leva a cabo su regulacién.

Los genes de nodulacidon estdn involucrados en la sintesis v en el
transporte de lipo-oligosdcaridos (factores Nod), gue scn moléculas
reconocidas por la planta y que disparan la organogénesis del ndédulo. kn
algunos casos, en plantas estériles de alfalfa, se ha podido inducir la
formaciéon de un nédulo completo con sdio anadir esfos compuestos a muy
bajas concenfraciones (Lerouge ef al, 1990). La esiructura bésica de esfos
compuestos consta de varias unidades de N-acetil-glucosamina (de 3 a 9)
unidas por enlaces B-1-4 y N-cciladas en el exiremo no reducior del azacar
(Figura 3 v Tabla 2). Ya que la produccién de estos compuesios es ncdABC-
dependiente vy dado que este grupo de genes ha sido identificado en todos
fos rhizoblos estudiados, se sugiere que sl mecanismo gue induce
formacién del nodulo es similar en todas Ias gspecies, y que se media
través de compuestos que pertenecen a la misma familia quimica, es dectr,
a los lipo-cligosacdaridos,

Estudios en wvarias especies distintas y poco relacionadas
genéficamente como Rhizobium sp. NGR234, R. fropici, B. japonicum,
Rhizobium lofi, Rhizobium etli, y A, caulinodans, han demostrado gue todas
estas especies producen lipo-oligosacaridos con la estructura bdsica antes
mencionada (Fig. 3y fabla 2) (Price et al, 1992; San Juan et af., 1992; Mergaet
et al, 1993; Poupot ef al, 1993, Cdardencs et ¢f., 1995; Folch-Mallol ef al., 1696,
Lopez-Larg ef al., 1999). Sin embargo, existen algunas diferencias quimicas
entre estos compuestos dependiendo de |la especie de la cual provengan,
lo que apunta a un segundo mecanismo para la especificidad de la
simblosis. Asl, los factores de nodulacién de R, melilctiy K. fropici estén O-
sulfatados, mientras que los de R. leguminosarum no lo estan. Por otro lado,
los lipo-cligosaearidos de estd Utima especie presentan un lipido clfamente
insaturado que no se ha encontrado en ofras especies. De esta manera, 1a
metilacién en el extrermno no reductor de los factores de nodulacidn de R. etl,
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R, sp. NGR234, R. tropici, A. caulinodans y en algunas cepas de B. japonicum,
se encuentra ausente en los factores Nod producidos por R mefiloti, R, fredii, y
en todas las biovariedades de R. leguminosarum. En la tabla 2 se muestran las
diferentes substituciones que presentan varios lipo-oligosdridos proverientes
de distintas especies de rhizebics.

La actividad bioldgica de estds moléculas ha sido estudiada con cierfo
detfalle en afgunas especies de Rhizobium, especialmenie en R,
feguminosarum bv. viciae, R, efli, R. sp. NGR234 y en R. meliloti. La adicion de
factores de nodulacion purificados a raices de leguminosas provoca und
serie de respuestas ontogénicas en disiintos grupes de céluids de raiz. A
concentraciones pico o nanomcolares, estos compuestos inducen
deformacidn, ramiflcacion y curvatura de los pelos radiculares (Lerouge ef ol
1990; Roche ef al, 1991; Spairk ef al, 1991, Relic ef al., 1993). Cucndo se apaden
factores de R leguminosarum v, viciae a raices de Vicia sativa, en las clulas
del cortex externo y medio se observa la formacién de unas estructuras
citoplasmaticas calineadas radialmente que se han propuesto como
precursores de los hilos de infeccidn (van Brussel ef al, 1992). Mientras que, en
el cortex interno, estos factores disparan la mifésis a tal grado gue comienza ¢
norarse un abultamiento en la raiz (Truchet ef al, 1991; van Brussal et al, 1992).
Cuando los factores de R melilotl se chaden a rcices de alfalfa, se ha
cbservado la formacién de meristemos que dan lugar a nddulos con
déntica anatomia y ontogenia gue aquellos inducides por la bacteria, Estos
nodulos estan vacios v por lo fanto no fijan nitrdgeno (fruchet ef al, 1991). En
ctros sistemas como Sesbania o Phaseolus se han poedido observar
estructuras muy similares a verdaderos nodulos cuando se craden 1os
‘actores producidos por especies compcatibles (Mergaer ef al, 1993,
Cérdenas ef al., 1995). En los cascs antes mencionados, los datos indican gue
la simple adicién de estos compuestos induce parte de los cambics
nrovocados durante el desarrollo de ia relacidon simbidotica, v asimismo,
sugieren gue las plantas centienen la informacion genética necesaria para &l

desarrollo del nédulo.
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Haciendo uso de factores de nodulacién modificados guimicamente o
por técnicas de ingenieria genética, se han montado ensayos para
relacionar 1a estructura quimica de estos compuestos con su gcetividad
bioldgica. Spaink y colaboradores (1991) han demostrado que ningln
oligbmero de quitina es activo biclégicamente, senalando asi que la
presencia del lipido en los factores de nodulacion es indispensable para su
actividad bioldgica. También se ha Indicado gue la esiructura del lipido
juega un papel importante, ya gue §i existe alguna modificaciéon en la
hidrogenacion del acide graso, la actividad biclédgica de los factores Nod
de R. melifofi disminuye considerablemente (Truchet ef al., 1991; Bloemberg et
al., 1995).

Por ofro lado, ias O-subsiituciones en el lipo-oligosdcarido juegan
tcmbién un papel determinante en |a actividad bioldgica., En R melilcfi el
grupo sulfato es esencicl para la actividad del factor; por ofro lado, si estd
ausente el grupo O-acetiio en los factores de R melilofl y de R
leguminosarum bv. viciae estos muestran una actividad muy reducida (Spaink
etal, 1991, Truchet et al, 1991),

Otro factor importante en la actividad bioldgica de estos compuestos es
las longitud del esqueleto de quiting, ya que se ha observado que dentro de
los factores producides por R melifotl, el tetrdmero es mdas active que los
fmeros o los pentdmeros (Shultze ef al., 1992).

Actualmente se &stén llevando a cabo estudios para determinar el
mecanismo bioldgico por medio del cual estos factores gjercen su actividad
en la planta. Dado gue la concentracidn g la cual actuan Ics lipo-
oligosacaridos es extremadamente baja, se postula [a existencla de
receniores de aifa afinidad en la planta. La evidencia de gue exisien distintos
recguerimienios estructurales del factor para distintas respuestas en la planta,
fombién hace vensar eh qgue existan varios tipos de receptores con
diferentes afinidades para distintas partes del lipo-oligosdcaridos y/o distinta
localizacion celular, Sin embargo. fué reportada la caracterizacién de un siiio

de unicn para el factor de nodulacion mayorifario gue produce R melilot:



NodRm-IV(Ac, S, C16:12), Dicho factor, ademas de ser biologicamente activo,
se une de manerg saturable y reversible a ung fraccidn de raices de M,
fruncatula, presentando una afinidad (K4) de 86nM., Las caracteristicas de este
sifio de unidn, son consistentes con un sitio de unién de clase individual. La
cusencia de los grupoes sulfato vy acetilo reducen la afinidad per este sitio de
unién, sin embargo, cuando sdlo uno de estos substituyentes esta ausente, 1a
afinidad no se modifica de manera importante (Bono ef al., 1995). En rcices
de fomafe también se enconfro un sifio de unidn con caracteristicas
semejanies (Baureithel ef af, 1994). Por lo antericr, estos sitios de unién a los
faoctores de neodulacion (lamados NFBS1), presentes en legumincsas y ofras
olanfas, podrian tfener un papel mdas general, y no unicamente restringidos a
parficipar en la simbiocsis. No se ha determinado si estos receptores estén
lccalizados en la memprana plasmdatica ¢ en aigun oiro compartimento
celular. Recientemente, se ha cbtenido Ia sintesis aguimica compolefa del
factor mayori‘rorio de R. meliloti (Nicolau et al., 1992), 1o cual cfrece Ia
posibilidad de Ia sintesis de factores radioactives o fofoactivos que permitan
su seguimiento dentro de la 1Qiz para lograr la identificacion de receptores v
sUs genes.

La via de tfranscduccién de la senal provocada por ios factores de
nodulacion fambién se encuentra bajo esfudio. Ehrhardt vy colatboraderes
(1992), han enconfrado un sistema de ensayo mediante el cual s& pusde
detectar una depolarizacidon del potencial de membrana en los pelos
radiculares de alfaifa cuando se ahaden factores puros de R meifofl. Esic
permitird el uso de metodologias electrofisioldgicas en el estudio de o
tfransduccion de la sefal provocada por los factores de nodulacién,

Por Cltimo, se estd explorando [a posibilidad de que ios lipo-
oligosacaridos producidos por Rhizobium sean en realidad una mimica de
'os sefales enddgenas de la planta. Existen varias evidencias para considerar
esta posibilidad, en primer lugar, pese a que los géneres Rhizobium,
Azorhizobium vy Bradyrhizobium son genéficamente lejancs, todas [as
especies analizadas producen factores de nodulacion simitares; en segundo



lugar, el hecho de que 1os genes nodABC sean requeridos para nodular a la
planta uimacea Parasponia, indica que 105 lipo-oligosdcaridos son capaces
de inducir respuestas en plantas no leguminosas, 0 que sugiere un
mecanismo mas general en el desarrollo ontogénico; vy por Ulfimo,
recientemente se ha podido complementar una mutacidon que afecta el
desarrolfo ontogénico de una linea celular de zanahoria (Que tampoco s
leguminosa), mediante la adicidn de factores de nodulacion purcs (delong
et al, 1993).

1.3 LA FUNCION DE LOS GENES CE NCDULACION

Los genes de ncdulacidn han sido clasificados en tres grupos. Bl primer
grupo se compeone por la familia de genes regulatorios nodpD, de lcs cuales
existen varics alelos y algunas cepas tienen multiples copias de ellos. El
segundo grupo se encuentra constituido por la familia de genes nod
comunes, que se han denominado ast porque son funcionalmente
infercambiables entre distintas especies de Rhizobium, Bradyrhizobiumy
Azorhizobium., Aungue como se verd mds adelante, reportes recientes
sugieren la necesidad de reconsiderar ésta nomenclatura de "nod
comunes” para los genes nodA y nodC, ya que no necesariamente tienen Id
misma especificidad cuando reemplczan al mismo gen de otra especie de
Rhizobium (Ritsema ef al, 1996, Debellé ef al., 1996). Finadimente, en el fercer
grupo encontramaos a 05 genes nod especificos (0 genes hsn), cuya funcion
determina la especificidad de la simbicsis al nivel de ia produccion de
factores Nod (Kondorosi ef al., 1984).

.31 EL GEN noo D v LA REGULACION DE LOS SENES NOd

La inducclén de ios genes de nodulacion requiere de (1) flavonoides
excretcdoes por la planta hospedera, (2) fas profeinas NoedD (activadoras
frenscripcionales), v (3) la coja nod (elemento regulaiorio ¢l que se une
NodD en cis ).

El gen nodD se ha encontrado en fodos (s rhizobios (Rhizobium,



Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium) estudiados hasta la fecha. En
algunas cepas de Rhizobium el gen nodD se encuentra en una sola copiq,
mientras gue en ofras se han enconfrado hasta cuatro copias (Rodriguez
Quinones et af.,, 1987; Sousa,, 1993). Por ofro lado, en R melilofi existe una
proteina conoecida como SyrM, que muestra homolegia con el producto del
gen nodD y estG involucrada en la regulacidon de su transcrpcicn. (Leng ef al.,
1989). La proveina NodD es el activador franscripcional de los genes nedy nol,
y muestra diferentes afinidades por flavoncides, dependiendo de la especie
de la cual provenga (Rossen ef al, 1985; Spaink ef ¢f, 1987, van Rhiin ef afl, 1993;
van Rhijn ef al, 1994; Sousa ef al., 1993). Por lo general, 10s Incuctores de
fehizobium son flavends v flavanonas, mientras que para Bradyrhizebium son
isoflavonas. Para cada especie o biovariedad de rhizobio existe un grupo
de flaveonoldes que determinan una tasa optima de acilvacion
franscripcional. Al parecer esta especificidad depende Unicamente del tipo ©
fipos de proteina NodD presente en la bacteria. Sélo cuando la profeina
NodD interacciona con flavenoides cumple su funcidon como actlivador
franscripcional. Esta caracteristica de NodD hace gque juegue un papel
determinante en la especificidad de la simbiosis, ya que diferentes nlanias
excretan distintas combinaciones de flavonoides, vy sélo aquella proteina
NodD que recornozca a estas meléculas podrd activar Ia franscripcion de los
genes de nodulacion v, de esta manera, capacitar a la bacteria para 1a
nocdulacion del hospedero (Gydgypal ef al, 1988; Spaink ef al., 1989). Por otro
lodo, también se ha demostrado que a'gunos flavenoides pueden actuar
como inhibidores de la funcidn de NodD. Esta primera barrera de
especificidad se ha demostrado al introducir distintos genes nodD a cepas
heterdlogas de modo Gue su espectro de nodulacién se ve alierado. Por
ejemplo, si el gen nodD de R, tropici es infroducido a R. leguminosarum v,
irifoli, este adguiere la capacidad de nodular plantas de Phasecius (Scusa ef
al, 1993). Sin embargo, existen experimentces similares en donde no se ha
icgrado extencer el espectro de nodulacién de la cepa receptora,
indicando asi que el reconocimiento a flavonoides por NodD no es la dnica



barrera en la especificidad. Una explicacion para este fendmeno es que o
planta no sea capaz de reconocer a los factores de nodulacion de a cepa
en cuestidn, aungue esta los produzea bajo 1a induccidn de la proteina NodD
heterdloga.

La proteina NodD presenfa homolegia con miembros de la familia de
reguladeres bacterianos LysR, En su regién amino terminal se encuenira un
dominio de unidn a DNA y una secuencia ilamada mddulo receptor gue se
ha propuesto como un dominio de Interaccion profeina-proteina. El extremo
carboxilo terminal no esta tan conservado enire las diferenftes especies de
Rhizobium, por lo que s& ha pesfulado gue esta region de fa profeing es la
encargada de reconccer a los flavencides. Sin embargo, existen evidencias
cde que NodD no actla como dos dominios separados, sino que es la
estructura terciaria globat de la cual degpende su actividad (Spaink ef al, 1989;
scusa ef af., 1993). Lo anterior se refuerza con los dates obtenidos a partir de
mutantes de nodD {mutantes nodD FITA, por Flavonoid Independent
Transcription Activation) que han perdido la regulacidn por flavencides vy
cclivan constitutivamente la franscripcion de los genes nod y noll Algunas de
estas mutacicnes se encuenfran en el exfremo carboxiic ferminal,
favoreciendo Ia hipdtesis de que es en este dominio donde interactda con €l
flavonoide.,

La transcripcion de nodD generalmente es constifutiva, aungue existen
diferentes faciores gue infervienen en su regulacion. Dentro de estos faciores
se encuentran: (1) los niveles de nifrdgenc combinado, ya gue en algunos
promotores de nodD existen secuencias due son reconocidas por NitrC
(proteina regulatoria de |la expresion de los genes de asimilacidon de
nitrégeno), (2) algunos compuestos exudados por la planta e inclusive (3)
algunas proteinas regulatorias del sistema como es el caso de NolR (una
nrotelina represcra de genes nod encentrada en R omelilot), Syt v la
croteina NodD. que en algunos sistemas es una proteina autoregulatoria
(Cren ef al., 1995; Rossen et af., 1985, Horvath ef o, 1987; Banfaivl ef al, 1988;
Dusha et al., 1989; Kondorcsi et al., 1989 Davis & Johnston, 1990; Maillet et af .,
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1990). La regulacion de nodD no estd totalmente esclarecida, aungue se
sabe que se lleva a cabo por un sistema complejo. Por elemplo, en
mutantes en grokl (una “chaperona” molecular) de R, melilot, la expresion
de nodD3 se reprime, mientras que la de nodD]1y nodD2 disminuye. Por otro
lado, también existe regulacion cruzada enire diferentes alelos de nodD. En
R. mefiloti, nodD3 se induce por SyrM y, simultaneamente, la proteina NodD3
induce la franscripcion de syrM en un clicuito de auto-alimenfacién posifiva,
Tanto nodD3 como syrM se cutoregulan positivamente vy NocdD1 regula
cositivamente a nodD3 en presencia de flavoncides que lo activen (Mallet ef
al, 1990; Kondorosi et al, 1991). NodD de R. legumincsarum v, vicice y NodD2
de R. leguminocsarum bv. phaseoli reprimen su propia transcripcién (Cavis v
Johnston, 1990). Hosta el momento, el gen syrM sélo ha sido idenrtificado en R,
meliloti (Konderosi ef al, 1991, Bamett ef all, 1920) y mas recientemente en R, |,
bv. phaseoll (Michiels et al, 1693). Este conjunto de datos indica gue
probablemente varias proteinas participen en el proceso de aciivacion de
los genes nod.

La gran mayoria de los operones nod tienen una secuencia
conservada de aproximadamente cincuenta pares de bases llamada caja
de nodulacidn que se sitla corriente arriba del inicio de ia franscripcion de
varios genes nod (Figurcs 2 v 4). Es en esia secuencia dende se une la
proteina NodD para activar la franscripcidon. Estudios recientes (Long et &l.,
1993), han demostrado que la proteina NedD se une sélo a un lado de Id
doble hélice de DNA y provoca gque ésta se doble sobre si misma, de
manera similar a ia accién de la proteina regulatoria bacteriana lamada HE
{Infegration Host Factor), gue estd involucrada en la regulacidn ce operones
nif (Kustu et al, 19%92). Aun no estd claro si la proteina NodD actua cemo
monémero o como multimero para activar la franscripcion, pero 1a presencia
del madulo recentor en su estructura hace penscar que inferacciona con otras
proteinas o con ofras molécuias de NodD para ejercer su funcion. A este
respecto, se ha encontrado en todas las cajas de noduiacion esfudiadas una

sstructura gue favorece la hipdtesis de que NodD se une a ella. Estudics de



delecién en las cgjas de nodulacidn tamblen favorecen este modelo (Long
et al, 1993). Al parecer existen dos pares de tripletes importantes para Ia unién
de NodD en la cgja de nodulacion. Estos tripletes muestran una simetria en
cuanto gue son tres pares de bases complementarias invertidas, lo que
explicaria como Ia proteina NodD dobla al DNA al unirse a ellas. Se ha
mencionadoe anferiormente que sélo cuande NodD inferacciorna con
flavonoides es capaz de activar Ia franscrigcién de los cperones nod y nol,
alingue no se ha demostrado una inferaccién directa entre NodD y 103
flavonoides. Por ofro lado, algunos estudios han demostrado gue NcdD es
capaz de unirse a las cajas de nedulacion adn en ausencia de flavonoides,
aungue ta afinidad de esfa unidon es mucho mayor en presencia de esfos
compuestos (Schiaman ef af., 1992). Como la proteina NedD se ha locclizado
en la membrana plasmdética de la bacteria, se postula que su interaccion con
flovonoides, debe ocurrir en el espacio peripldsmico, Estudios de fransporte
y acumulacidn del flavoneide naringeninda en células de R. leguminoscrum
bv. vicige apoyan este modelo (Recouri, 1992; Schlaman ef al., 1992).

Los genes nodVW de B. japonicum son necesarios para [a nodulacion
de “mung bean”, "cowpea” vy siratro (Gottfert ef al, 1990a). Tecmando en
cuenta los andlisis de secuencia, probablemente NodV sea un sensor quinasa
gue responda a esfimulos externos adn no identificados, mientras cue NodW
pudiera ser un regulador de respuesta. Se ha propuesio que ampbos
parficipan en la cactivacion de la expresion de genes de especificidad ain
desconocidos y que son requeridos pora la nodulacion de los plantas
hospederas. Un candidato a ser regulado por NodVW es el gen nodZ, que se
reguta de manera independiente a NodD y ademds, es necesario parda [d
eficiente nodulacicn de sirafro (Stacey ef af., 1994), Esfudios recientes indican
gue nodW es esencial para la induccion mediada por isoflavonas de 'os
croerones nodYARC y nodD1 (San Juan ef of, 1994), Los daros de este frabgo
sugieren un efecto sinérgico de NodD1 y NodW en la activacién de los genes
ncd. Adn no esta claro como interaccicna NodW cen el promoter nod y
como particina en la regulacién transcripcional mediada por NodD.
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1.3.2 Los Genes voD COMUNES Y SU FUNCION BiogquiMica

Los genes nodABCH se han denominado genes nod comunes v se han
encontrado en todos los rhizobios estudiados a la fecha. Estos genes son
funcionalmente infercambiables enfre diversas especies de rhizokics v de ahi
gue se les haya denominado “comungs”’, Los genes nodABC son esenciales
para el proceso de nodulacion, ya gue una mutacion en cualgquiera de ellcs
bloguea por completo este proceso. Fer ofio lado, mutaciones en los genes
nodld sdlo provocan un fenotipo de refraso en Ia nodulacién, Este par de
genes muestran hemologia con algunas profeinas bacterianas involucradas
en el fransporte tfransmembranal (Evans &Ccewnie, 1984), por 1o cue se ha
postulado que su popel es el de fransportar los lipo-cligosdearidos fuera de la
célula (Vazquez ef al, 1993). Sin embargo, es claro que debe existir ofro
sistema alterno para el transporte de estos compuestos ya gue las
mutaciones en estos genes no ologuean la nodulacion, ademds, se ha
observado la presencia de lipo-oligosacaridos en sobrenadantes de células
muftantes en nodly nodd de R etli y R 1. bv. viciae (Cardenas ef al., 1996,
Soaink ef al., 1995).

Recientemente se ha esclarecido la funcidén biogquimica de los
croductos de los genes nodABC. La proteina NodC muestra homgclogia con
guitina-sinfasas (Fisher & Long, 1992), v se ha comprobado que su funcién &s
sintetizar al esgueleio de N-acetilglucosamina. La proteina producto del gen
noaB estd involucrada en desacetilar Ia molécula de N-acetilglucosaming en
gl extremo no reductor del esgueletc de quiting, de modo gue en &sta
cosicicn pueda entrar después la molécula lipidica del factor de nodulacion,
La unién del grupo acilo al exiremo no reductor del oligosGearide es llevada
a cabo por la proteina NodA (Tabla 3). Recieniememente, Ritsema vy
colaboradeores (1996) propusieron que habia que reanalizar el fitulo de
“comdn”, al menos pard nedA. Dicha propuestd se basa en et hecho de que
sn R [ bv. viciae, Ia proteina NodA detferminag el tipo de acido graso que va
a unir al esgueleto del factor Nod, tfeniendo ciertfa especificidad por lipidos
artfamente insafurados. La imporfancia de este reporte estriba en gque por



primera vez se demuesfra que al menos NodA no es completamente comin
en todos los casos. Cuando intentan complementar una mutante en este
gen, con un nodA heterologo de Bradyrhizobium sp., este gen complementa
a la perfeccidn para la funcién de NodA, es declr, la cepa mutante ahora es
capaz de producir factores Nod, con [a Unica diferencia de que la
creferencia por la incorporacion de lipidos poli-insaturados desaparece.
(Ritsema et al., 1996).

I1.3.3 FUNCION BICQUIMICA DE LOS GENES NOd ESPECIFICOS (hsn)

Los genes nod especificos (fambién llamados genes hsn) ro se
encuenfran presentes en fodas las especies de rhizebics, en coniraste con los
genres nod comunes © el gen nodD. Mutaciones en esfos genes o su
infroduccidn en especies heterdlogas provocan un cambio en l[a
especificiddd del hospedador. Hasta la fecha, se han descrito un gran
nemero de genes nod especificos pero se desconoce I funcién de muchos
de ellos, Lo antferior se debe a gue las mutantes obtenidas en estos genes
presentan fenofipos poco claros; por ejemplo, existen muchas mutaciones
distintas que sélo provocan refrase en la nodulacion o bajo ndmero de
nédulos pero no bloguean por completo el procese, sin embargo, en
algunos casos se ha esclarecido perfectamente la funcién bioguimica de
ciertos genes nod especificos.

En R. meliloti los determinantes de especificidad del hospedador maés
importantes son los genes nodP& y nodH. Mutantes de R melffofi en el gen
nodH plerden la capacidad de nodular a su hospedador habifual, la alfalfa,
pero adauleren la capacidad de nodular veza., Al analizar [os lipo-
oligosacaridos producicdos por mutantes nodH- se ha descubierto que estas
cepas producen factores carentes del grupo sulfato. Estos factores no tienen
cetividad biologica en raices de alfalfa pero st en rdices de verza, de
acuerdo al fenotipo cbservado (Roche ef al, 1991). Por ofro lado, mutantes
en los genes nodPA producen una mezcla de lipo-oligosGearides sulfatados
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y no sulfatados, y son capaces de nodular fante @ su htesped habltual como
al hospedador heterdlogo veza, Cabe hacer notar que en R. melilofi se han
detectado homodlogos cromosomales de los genes nodPQ, pero estudios
con dobles mutantes han demostrado que las copias cromosomales son
incapaces de complementar fotalmente mutaciones en los genes del
plasmido simbidtico. Estudios de secuencia indican gue los genes nodP
tienen homologia con enzimas que sinfetizan infermediarios activadces de
grupos sulfato, mientras que nodH presenta homologia con sulfofransferasas
pacterianas. Agl, los productos de esfos tres genes han sido prepuestos como
respoensables de la sulfatacion del factor de nodulacidon en R melioti (Roche
ef al, 1991). De hecho, existe un repotrie en ia literatura donde se habla ya de
la funcidén bioguimica de los productos de los genes nodP vy noda,
cemoestrando gue estas proteinas forman en conjunto un “compigjo de
cctivacion de sulfates”, donde ambos, NocdP v NodQ, tienen actividades de
ATP sulforilasa y APS kinasa vy se encuentran formando un complejo proteico
multifuncional que llevg a la sintésis de PAPS (donde PAPS es 3°-
fosfoadenosina &' -fosfosuifato, un probable donador del grupo sulfato para &l
factor Nod)(Schwedock et al., 1994). Por otfro lado, la funcion bioguimica de
NodH también ya fué esclarecida: NodH es una sulfotransferasa que cataliza
la fransferencia del grupo sulfato desde PAPS hasta [a posicion 6-O ferminal de
los factcres Nod de R melilofi (Schulize ef ol 1995; Enrhardt et o, 1995). Ambos
reportes coinciden en gue primero se debe llevar a cabo la sintesis del
esgueleto del factor para que después se efectie g sulfatacion, aungue ‘a
previg acilacion del facter no es un estricto requerimiento para la suifatacion,
La presencia de 1os genes nodH y nodP& también ha sido reporfada para
‘as cepas CIATE99 vy CENZ29Q de R, fropici (Foleh-Mallol et al., 1996, Poupot et af.,
1995), Los resultados presentados por Folch-Mallol v colaboradores,
demuestran que el grupo sulfato presente en los facteres de nodulacion
silvestres de R. fropici CIATES9, Juega un papel imporiante en Ia ncdulacién de
plantas de Leucaena.

En R leguminosarum bv. viciae los genes mds importanfes para la



especificidad de huesped son los genes nodF y nodE. Estos genes estdn
localizados en un operdn y son homoldgoes a una profeina tfransportadora de
grupos acile y a una cetoacil sintasa, respectivamente (Shearman et ol 1986,
Spaink et al., 1989). Se ha demostrado que estas proteinas estan Invelucradas
en 1d sintesis del acido graso poli-insaturado C18:4, presente en los factores
Nod de R. leguminocsarum bv. viciae (Spaink et af., 1995), Estos genes, en R.
melifoti, sintetizan un &cido graso de 16 carbonos con 2 © 3 insaturaciones,
indicando asi que diferentes alelos de nodFE pueden sintetizar distintos &eidos
grasos dependiendo de la especie a la gue pertenezcan (Shulize efal, 1992,
Demont et al, 1993). Algunos estudios sugieren gue estos acidos grasos son
sinfetizados por la ruta de los fosfolipidos, puesto que se han identificado g
clgunos de elles con las mismas insaturaciones que las presentes en los
factores de nedulacion (Geiger ef al., 1994). Sin embargo, los dafos cbtenides
por Philip-Hollingsworth en R, L bv. #ifolil, muestran que en esta especie no se
presentan alferaciones en el espectro total de lipo-oligosacaridoes
producidos por mutantes en nodE, ni aun cuando sed incrementado el
numero de copidas de este gen (Philio-Hollingsworth ef af., 1995). En R. meliloti
se ha descrito ofro gen involucrado en |d sinfesis del acido grase: nedG. Este
gen presenta homologia con una alcoholdeshidregenasa y cen una 3-
oxoacil (profeina franslocadora de acilos) reductasa (Fisher et al., 1987;

Sheldon et al., 1990),

nodM es un gen especifico gue se ha encontrado en R melilod, en R.
leguminosarum bv. vicige y en R. leguminosarum bv. Hifolii. Presenta
hemologia con la N-acefilglucosamina sintasa de £ coli, por 1o que se ha
propuesic la misma funcién en Rhizobium, esto es, el aportar una maycr
canfidad de este precursor para la sintesis de los lipe-oligosacaridos, ya que
estd regulado por NodD. Mufaciones en este gen no alteran el fenotipo de
nodulacion ya gue puede ser substituide por un homoélogo cremosomal
(Baev efal, 1991; Baev ef al., 1992).

En los lipo-cligosacaridos producides por R mellofl, R legumincsarum

bv. viciae v R. legumincsarum by, frifolii se ha encontrado la presencia de un



grupo O-acefilo en el extremo no reductor de la moelécula (figura 3).
Bloemberg ef al (1992), mediante ensayocs de actividad enzimdtica,
demostraron que el producto del gen nodLl es €l responsable de la O-
acetilacion del oligdmero de guitina. Aparentemente, el lipido presente en &l
factor de nodulacion no es reconocido por esfa enzima, ya que un factor de
nodulacion obtenido a partir de mutantes nodt-de R. meliioti ( v que por 1o
tanto no estédn O-acetiiados pero contienen el acido graso de 16 carbonos)
es capaz de ser acefilado por NodlL de R lfeguminosarum bv. viciae.

Existe un gen especifico en R leguminosarum bv. viciae qQue no estd
presente en todas las cepds de esta especie y que aparentemente no
interviene en la modificacion directa del factor de ncdulacidn, Este es el gen
nodQ, el cual presenta homologia con una hemolisina de E coff (Cownie et
al,, 1992). y es capaz de complementar la incapacidad de nodular veza de
cepas mutantes de nodFE de R leguminosarum bv. viciae, aungue no esta
claro el por qué lo hace. Se ha demostrado que la proteina NodO purificadd
es capaz de formar canales transmembranales selectivos a cationes, 1os
cuales son muy semejantes a los poros producidos por la hemolisina. Estos
experimentos fueron llevados a cabo en un sistema de bicapas lipidicas que
emula a la membrana plasmatica vegetal. Por ello, a esta profeina se le ha
adjudicado la funcidon de permear el factor de nodulacidon a ravés ce o
membrana plasmatica vegetal (Sutton ef al., 1994),

El gen nolR, descrito en R meliloti, forma parte de la compleja
magquinaria de regulacion de 1os genes nody nol. Se ha demosirado que el
producto de este gen se une a la caja de nodulacidn actuando como
represor de la transcripeidn de nedD (Schaloman, 1992).

En Azorhizobium caulinodans, se ha propuesto gue la N-mefilacion de 1cs
factores Nod due produce esta especie se debe a la actividad del
- oreducto del gen nodS (Geelen et al., 1993). nodSs también estd presente en
Rhizobium sp, NGR234 (Lewin et al., 1990), B. japonicum (Gétifert et al, 1990 i) v
en R, fredii (Krishnan et afl., 1992). Hemaos reporfado la secuencia cempleta del
gen nods identificada en R. efli, asi como fambién un andlisis filogénetico de



todas las secuencias reportadas para nodS en las especies de Rhizobium
anfes mencionadas (Villalobos et al, 1994). En la mayoria de las especies
donde éste gen ha sido identificado, nodS se encuenira localizado dentro
de un gran operdn slempre inmediatamente corriente abagjo de nodC. Soélo
en R sp NGR234 v en R. fredi nodS poseé su propia caja de nodulacién,
aundque en el caso de R fredii s& sabe que su regidn promotora presenfa una
cdelecion gque le impide fener ung adecuada franscriocicn.

Ofros genes nod especifices no han sido profundamente estudiadoes vy
actualmente se desconoce su papel ¢ se scbe muy peco acercg de &l Por
gjemplo, el gen nodX de R. leguminosarum bv. viciage estd involucrado en la
nodulacidon de un cultivar de chicharos (Afganistan peas) y presenta
homologia con el gen exoZ, involucrado en la sintesis de exopolisaeardos.
De forma similar, el gen nolA de B japonicum permite a !las especies
porfadoras nodular ciertos cultivares de soya (Sadowsky ef all, 1921).



Il ANTECEDENTES

.1 CLasincACiON FILOGENETICA DE Rhizobium etli v De Rhizobium tropici.

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli inicialmente habila sido
clasificado en dos tipos. Las cepas de fipo | fueron definidas tanto por la
reiteracion de Ics genes estructurales de la nifrogenasa como por presentar
un espectro restriingido de hospederos. En contraste, las cepas del tipo Il sa
caracterizaron en base a la presencia de una scla copla de estos genes
esfructurales, ademas de contar con un amplio espectro de hospedercs
(Brom ef al., 1988). Posteriormente, se reclasificd a las cepas de tipo | como R,
leguminosarum bv. phaseoli , y a las cepas de tipo Il en Rhizobium fropici. A
diferencia de R. leguminosarum bv., phaseoli, R fropicl tolera clfas
femperaturas v elevados niveles de Qcidez en los cultivos (Martinez-Remero
ef al, 1991). En la actudlidad, Rhizobium leguminosarum bv. phasecli esta
reclasificada como Rhizobium efli, en base a un andlisis de secuencia de sus
RNAs ribosomales (Segovia ef al., 1993).

1112 LoCALZACION ¥ REGULACION DE NodS.

En nuestro grupo de frabajo estfamos inferesados en la relacidnes
simbidticas llevadas a cabo entre Phaseolus vuigaris y Rhizobium efii cepa
CE3, v R. fropici CIATBR? v P. vuigaris. La organizacion esfructural de los genes
nod comunes en R et presenta la singularidad de que el gen nodA se
encuenira separado, al menos, por 20xkb de los genes nodBC, Cada ura de
estas unidades franscripcionales fienen su propia regidon promotora con su
respectiva caja de nodulacién (Vazquez ef al., 1991). Ademdas, reguiados por
la misma regidon promotora de los genes nodBC, se localizaron 03 genes
nodld. aproximadamente a 2Kb del final de nedC, o gue indica gue se frata
de un operdn considerablemente grande (Vazquez ef al, 1993).

Recientemente se Ideniificd un marco abierto de lectura
inmediatamenie hacia abajo del gen nodC, el cual presenta homelogia cen
el gen nodS de Rhizobium sp. NGR234 (Lewin et al, 1990), Bradyrhizobium



Japonicum (Gottfert ef al, 1990), Rhizobium fredii (Krishnan ef al., 1992) vy
Azorhizobium caulinodans (Geelen ef af., 1993). Asimismo, se ha reportado [a
secuencia completa de nodS en R etl, y hacia abgjo de este la secuencia
parcial de un marco ablerto de lectura con homologia a nodlU de R. sp.
NGR234 (Villclobos ef af., 1994),

En B. japonicum, los genes nodC vy nodS se encuentran sobrelapados
por 71pk. Se han analizado de los extremos C-terminal de los producios de
nodC en B. japonicum, R. meliloti (Tbrok et al., 1984) y en R. leguminosarum by,
viciae (Rossen ef al,, 1984). Estas proteinas estan alfamente conservadas
hacia aniba del residuo de arginina codificada por los nucleotidos 45-47. Sin
embargo, las proteinas codificadas per nodC en R meliloti v de R.
leguminosarum bv. vicige son mds cortas que g profeina NodC de B.
japonicum, ya que estd se extiende por ofros 20 aminodcidos. La hipdtesis
qgue sugiere gue el gen nodS inicia su traduccidn antes de 1a terminacion del
gen nodC, se apoya ademds por el hecho de que los primeros 24
aminodclidos de nod$ codificados dentro de la regidn de sobrelape son
similares en un 63% con respecto @ (@ regidn N-fterminal de 1a proteina NodS
de Rhizobium sp, NGR234 (Gottfert ef ¢, 1990).

Otra caracteristica de B. japonicum es su composicién y organizacién
ce los genes nod comunes, la cual es muy diferente a la reportada en otfros
sistemas. En R, leguminosarum bv. viciae y frifolli, asi comao en R. melilofi, 1os
genes nodABC estan seguidos directamente por los genes nodlJ (Long, 1989).
En B, japonicum, los genes nodABC se encuentran precedidos por nodY
(Banfalvi ef al., 1988) y seguidos por nodSUIUNoIMNQO (Gottfert ef al., 1950). Por
el contrario, tanto en R. sp. NGR234 como en R, fredil, los genes nodSuU se
encuentran alejados de los genes nod comunes y son regulados bajo su
propio promotor. Los niveles de expresién de nodSU en R, sp. NGR234 sen
altos sl se les compara con R etll, B. japonicum o A, caulinodans,
Curiosamente, &ste no es el caso para el nodS de R freaii, debldo a gue su
regiéon promotora presenta una delecidn que le Impide ser inducida por
flavonoides (Krishnan ef af., 1992).



1.3 FENOTIPO DE MUTANTES NOdS

Resulta interesante que cepas mutantes en nodSvy nodl en B.
japonicum no muestren alteraciones en su capacidad de nodular soya u
ofras plantas hospederas. Se ha sugeride gue los genes nodSU en cepas
silvestres de esta especie pudieran ser importantes para la nedulacién de
otras plantas hospederas desconocidas hasta ahora, o bien, estos pudieran
participar en alguna funcidon que sea necesaria sdlo bajo ciertas condicioneas
nafurales (Lewin ef al, 1990,

La cepa ORS571 de A, caulinodcons nodula a la leguminosa fropical S.
rostrata. El gene Nodl de la cepa ORSS71 forma parte del operdn
conformado por los genes nodABCSUL, que esfan organizados de manera
similar a los genes nod en B. joponicum (Geelen ef al., 1993). En A, caulincdans

CRS571, el fenotipo mostrado por mutantes nedS™y nodU- es una disminucion
en su capacidad de nodulacidn, evidenciada por la formacidon de un
reducido numero de nédulos sobre la raiz v tallo de S rostrata, su huesped
nativo.

Similarmente, la incculacion de una cepa nodS- de R. eflf sobre raices
de P. vulgaris, muestra un retraso en la aparicidon de nddulos, y una reduccion
en su nUmero y tamano Villalobos, 1993). Aungue como se verd mas
adelante, este fenotipo pudiera ser el resultado de un efecto polar sobre {0s
genes nod! y nodJ, o blen un efecto sinérgico.

Pareciera ser que en los casos antes mencionados, nodSs no tiene un
papel importante en la determinacién de la especificidad de hospederos,
pero si participa de alguna manera en el control de la eficlencia de |a
nodulacion.

Un caso especial es el del fenotipo mostrado por una cepa mutada en
el gen nodS de R. sp. NGR234, donde es claro que la mutante deja de inducir
nodulos en feucaena leucocephala, una de sus mds de 70 leguminosas
hospederas. Ademdas, el fenotipo cobservado por una cepa mufanfe nodsu-
suglere que, en conjunfo, ambos genes reguian [a nodulacién de
Desmodium infortum y Vigna unguiculata (Lewin et al., 1990).
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1.4 INTENTOS POR COMPLEMENTAR MUTANTES NOdS-

Experimentos de complementacion de una cepa nodS$- de R. sp.
NGR234 con el gen nodS siivestre de B. japonicum fracasaron, al igual gue los
intentos realizados por complementar una cepa mutante en nodSs de 8.
japonicum con el gen nods silvestre de R sp. NGR234 (Lewin ef al., 1990;
Gottfert ef all, 1990), En confraste, experimentos de complementacion
llevados a cabo en R, fredii cepa USDAZS7, demuestran que los genes nodSU
cde R. sp. NGR234 son capaces de extender el espectro de huespedes de R,
fredii, permitiéndole nodular a las leguminosas tropicales L leucocephalay L.
diversifolia. En esta especie, el gen nodS, precedido por su caja nod, fué
capaz de incluir a L. leucocephala dentro del rango de hospederos de R,
fredii (Krishnan et af., 1992),

1115 FUNCION Bicauimica DE NodS

En A, caulinodans, Geelen y colaboradores (1993) enconfraron
homologia en NodS con secuencias consenso reportfadas para proteinas
con actividad de metiltransferasas. Usando cromatografia en capa fina vy L-
(meti-3H)metioning en ensayos in vivo, cbservaron que los lipooligosdcaridos
producidos por ia cepa sitvestre incorporaban la marca radioactiva, mientras
que una cepda nodS- dejaba de hacerlo. Esfos datos sugieren gue NodS
nudiera ser una metiltransferasa que incorpora grupos metilo al factor de
ncdulacion en esfa especie,

1.6 PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO DE TES'S

Resulta por demds interesante la participacion de nodS de R. sp. NGR234
en la nodulacion especifica de L. leucocephala, auncdo al hecho de que |d
infroduccion de este gen a R fredii le provoca una alfteracion del espectro
ce hospedercs, permitiéndcle nodular eficientemente a L leucccsephalay L
diversifolia. Dentro de las especies de Rhizobium en donde un gen nods ha
sido descrito, solo R sp. NGR234 v R, tropici CIAT899 nodulan de manera natural

a Leucaena,



Rhizobium fropici es una especie de amplio espectro de huespedes,
capaz de nodular a un gran ndmero de leguminosas no relacionadas
genéticamente entre si. Entre los hopederos naturales mdés importantes de
estfa especie se cuentan planfas de importancia econdmica como son
aquellas pertenecientes a 1os géneros Phaseolus, Medicago, Leucaenay
Macroptilium. Actuaimente, R, tropici se utiliza, en combinacién con bacterias
del género Azospirifiurn como Indculo para reices de arboles de Leucaena
como parte de un programa de reforestacion de la selva baja caducifolia
del estado de Morelos,Mexico ( J. Caballero, comunicacion personal).

Las interrogantes planteadas son: ¢ R. fropici fiene nodS? (La presencia
de nodS en R. fropici CIATE99 influye en la determinacidn de espectro de
hospederos de esta especle?, JLa participacién de nodS en R, tropici esta
directamente relacicnada con la capacidad de esta especie para nodular
Leucaena?, (Cual es el papel de nodS en ia sintesis de los factores Nod
producidos por R. fropicl?, ¢ Puede nodular Leucaena una mutante nodS- de
R. efli complementada con el gen nods de R. tropict?

Para responder a estas intferrogantes.se planted cubrir [os objetivos gue
se senalan a continuacion,



IV OBJETIVOS

GENERAL:

1) ANALISIS DE LA PARTICIPACION DE NOdS EN LA DETERMINACION ESPECIFICA DE
ESPECTRO DE HOCSPEDEROS EN Rhizobium fropici CIATE99. La estrategia que se
propone para lograr dicho propdsito  consiste en el dislamiento del gen y su
caracterizacion a fraves de la cbtencién de una mufante en el gen nodS, asi
como la purificacion y andlisis de los lipo-oligosécarides producides per ésta.
Ensayos de nodulacidon de esta mutante en Leucaena vy frijol, permitiran
entender el papel gue juega nodS en la nedulacidon de estas legumingsas.

ESPECIFICOS:

1) CLONACION Y SECUENCIACION DEL GEN nodS DE Rhizobium tropici CEpa
CIAT899, Ademds de asegurarnocs de la presencia de un marco abierto de
lecturag homoldgo a nods, la clonacidn y secuenciacién de este gen nos
permitied situar la localizacion exacta del mismo vy, adicionalmente, mostrarmos
los sitlos adecuados para generar una mutante,

2) MAPEAR FISICAMENTE EL GEN NOQS ©E R. fropici CIATES99.

3) OBTENER UNA MUTANTE NO POLAR NOdS- DOBLE RECOMBINANTE, USANDO
MUTAGENESIS SITio DIRiGIDA. El gen nodS clonado se mutagenizard in vifro,
inferrumpiendolo con un interposén que conflera resistencia a algln
antibiotico, Bacterias que contengan el gen mufado, se obfendrdn
seleccionando dobles recombinantes, preducto de conjugacion enfre la
cepa silvestre y las bacterias que contengan el pldsmido con nodS mutado.
Para seleccionar las dobles recombinantes, se usara sacR y el anfibidtico
elegido. &l interposdn selecionado no deberd presentar terminadores de la
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transcripcién, con el fin de evitar que 10s genes que se encuentren hacic
abagjo de este tenfativo operdn se vean afectados. Las mutantes obtenidas,
deberdn analizarse por “Southern”, 1o que permitird comprobar el
reemplazamiento de la regidn deseada.

A4) ANausIs DE LOS FACTORES Nob PropuCIDOS POR LA MUTANTE nodS- Usanpo
CroOMATOGRAFRIA EN Cara FINA. Incubando in vivo a la mutante con L-{metil-
3HImetionina como precursor de grupos mefilo, y analizando los
lipooligos@caridos producidos por las cepas mutante v sitvestre, estudiaremos
el papel de nodS en la metilacion de los factores Nod de R fropici, usando
cromafografia en capa fina parg 1a visualizacién de los lipe-oligosacaridos,
Fara comprobar la produccion de factores Nod por parte de la mutante, se
redlizardn 10s mismos experimentos usando glucosaminal4C como precursor
de los lipo-cligosacaridos, Paralelamente, se analizardn los factores Nod
producidos por una mutanfe nodS-en R efii que fué obtenida previamente,
con &j fin de determinar su funcion.

5) DETERMINACION DEL FENOTPO DE NODULACION DE La Mutante OBTENIDA EN RAICES CE
Leucaenay P. vulgars. Medianfe experimentos de nodulacidn en macetd, se
infentard probar la hipotesis de que nodS de R, fropici es importante para la
nodulacién efectiva de Leucaena.

6) ENsavyOs DE COMPLEMENTACION DE L a MUTANTE nodS-. Para confirmar ia
participaciédn de NodS en los fenotipos observados, dentro det fondo
genético de la mutante y con ef gen nodsS slivestre clonado en un plasmido
adecuado. se llevard a cabo la complementacion de la cepa mufada. Se
analizaran fenotipos de nodulacion en la planta, asi como ia produccidn de
factores Nod. De igual forma, se complementard a la mutante nodS-de R, etlf
con el gen nodS silvestre obfenido a partlr de R, fropici.



V MATERIAL Y METODOS
V.1 BACTERIAS ¥ PLASMIDOS

En o tabla 3 se muestran las cepas bacterianas vy 1os plasmidos (o
cosmidos) que se han utilizado en el presente estudio.

Tabla 4. Bacterias y plésmidos utilizados en este estudio.

Cepa bacterianag Caracteristicas relevantes Fuenie o
o pldsmido referencia

.- Cepas bacteriangs

Rhizobium fropici

CIATE? Sitvestre, Ned TFixT en fricl y Leuccena Martinez-Remero et of
RiffNai*CmR {19313

RSPFO0 Rif% dervada de CIATESS curada del vargaos ef ol (1990)
plidsmido simiidtico

nodS::kam1-20 RitRNGRKmR, derivada de CIATESS neds” Este frabcio

Rhizobium eflf

CE3 Sitvestre, SHRNaIR, Nod *Fix* en frijol.deriveda  Noel etal, (1684)
de CFN42
CENZOOT R derivada de CFNA2 curada de Ios Palccios ef al (1983)

%
slasmidos pd2a v p42d
Escherichia col

XL1-Blue3 recAl, endAl. gyrASe, thi-1, hsdR17, supE44, Bulcck ef ol (1587)
reid ], joc, F proAB, locld Zan 15, Ta 10 (tetly)
DHba. F-, 280d, icCZAMIS, recAl, endAl, hsdR17 Harahan, D, {1683)
(r,”.m, 1Y, supEad, thisl, o7, gyvrAgs,
A UgeZyA-orgF), U182
Il - Plasmidos v codsmidas
pUC19 Plasmico vectar, replicén ColEl; Yanisch-Perron ef of
Lac, Ampl (1985)
pSK+ fl+, ColEl. LacZ, AmpR Stratagene
pPVK102 Césrrido derivado de pRK260, KmR. 1R Knauf y Nesier (1982)
pRRK404 Piésmido dervadeo de pRK290, Lac, Te R Difta et al (1585)
PJQ200SK Vehiculo sulcida, soeB. Lact, GmR Quandt y Hynes (1598)
pUC4K Dervado de pUCa, AmpR, KmR, Lac? Farmacia
0SL301 Cervodo de pUC, AmpR, 52, LacZ Invitegen
PCATIQ Cetdvede de pUCTS. Ampl, cmP, Lacz Claiberre W, (165 1)
PRK2013 NmR, plasmido ayudador para transterencia Tiguiskiy Pelnski (1979)
pCV38 Irserto de 28.8 kb cel pSym de CIATES? vargas et al (1992
clonadeo en el sitio Hindglil de pWK102
pCV3804 Fragmento Hindfil de 6.4 b (digestion parcialy  Vargos et ¢l (1950)

cde pCWas subclonado en pRK404
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Tabla 4. (continuacidn)

Cepa bacteriana Caracteristicas relevantes Fuente o
o pldsmido referencia
PSMS21.25 18.5 kb del pd2d de R. gtli clonade enelsitio Cevallos ef af. (1989)
EcoRl de pSUP205, Te, Km®
pRP17.1 PSMEP1 25 con nodS: MUGIPR13 Cevalios et ol (189)
TeR CmR Km®
pBH3 Fragmento SomH!-Hindill de 2.6 kb proveriente Este trabajo
del pCW3804, ligado en pUCT?
pnSH24 Fragmento Sal-Hindil de 2.2 kb proveniente  Este trabgjo
del pBH3. v ligado en psSkt
pCCsC tnserto Clai-Cial de 0.6 kb, aislado de Este trabajo
pEHA v ligado en pSKt
cPH11 Inserto Psti-Hingiil de 1.1 kb, liberado de Este trabajo
PEH3 y fgado en psK™
PMAZ-5 Fragmento 8emb-BamHl de 0.7 kb aislade villalobos MA, (tasis
del pSe91.25 (nodf), ligado en pUC19 de licenciciurg, 1993)
pBE41 Inserto BamiMi-Eco de 0.4 kb aislado del 991.25  Ests trabgjo
y igado en pUCi? (sonda nodl)
DSLEXS . Fragmento EcoRi-Xho! de 2.2 kb licerado del Este trabajo
Pp3H24 v ligado en pSLIOT
pKam1¢ Cessette de Kanamicina del pUC4K aislade cen Este trabao
Psily ligade en pCATI? (sin el cassetfe de Cm)
pPSHKama3 Derivado del pSH24, con el cassefte de Este trabaio
ranamicing dentro del sitio Unico Sphi.
pJRnodS::Kam3 Inserto Sali-EcoRY del pSHKam3 ligado en los  Este frabgjo
sitics Sai-Srmat de pJQ200SK
PMP3510 IncP, vector de expresién con el promotor Spairk et al. (1953)
de nodA (pA) de R. 1. by, viciae, TcR
pMP2421 IncW, contiene los geres noaldde R 1 by, H. Spairk
viciag DO oA, SMm
PMPRE3ST0 Fragmenio xbal-Clal (nod$) de R ot H. Spaink
clonado en phMP3E510
cMPANOAS Insesto Kpni-Bamtl (nodS) del pSH24 Este trebgjo

y clonado en el pMP3510

V.2 MINIPREPARACICONES DE DNA PLASMIDICCO
Se inocularon 5mb de medio Luria conteniendo ¢l antibidtico adecuado

con unda colonia bacieriana aislada y se incuparen a 37°C foda una noche
cen agitacion vigorosa. 1.5mbL del cultivo se pasd a un tubo eppendorf y se
cenfrifugd por 1 minuto. El resfo del culiivo se guardd g 4eC. Se removio el
medic por aspiracidn, dejando la pastilla bacteriana tan seca como fué
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posible. Se resuspendid la pastilla en 100ul de una solucién fric de 50mM
glucosa/10mM EDTAZ20mM Tris-HCI (pH 8.0) Se dejd el tubo 5 minutos a
tempercatura ambiente (es necesarico gue 1a tapa del tubo permanezca
abierta durantfe este perlodo). Se adicionaron 200ulL de una solucion recién
preparada de 0.2 N NaOH1T % SDS y se dejé en hlelo por 5 minutos.
Transcurrido el tliempo, se adicionaron 150ul de una solucidén fria de aeetato
de potasio (pH 4.8) preparada de la siguiente manera: a 40mb de acetfato
de potasio se le adicionaron 11.5mL de &dcido acéfico glacial y 28.5mL de
H-O, La solucidn resuitante es 3M con respecto al pofasio y 5M con respecto
al acetato. Se mezcld suavemente en vortex el confenido en posicidon
invertida durante 10 segundos, y el tubo se colocd en higlo durante 5 minutes.

na vez gue el tiempo transcurnid, los tuboes se centrifugaron 15 minutes a 4°C y
se fransfind el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adiciond un volimen igudt
de fenol-cloroformo, y 10s tubos se mezclaron con Ia ayuda de un vortfex. Se
centrifugaron dos minutos a 10,000 rpm y el sobrenadante se fransfirid a un tubo
nuevo. Fueron adicionados dos volimenes de etanol @ ftemperatura
ambiente, se mezcld con un vortex, y se dejaron 1os eppendorf d
temperatura ambiente durante dos minutos. Transcurrido el tiempo se

centrifugaron 15 minutos a 10,000 rpm < temperatura ambiente. El
sobrenadante fué removido y los tubos se colocaron en posicion invertida
sobre un papel absorbente para drenar todo el liquido. Una vez escurridos,
se adiciond 1miL de etanol al 70% a cada tubo para quitar el exceso de sales
y se volvid a centrifugar. Se removieron 1os sobrenadantes y las pastiias se
secaron al vacio,

Las pasfillas se resuspendieron en &0ul de T.E. (10;1) confeniendo RNasd
pancredtica libre de DNasa (20 mg/mi).

V.3 ALAMENTO BE DNA Prastipico a GraN Escata por Grapients DE CsCL-BReWURO £T

Encio
Los resultados que éste método presenta son de gran utilidad en varias

de las técnicas que requieren de DNA extremadamente limpio, fales como
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subclonaciones, secuenciacion, fransformacion, etc.

Se comenzd con un cultive nocturne fresco en medio Luria bajo presion
selectiva. Se inoculd medio Luria con una dilucion 1:100 del cultivo crecido
anteriormente y se crecid otra vez con seleccidon. Fueron usados 250mL de
medio en un matraz de 1000mL, & 500mL de medio en un matraz de 2000mL vy
los cultivos se agitaron a 300RPM, 37° por 16-24 hrs.

Cuando se ufilizaron 250mL se procedld de la sigulente macnera: se
cosecharon las bacterias por centrifugacion a 6000RFM durante 10 minutes, Se
decantd el sobrenadante y se drend bien Ia pastilla. Se resuspendid en 10mL
de TogEip. S& midid el volimen de la suspensidn celular y se fransfird a un
recipiente adecuado (se adicionaran 3.5 volumenes mas), Se adicionaron 2
volimenes de NaOH 0.2M/SDS 1% y se mezcld por inversion. 3e dejd a
temperatura ambiente durante 10-15 minuios. Se adiciond 1/2 volumen de
acetato de amonio 7.5M vy se mezcld bien con agitacion vigorosa. Se dejo
en hielo 30 minutos. Los residucs se separaron por centrifugacion a 6000RPM, a
4°C por 15 minutos. Se fransfird el sobrenadante a un tubo corex de cenfrifuga
usando una pipeta, evitando a lo maximo los residuocs. Se adiciond |1
volimen de isopropanol vy se dejd el fubo a -20¢C durante 30 minutos. Los
dacidos nucleicos se colectaron centrifugando a 10000RPM, a 4¢C por 20
minutos. Se decantd el sobrenadante y se drend muy bien la pastilla para
después resuspenderla en 3mL de TigEgy. Se adiciond un volumen de 1:10 de
ccetato de sodio 3M pH 5.5 v se mezcld bien. Se adicionaren 2 volumenes
de etanol v los tfubos se dejaron a 4°C durante 2 hrs. E! DNA se recuperd
cenfrifugandco a 10000RPM, a 4°C por 20 minufos. Se decantd el sobrenadante
y se drend muy bien el material centrifugado. La pastilla de acidos nucleicos
se resuspendid en 3mL de TpEg . Se midid el volumen total de la solucion v se
transfirid a un tubo de polipropileno de 12mL con tapa de seguridad. Se
adicionaron 0.6mL de bromuro de etidio Smg/mL. Se multiplicd el volimen
total por 0.98 (la cifra resultante es la cantidad de cloruro de cesio que debe
adicionarse). El tubo se tapd v se mezcld perfectamente para disclver el
cloruro de cesio, El tubo se dejé a temperatura ambiente 1 hr. Despues, se



centrifugd el fubo en una cenirfuga tipo Sorvall durante 15 minutos a 7000RPM.
El sobrenadante se tfransfirid a un fubo de ultracentrifuga, llendndolo hasta el
cuelle con una solucidn de cloruro de cesio (0.98 grs por cada mbL de TygEg 1) v
se selld, Se centrifugd a S000RPM a 162C por 16 hrs. Los fubos se observaron
bajo luz UV para visualizar las bandas (la banda mds baja es el DNA
plasmidice). Se perford el techo de! tubo con unag jeringa de 5miL. Con ofra
jeringa, se picd 2mm mas abagje de la banda plasmidica para succionarla, El
DNA se fransfirid a un tubo corex limpio, y se adiciond un volimen igual de
isopropanocl equllibrado con SSC 20X, y se mezcld con ayuda de un vortex.
Se cenirifugd brevemente para separdar las fases y se descartd la fase
superior de Isopropanol. Se repitid hasta que no ver frazas de coloracién en
el fubo. Se adicionaron 2 volumenes de TigEp 1 ¥ s& mezcld. Se adicionareon 2
volimenes de etanol abscluto, Se mezcld bien, v se dejd a 4°C por 2 s, Se
centrifugd a 10,000RPM, 4°C durante 15 minufos. &l socbrenadante se tird, vy se
drend bien para resuspender la pastilla en 2mL de TygEg 1. Se adiciond un
volimen de 1:10 de acetato de sodic 3M pH5.5 v se mezcld, Se adicionaron 2
volumenes de efancl absoluto, se mezcld bien v se dejd 2 hrs. a 4°C (0 en
hielo seco 30 min.). Se centrifugd y secd como se hizo anteriormente. Se
resuspendid nuevamente |a pastilla en 2mL de Tigkgy v se repitid el paso de
precipitacion con etancl. La pastilla se lavd adicionando bmlL de etancl al
75% y se cenfrifugd a 10,000RPM durante 5 min, La pastilla se secd bajo
condiciones de vacio v, finalmente, se resuspendid en un pegueno volimen
de TioEn.1 (0.5-1TmL). Se transfirid a un tubo Eppendorf estéril v se almacend ¢
200C bajo cero,

Vo4 ExiraccidN O DNA TOTAL oE Rhizobium
Se inoculd un volimen de 3-5 mil de PY-Ca2t (10 mM) con el antibidtico
cdecuado y se incubd de 16-24 hrs a 30°C con agitacion y obscuridad. Se

centrifugaron las célutas en un fubo eppendorf a 4°C, por 2 minutos @ 7000RPM.
La pastilla celular se resuspendid en 1mL de una solucion fria delspksg pH8, se

agitd con vortex & con pipe‘ra Pasteur v se adicionaron otros 400ul de Tspkog,



Ademdas, 50 ul de pronasa bmg/mL (predigerida una hora en TspEzg) v 50ul de
RNasa a la misma concentracién fueron agregados. inmediatamente
después, se agregaron 50 ul de SBS 10% en TE pH8 (80/20) v mezcld por
inversion varias veces. Los fubos se incubaron a 37°C durante 60 minutos. A los
30 minutos se observaron fibras de DNA, Se pasd el lisado en tres ocasiones
por una aguja de jeringa de 1 ml, y se agregaron 500ul de fenol-cloroformo-
isoamilico (24-24-1) y se qagitaron en vortex hasta hacer emulsion. Se
centrifugaron 3 minufos g 7000RPM y se tomd la fase acuosa para ser
transferida a ofro tubo (se repetid este paso dos veces). Se adicionaron 500ul
de CHCI3 vy se agitaron los tubos con vortex para posteriormente ser
cenfrifugados 3 minutos a 7000RPM, se tomd la fase acuosa y se repitid dos
veces mas este paso. Se agregaron 15ul de NaCl 5M vy 80CuL de etanol
abscluto a -200C vy los tubos se colocaron durante 10-15 minutos a -70°C,

Se centrifugaron 10 minutos a -4°2C a 7000RPM vy las pastillas de DNA se lavaron
dos veces con etanol al 70% a -20°0C, pdra ser secadas i vacio vy
resuspendidas en 40pt de H»O, El DNA puede ser usado asi, © se puede
purificar mdas digiriendo el RNA. Para esto, se evapord el aguda y se
resuspendid la pastilla en 500ul de TigEy. @ 1o gque se le agregaron 10 ul de
RNasa (5mg/mL), se mezcld bien y se incubd 1 hr ¢ 37¢C. Transcurrido el
fiempo se extrajo dos veces con fenol-cloroformo-isoamilico y dos veces con
cloroformo. Ei DNA se precipitd con 15ulde NaCl 5M y 800ul de etanol
absoluto durante 10 minutos a -70°C. La pastilla se lavd fres veces con una
soluciéon fria de etanol al 70% y  se secd al vacio para ser resuspendida en
50ut de HyO tefradestilada.

V.5 TECNICAS DE TRANSFERENCIA DE DINA
Conjugacion en placa (cruza friparental).

Las cruzas triparentales se realizaron siempre en cgjas de Pefri con
medio PY. Las cepas a ensayar se crecieron hasfa la fase estacionaria
temprana, se centrifugaron a 8000RPM durante un minuto, se lavaron con
MgSO4 10mM, se centrifugaron igual y se mezclaron en una propercicn de



1:1:0.1 (células donadoras, células receptoras y células portadoras del
plasmido ayudador pRK2013) . Se centrifugaron de la misma manera, v las
células se resuspendieron en un volimen de ~100ul, los cuales se esparcieron
en una cgja de Petfrl confeniendo medio PY, Depués de 12 horas de
crecimiento @ 30°C, las células fueron recuperadas con la ayuda de una asa
de siembra, resuspendidas en TmL de MgSO4 10mM, centrifugadas vy lavadas
en TmL de una solucidn de MgSO,4 10mMTween 0.01%, v vueltas a centrifugar
para resuspenderlas finalmente en 1TmL de la sclucién anterior. Se hiclercn
diluciones, y estas se plaguearon sobre el medio selectivo.

Transformacién de E. cali.
Para ta fransformacion de células de £ coli, se usaron dos protécolos
diferentes: HUsando clorure de calcio, y 2) Mediante electroporacion,

Transformacion de células de £ cofi usando cloruro de calcio.

Las células de £, coli se crecieron hasia la fase exponencial, se
fransfirieron a tubos de pidstico para cenfrifuga tipo Sorvall y fueron
cenirifugadas a 6000RPM a 4o C durante 10 min. El sobrenadante fué eliminado,
v la pastilla resuspendida en una solucion fria de NaCl 10mM para ser
centrifugadas durante cinco minutos a 6000rpm, 40C. Se decantd
perfectamente vy se resuspendid la pastilla en el buffer de transformacién con
cloruro de calclo (frio) hasta aforarla a 50mL y se colocaron en hielo durante
20 min. Transcurrido el tlempo, se centrifugd a 46000 rpm, 10 min., 4cC. El
sobrenadante se decantd v la pastilla se resuspendid en 1mL det buffer de
tfransformacidn para ser usado como sfock de células competentes. Pard
transformar se colocaron 100ul del buffer de transformacion y 200ul de células
competentes en un tubo de ensaye chico con tapa hermética, vy se adiciond
Tut del DNA con el gue se deseaba fransformar. Se dejd 1 br. en hielo y se
incubd 2 min. a 42¢C. Después de esto se adicionaron 3mlbL de LB liquido y se
incubd a 370C con agitacién durante 1 hr. Se plaguearon 100 yl de cada tubo

en cgjas con medio seleciivo.



Electroporacion de células de E£. coli.

Preparacion de células electrocompetentes. Se inoculd 1L de medio LR
con un volimen de 1/100 de un cultivo fresco. Las células se crecieron a 37°C
con agitacidon hasta una ABSgog de 0.5-0.8 (es mejor cosechar Ias células en la
fase femprana o media de la fase logariimica; la densidad celular
apropiadda depende de la cepa y condiciones de cultive), Bl matraz con €l
cultivo se puso en hielo por 15-30 minutos, y se centrifugd en un rotor frio a 4000 x
gmax duranfe 15 minutos. El sobrenadante se removid, se resuspendieron
cuidadosamente |as células en 1L de cgua bien fria, y se cenfrifugd de la
misma manera. Se resuspendid en 0.5L de agua fria y se centrifugd igual. Se
resuspendid en ~20mb de glicerol ab 10% previamente enfricdo en hielo v se
cenirifugd, Se resuspendcid en un volumen final de 2-3 mbl de una solucién fria
de glicerol al 10% (la conceniracion célular debe ser de alrrededor de 1-
ax10°° célulasml), Esta suspencion se repartid en aliguotas de ~70ul gue se
congelaron en hielo seco, y se almacenaron a -70°C. Bajo estas condiciones,
las células permanecen en buen estado ol menos durante & meses.

Electrotransformacion. Se descongelaron lentamente las células
glectrocompetentes e inmediatamente deples se pusieron en hielo, al igual
gue las celdas. En un tubo eppendorf frio de 1.5mL, se mezclaron las células
con 1-2ul de DNA (el DNA debe estar en un buffer de fuerza idnica bgja,
como el TE 10:1). Se mezcld lenfamente y se dejd en higlo ~0.5-1.0 minuto. E
electroporadoer se gjustd a 25ukF, 200 Q v 2.50 kV cuando se usaron celdas de
0.2cm (cuando se usan celdas de 0.1cm se qjusta el aparato a 1.5-1.8 kV ). La
mezcia de DNA vy céiulas se hransfirid a una celda fria, golpeandola
ligeramente para que la suspencién se fuera al fondo. Se pulsé una vez
Inmediatamente desples de pulsar, se adiciond TmL de medio SOC (o LB) a
la celda vy se resuspendieron las células con una pipeta Pasteur. Las células se
cascron a un fubo estéril para recuperarlas a 37°C por una hora a 225 RPM, El
flempo constante durante el pulso debe estar enfre 4 y dmsec (la fuerza de
campo puede ser calculada como volts actuales (V/espacio de celda



(cm)). Las celulas se plaguearon en medio selectivo.

Medio SOC:

Bacto triptona 2.0%
Extracto de levadura  0.5%
NaCl 10mM
KCI 2.EmM
MgClp 10mM
MgSOy © 10mM
Glucosda 20mM

V.6 REEVPLAZAMIENTO GENICO EN Rhizobium,

Para la mutagenesis de nodS se usd la tecnica descrifa por Quandt y
Hyres (1993). Los vectores pJQ200SK y PJQ200mp18 permiten reemplazar un
gen silvestre por uno mutado en muchas bacterias Gram-negativas, Estos
vectores contienen el origen de replicacion (o) P18A, v poseen el gen sacB
de Baciflus subtilis, cuya expresicn es inducible por sacarosa, 1o que resulfa
letal para bacterias Gram-negativas (como Rhizobium). Dichos vectores

tampién fienen un marcador de resistencia a gentamicing, y el sistema laczo,

lo cual facilita la seleccidon de fragmentos clonadcs, Ademds, estos vehiculos
llevan la regidn mob del pidsmido de amplio rangoe RP4, o que les permite
ser fransferidos por conjugacion @ un gran numero de bdacterias Gram-
negatfivas; debido a que esios vehiculos sdlo se pueden replicar en
enterobacterias, funcionan como vectores suicidas. El siflo cos del fago
lambda presente en estos vehiculos, permite que sean utilizadas para la
consfruccion de bancos genomicos gue pueden acdariear inserfos de hasta
40kb. Por poseer estas caracteristicas, estos vehiculos son extremadamente
Utiles para la mutagénesis dirigida, ya que permiten |a seleccidon directa de
los dobles recombinantes.

Para la mutagenesis de nodS de Rhizobium tropici, se usd un sitio Unico
de Sphi pata la infroduccion del cassette de resisiencia a kanamicing
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proveniente del vehiculo pUC4K, El vehiculo pUC4K contiene el mismo sitio de
clonacidon multiple a cada exiremo del gen de resistencia a kanamicina, el
cual no incluye el siiio Sphl, por [o que fué necesario crear sitios de restriceion
Sphi a cada extremo del cassette. Para esto, se cortd el pUC4LK con la
enzima Pstl, y se Insertd en el vehiculo pCAT19, resulfando en la subclong
pKam19 que lleva los sitios Sphf flangqueondo al cassette de kanamicing. Para
la introduccion del cassette en el sitio Unico Sphi del gen nodS, se utllizd (o
subclona pSH24, que es un pSK™ que contiene un fragmento Sail-Hindlll de
2.2k del genoma de R. fropici, dentro del_cuoi se ubicd a ned$. La subclona
resulfante fué denominada pSHKama3, la cual fué digerida con las enzimas
Sally EcoRV para liberar el inserfo de ~3.2kb que contienen el gen nodS§
inferrumpido con el gen de resistencia a kanamicina. DRicho inserto fué
posteriormente ligado en los siflos Sally Smaf del vehiculo pJQ2008K,
resulfando en el plasmido pJQnodS:Kama3, el cual fué utilizado para el
reempiazcmien’ro génico. Para esto, el vehiculo pJanodS:Kamd fué
movilizado a Rhizobium fropici CIATE99, vy se selecciond para la adquisicion de
resistencia a kanamicina y/o sacarosa al 10%. Se aislaron 100 colonias
resistentes a kanamicina v a sacarosa al 10% (candidatas dobles
recombinantes), que fueron resembradas en las mismas condiciones, v en
gentamicina por separado. Cerca del 80% fueron sensibles a gentamicing,
Para su andlisis por Soufhern, se seleccionaron al azar 12 colonias.

V.7 RECUPERACION DE DINA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de DNA se recuperaron de los geles de agarosa
mediante utilizando los kits "Geneclean® 1 y Geneclean® II” siguiendo las
recomendaciones del fabricante

V.8 ANALISIS DE DNA GENCMICO PCR HERIDACION TIPO " SOUTHERN”

Las estrategias para la localizacion de secuencids particulares dentro
de un DNA genémico, generamente son acompanadas por [as técnicas de
transferencla descritas por Southern (1975). Et DNA gendmico es digerido con



una & mas enzimas de restriccion, y los fragmentos resultantes son separados
por tamanos por electroforesis a fravés de un gel de agarosa.
Posteriormente, el DNA es desnaturalizado in situ, y fransferido desde el gel ¢
un soporte sdlido (generalmente un filtro de nitrocelulosa o membrana de
nylon). Las posiciones de los fragmentos de DNA son conservadas durante su
transferencia al filtro. El DNA "anclado" al filtro es hibridado con DNA & RNA
marcado radioactivamente, A continuacién se usan ftécnicas de
autoradiografia para localizar las posiciones de las bandas complementarias
a la sonda. El protocolo usadd fué el siguiente:

Se corrid un gel de agarosa con las muestras de DNA a analizar, con la
misma fécnica descrita anteriormente para electroforesis en geles de
agarosa. Por otro lado, un recipiente o charcla de cristal se llend con buffer
SSC 20X, se construyd una plataforma con un cristal apropiado vy se colocd
sobre éste 3 pedazos de papel filtro Whatman 3MM (de un famano
semejante al del gel) saturados con un poco de S5C 20X, sobre los cuales se
depositd el gel, el cual se cubrié con un pedazo de membrana Hybond-N+
con el tamano exacto del gel.
sobre la membrana, se colocaron ofros tres pedazos de papel filtro del
mismo tamano mojados con SSC 20X, y encima de estos se pusd una "torre’
de papel absorbente (aproximadamente de 5 cm), la cudl fué cubleria con
un cristal de tamano adecuado y se colocd sobre esfe un objeto con un
peso de 0.75-1Kg. El aparato de fransferencia se desmonfd después de
franscurridas 8 hrs. Anfes de remover el gel, se marcd la membrana con un
IGpiz para la posterior ubicacion exacta del mismo. La membrana se colecd
cdenfro de una charola con NaOH 0.4M hasta cubrirla perfectamentey se dejd
alil per 20 minutoes. Se enjuagaron las membranas suavements con agitacion
moderada (maximo 1 minuto) en una solucidn de SSC 5X. A un fubo de
hibridizacién de un tamafo adecuado, se le anadieron 5mlL de solucidn de
prehibridizacion de fosfates al 50% vy se introdujeron las membranas a hioridar
para ser incubadas por 1 hr en un bano de agitacion a 65°C, después de 1o
cual fuerén anadidas las sondas radioactivas a examinar. Se hibrido al menos



durante 12 horas a 65°C. Posteriormente, se lavaron los filtros dos veces en $SC
2X/SDS 0.1% {p/v) a temperatura ambiente durante 10 minutos, Se volvieron @
lavar las membranas con SSC 1X/SDS 0.1% (p/v), incubando a 65°C. durante
15 minutos. Dependiendo del caso, la membrana estuvd lista para ser
expuesta @ la agutoradiografia, o se siguid lavando en condiciones mds
astringentes,

Concentracion fingl

Formamida 25.0mL 50.0%
SDS 20% 17.5mL 7.0%
NaHzPO4 2M pH7 .2 7.5mL 0.3M
EDTAOLO M 100ut 10mM

Nota, Para la prepar 1L de |a solucién de NaHPO4 2M pH7.2:
NaHPO4 2M 27598 or
NaOH 4200 gr
Agua 200.00 mL
Ajustar el pH con NaOH 10N. Aforar a 1L.

V.9 Secuenciacion Nucleotidica,

En general, la secuencia mostrada en este frabajd se realizd usando el
'kit de Sequenasa’ 2.0 (USB), segun especificaciones del fabricante, bajo &l
principio de Sanger ef al., 1977,

Electroforesis de geles de secuencia. La cantidad y Ia exactitud de a
lectura de la secuencia nucleotidica estd determinada por la calidad de o3
geles de poliacrilamida usados para separar los fragmentos de DNA
marcados radioactivamente, Bajo condiciones optimas, puede ser posible
leer enfre 300 v 400 nucledtidos de un solo gel. La conceniracién de la
acrilamida usada para preparar los geles depende del tamano de los
fragmentos de DNA que van a ser analizados. Para poder leer los primeros 50
nucledtidos pegados al primero, los geles deberan de prepararse con



concentfraciones mas altas que los preparados para leer nucledtidos muy
alejados del primero. Para separar los fragmentos de DNA marcados, fueron
utilizados geles de acrilamida al 6% y 8%, dependiendo de las condiciones y
requerimientos del fragmento a secuenciar, El tiempo de las corridas fambién
fué variable para gjustarse a las necesidades de la lectura; generalmente los
geles se corrrieron por pericdos que oscilaron enfre 1y 10 hrs,

Tomando en cuenta todo esto, los geles se corieron de manera que se
ajustasen a los parémetros regueridos en cada ¢aso. La formula para g
preparacién de los geles de acrilamida fué tomada del manual editado por
Maniatis ef af (1989).

Geles cl 8%: _
10mL de Acrilamida-Bis 38:2
5ml de TBE 10X
20mL de agua tridestilada
21gr de Urea

Geles al 6%:
7.5mL de Acrilamida-Bis 38:2
5.0mL de TBE 10X
14.5mbL de agua fridestilcda
24.0¢gr de Urea

Preparacidon de TBE 10X:

162 grs de Tris base
2.5 grs de EDTA

27.5 grs de Acido bdrico
Aforar a 1Ly filtrar a traves de papel Wattman #1 bagjo vacio,

Debido a que se ufilizd (a->°8)-dATP como marca radioactiva, los geles

tuvieron que ser fijados después de la corida con una solucién de 4cido
acético 10%-metano! 10% durante 15 minutos. Posteriormente, ios geles fueron

transteridos a una hoja de papel Wattman #1 y cubierfos con papel egapack
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para ser secados con calor y al vacic con un eguipc de secado Bio-Rad 583
durante 1 hr.

Una vez que los geles estaban completamente secos se les retird &l
papel egapack, v el gel seco adherido al papel Wattman fué expuesto,
generaimente por un dia en un casette apropiado con un film para
autoradiografia X-OMAT Kodak. Al términe del periodo de exposicién, los films
fueron revelados con técnicas convencionales para films de rayos X.

V.10 DETECCION DE METABOLITOS NoD Usanpo TLC

Las cepos de Rhizoblum se crecieron en medio 8™ durante 24 hr y se
diluyeron a un valor de 0.1 de D.O, a 600 nm, inoculé&ndolas en 1 mL de medio
B". Para inducir la sintesis de factores de nodulacion, se adiciond 1.5 mM de
naringenina, afadiendo ademdas 1.0 uCi de D—[[—MC)-g!ucosomimG
hidrocloradd (60 mCimmot, Amersham), o 0.5 uCi de L-[meﬁf-MC]—meTionino
(55 mC¥mmol, Amersham), o en su caso 2.0 uCi de Sodio(35818uif0‘ro (100
mCi/mmol, Amersham). Los cultivos se incubaron @ 30°C durante el tiempo
requerido del experimento (1-12 hr). La extraccion de los metabolifos Nod se
realizd con 500ul de n-butanol saturado con agua, como describe Spaink ef
al. (1992), y se agitaron los tubos por 2 br, La centrifugacion se llevdé a cabo o
800X g, 4°C, 10 min. Después de la centrifugaclén, el sobrenadante (contiene
los factores Nod excretados) se separd de la pastilla celular (contiene 10s
metabolitos Nod asociadeos a las células), se tomd unicamente el
sobrenadante, el cual fué evaporado, y el polvo resultante fué resuspendido
en 30uL de butanol saturado con agua. Las muestras se aimacenaron a 4°Cy
se separarcon mediante cromafografia en capa fina (TLC) como describe
Spaink ef al. (1992) aplicando 3 ul de cada muestra, Se ufilizaron placas de
siica C18 de fase reversa (CDS-100% octadecyl! silanization obtenidas de
Sigma). Las placas se corrieron usando una camara saturada con
acetonitrilc/agua (1:1. vA). Para la idenfificacidn de los metabolitos Nod

marcados radicactivamente, las placas se expusieron de 24-72 hr en



pantallas  hipersensibles para equipo de “Molecular Dinamics
Phosphorlmagetr” y se analizaron con software "Image Quant”,

V.11 EXPERMENTOS DE NODULACION

Primeramente, se esterilizaron superficialmente las semillas de frijol &
Leucaena con una tecnica apropiada, dependiendo del tipo de semilla. La
variedad de frijol usada fué la negro jamapa, y Ia especie de Leucaena no
fué determinada,

Esterilizacion superficial y germinacion de semilias de frijol: se lavaron 2
veces |08 frjoles con dgua corriente para quitar basura vy polvo. Se lavaron 1
min. con etanol al 100%. Se enjuagaron 2 & 3 veces con agua corrente, A partir
de aqul todo se hace bagjo condicicnes de esterilidad. Se mantuviercn lcs
frijoles en una solucién de hipoclorito de sodio al 30% durante 15 min. Se
enjuagd S veces (0 las que fueron necesarias) con agua estérll hasta que el
olor a cloro desaparecid. Los frijoles se tranfiieron una charola gue contfenia
una buena cantidad de toallas absorbentes empapadas en agua corriente
y cubierta con papel aluminio, previamente esterilizada. Se depositard la
charola a 26-280C durante dos dias para permitlr la germinacion de 1as
semillas.

Esterilizacidn superificial y germinacion de semillas de Leuccena: Las
semillas se colocaron en un matraz con tapa de rosca (esteérily y se virtid acido
sulfurico al 100% hasta cubrirdas. El matfraz tapado se agitd suavemente
durante 15 minutos. E! acido sulflrico se vacid a ofro recipiente, escurriendo el
matraz lo sufiente para dejar la menor canfidad posible de dcido dentro de
el, haciendolo cuidadosamente para evitar la perdida de semillas.
Inmediatamente después, se lavaron las semillas rapidamente con por o
menos 5 L de agua estéril (resulta  crucial este punte, ya que s impcriante
lavar las semillas rapidamenfe  y con mucha agua para evitar que se
“quemen” con la reaccion producida por el acido al contacto con el agua).
Una vez alcanzado lo anterior, las semillas se dejaron en hipoclorito de sodio
al 20% durante 15 minutos. Transcurrido el fiempo. se enjuagaron las semillas



con agua estéril hasta que el olor ¢ cloro desaparecid. Las semillas se
fransfirieron a una charola que confenia ung buena cantidad de toallas
absorbentes empapadas en agua corriente v cubierfa con pape! aluminio,
previamente esterilizada. La charola se depositéd a 26-28eC durante dos dias
parda permitir la germinacion de las semillas.

Experimentos de nodulacion en maceta.

1) La vermiculita se lavd con agua corriente por o menos fres veces, con
la ayuda de una bolsa grande de maya pléstica de poro fino. Se vacid la
vermiculita en macetas vy se dejaron escurriendo durante una noche., Cada
maceta se tapd con papel aluminio v se sellaron con cinfa adhesiva, Se
estérilizaron en autoclave durante 45 minutes.

2y En la campana de flujo laminar, se transplantaron 4 plantulitas por
maceta (sin cubrir a los cotiledones con 1a vermiculita), se regaron lentamente
con 250ml de medio f&hraeus vy se inoculd cada planfulifa con 2mlL de un
cultivo safurado de lo cepa de Rhizobium adecuada. Todavia en Ia
campana, cada maceta se tapd con papel egapack, sellandolas con cinta
adhesiva, Después de esio, las macetas se colocaren en un cudrto obscuro
o en unpa camara de cultivo (en cobscuridad) a una temperatura de 28°C, por
un periodo no mayor a 12 hrs, para permitir la etiolacién de la pldntulas.
Transcurrldo el fiempo, las macetas se llevron ofra vez @ una campana de
flujo laminar, en donde se les retird la pelicula pldstica. Inmediatamente
después, se agregd una capa de aproximadamente 2-3cm de arena (tpo
cero grueso, esterifizada per 45 minutos en autoclave) a la superficie de la
maceta, teniendo cuidado de no cubrir los cotiledeones de 1as pianfulifas. Las
macetas se frasladaron @ un invernadero, v se regaron ¢l cuarto dia con
200mt de cgua estéril, y en la sigulente ocasidon con medio fahrasus (cada 3
dias en el caso de frijol, vy cada 5 dias en el caso de Leucaena). Se

monitored 1a nodulacién a los fiempos adecuados.



V.12 INCLUSION EN PARAFINA DE NODULOS DELeucaena

A.-Preparacion v fijacion del fejido:

Bl tejido fresco que se fijd, se cortd a un tamano adecuade para su
manejo vy se colocd en viales de vidrio (en este punto se pueden dejar
momenfaneamente en hielo, pero jamdas debe congelarse). £l fgjido se
cubrid inmediatamente con el iijador (si el tamano del tejido 1o permite, €l
corte puede hacerse scbre fijador, vy, de realizarse asi, se debe ufilizar
tapabocas). Los vidles se fransfirieron g una campana de vacio y se les
aplicd un vacio suave durante 107, al término de los cuales, se elimind. Se
volvid @ aplicar vacio por 10 minufes mas (todo aquel material que
permanecid en flofacion después de este periodo se desechd). El fejido se
dejd en el fijadoer por doce horas con agitacion suave en un rotor, Después,
los viales se guardaron a 4°C hasta la posterior inclusion en parafing de tos
fejidos. |

B.-Impregnacion en parafina:

Despuss del periodo de fijacidn, se realizaron dos lavado con PBS, de
media hora cada uno, con la idea de eliminar cualquier rastro de fijador. Se
comenzd la deshidratacion del tejido con alcohocles graduales; 10, 30, &0, 70,
90, 96 vy 100% etanol, Xilol (os tejidos permaneciercn en cada alcohol de 20-30
minutos)(Si se fiene que detener la deshidratacion en algin punio, se
recornienda gue sea en alcohol 70% v gue se almacene a 4°C). Después
del Xilol, se tratd al fejido con una mezcla de Xlol-Parafina en proporciones
de 75%-25%, 50%-50% y 25%-75%, dejando en cada mezcla una hora a 55°C .
Después de la Ultima mezcla en Xilol-Parafina, el tejido se impregnd con
parafing y se dejd, al menos dos dias en impregnacion ( se recomiendd
nacerle algln cambio de parafina durante este periodo). Terminado el
perfodo de impregnacion en parafina, se fransfirid el tejide a los moldes con
ayuda de unas pinzas (se recomienda tfener a mano una lampara de
alcohol para calentar las pinzas vy, una aguja de diseccion para “dirigir” €l
tejido). El tejido ya impregnado en parafina puede conservarse asi por largos
perodos de tlempo anfes de continuar su procesamiento.



C.- Montgje y tincidn de los cortes de nédulo:

Se cortaron secciones de 8um de nddulos impregnados en parafina (en
ricrotomo), v se expandieron en H,O a 42°C, Los cortes se recuperaron con
portacbjetos (previamente fratados con "subbing”) v se pusieron a secar g
42°C por 12 horas. Posteriormente se desparafinaron con xilol durante 10min,
dos veces. Terminado este periodo, los tejidos se rehidrataron con alccholes
graduales 100, 90, 80, 78, 50, 30, 10% etanocl (1 hora en cada alcohol), Se lavaron
con PBS, se fiferon con azul de bromofeno! y s& montaron con bdalsamo de

Canada.,

Fijador formaldehido-glutaraldenido®:
Concentfracion final

Paraformaldehido 2Qr 4%
Glufaraldehido (25%)  2mtL 1%
Buffer PBS (10X) 5mt 1%
Agua bidestilada 50mL

‘Nota: Disolver el paraformaldehide en 30wk de agua a 50°C, anadiende NeOH hasta que lo

soucion se torne transparente. Agregar el PBS v &l glutaraldehido, mezclar bisn v aforar @ 50mL.

Preparacién del buffer PBS 10X pH7.3 (cacodilato):
Concenfracion findd

NaCl 80 gr 134mM
KCI 2qr 2.7mM
NGHPO 40 7H0 115¢gr 4,.3mM
KH>PO4 2 qr 1.4mM

H,0 bidestilada 1L -



VI. RESULTADOS

VI T AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIGN FisiCA DEL GEN NodS DE Rhizobium tropici CIATBS9

Carmen Vargas y colaboradores (1990) reportaron el aislamiento de una
region de DNA del plasmido simbidtico de R, tropici CIATE899 en donde se
encuenfran varios genes. de nodulacién (entfre ellos los nod comunes:
NocdABC). ksta clona (pCVa8, Figura 5) fue aislada por su capacidad de
complementar el fenctipo de nodulacién a una cepa curada del pldsmido
simbidtico derivada de CIATE?9 (RSPR00, Tabla 4) y consta de un fragmento de
DNA en el cual no se encuentran los genes de fijacion de nitrdégeno por lo que
produce nddules Fix'.

La figura 7 (A) muestra la hibridacidn tipo "Southern” que se realizd sobre
el DNA gendmico (digerido con Hindilly de las cepas CIATEP? y RSPCO,
usando como sonda el fragmento de 382pb que se liberd del plasmido
pMAZ-& (M. A. Villalobos, tesis de Licenciaiura, tabla 4) al digerirlo con las
enzimas BamHly Xhol, dicho fragmento contiene [os nucleotidos
correspondientes a los aminocacidos gue codifican para la regidon de la
profteina NodS de R. efli que presenta homologia a metiltransferasas, y que se
encuentfra conservada en fodas las profeinas NodS conocidas, Como o
figura 7 (A) lo muestra, en la cepa CIATED? se defectd una banda de
hibridacion de 4kb, usando condiciones de ¢lta astringencia .

Usando la misma sonda se realizd una hibridacion sobre el DNA de 1os
coOsmidos pCV38 y pCV3804. Dentro de estos cosmidos, Vargas ef al. (1990)
reportan la presencia de los genes nodA, nodB y nodC dentro de  un
fragmento de 4 kb de Hindlll del genoma de R fropici CIAT8Y9,

Lo figura 7 (B) muestra gue en amios cosmidos digeridos con Hindll se
detectd una banda de 4kb, similar a la encentrada en la cepa CIATE99. Esto
sugiere que el gen nod$S de R tropici se encuenfra en la regidn
correspondiente a los genes de nodulacidn comunes,

Al analizar los datos anteriores, se decidid subclonar la regidn corriente
abajo a nodC. Se digirid DNA del cosmido pCV3804 con las enzimas de



restriccion BamH!y Hindlif (ver Figura ), y los fragmentos resultantes se ligaron
en pUCT9. Usando esta estrategia, se obtuvo la clona pBH3 que contiene un
fragmento de aproximadamente 2.5kb (tabla 4). Para determinar si en
realidad esta clona llevaba la regidn de hibridacidon con nodS, se redlizaron
una serie de hibridaciones usando DNA de este pldsmido digerido con
diversas enzimas v la misma sonda anferiormente descritq, las cuales sirvieron
tamblién para determinar con mayor exactitud la region de hibridacion con
nodS, Como se puede observar en la figura 8 (A v B), la regidn de hibridacién
mas fuerte con la sonda inferna de nodS se encuentfra en el fragmento
iberado por ta enzimas Pst-Hindlil, indlcando gue el tenfativo gen nods se
encuenira lecalizado hacia abgjo de nodC, como es el caso para R efli, B
japeonicum y A. caulinodans. Como resultado de este’mapeo” mas preciso,
se enconfraron algunas modificaciones al mapa de restriccion que de esia
region publicaron Vargas v colaboradores (1990), las cudales se muesiran en a
figura 8 (B). -
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VI.2 LocaLizacion Fisica DEL Gen nodU pe Rhizobium tropici CIAT89?

En B. japonicum, A. caulinodansy R, efli el gen nod$ se encuentra
localizado entre los genes nodC y nodU (Fig. 6). Para explorar si este era el
caso tfambién para R frepici, se hicieron una serie de hibridaciones bajo las
mismas conaiciones a las mostradas en la figura 8 (A y B), pero usando una
sonda intfragénica del gen nodlU de R effi. Para obtener Id sonda, se digird el
coOsmido 991.25 (figura &) con las enzimas BamH!y EcoRl, y ios fragmentos
resuttantes se ligaron en pUC19. De esta manera se aisld el plasmido pBE4T, el
cual contiene un inserio de 0.4kb infragenico de nodU. Los
resutfados maostrados en Ia figura 8 (C y D) indican que existe una regicn de
hibridacion con nedU en el genoma de R. fropici CIATEY?, v gue dicha regidn
se localiza hacia abajo de la regidon de hibridacién con nods. Tomardo en
cuenta el famano del gen nodU en ofras especies (~1.7kb), parece ser que
este gen se encuenfra fruncado en el cdsmido pCV3804 v, por lo tantfo,
fambién en el plasmido pBH3.

V1.3 SECUENCIACICN NUCLEQTIDICA DEL GEN NOdS DE R. fropici CIATES?

Para la secuenciacién nucleotidica de la regidn de hibridacién con
nodS, se subclonaron varics fragmentos de la regidn de DNA de R fropici
contenida en el plasmido pBH3. Usando como referencia {0s resulrados
mostrados en las figuras 8 A) v 8 B), se subclonaron en pSKt los fragmentos Saif-
Hindlll (2.2kp), Clal-Clal (0.6kb) v Psti-Hindllf (1.1kb), resultando en los plasmidos
oSH24, pCCH9 v pPHI11, respectivemente. Las primerds reacciones de
secuencia obtenidas de estos pldsmidos se realizaron usando 03
oligonucleotidos M13-20 v reverso del pBluescript®ll (Sfratagene). A partir de la
secuencia obfenida, se disefaron una serie de cligonucleoiidos para
extender las lecturas (Fig. ¢ Ay B).

Usando esta estrategia. se secuenciarcn 888 pb (fig. 10) que confienen
un marco ablerfo de lectura homoldgo al del gen nodS de R, efif CE3. Esia
secuencia se obtuvo con la subclona pCCE9, Ia cual fué secuenciada en su
totalidad en ambas direccionss, mientras que la pPHI11 se secuencid solo



parcialimente. La secuencia obtenida se muestra en la figura 10, La secuencia
nucleotidica, asi como la de amincdcidos deducida de esta, fueron
analizadas usando el programa de computo GeneWorks® (InfelliGenstics,
Inc.).

El marco abierto de lectura homeldégo a nodS comienza en el
nucleotfido 249 de la secuencia mostrada en Ila figura 10, del cual se
dedujeron 213 aminodcidos (Fig. 11) que presentan alta identidad a proteinas
NodS reportadas: 57% con NodS de R. etli, 53% con NodS de R sp. NGR234,
45% con NodS de B. japenicum, v con NodS de A, caulinodans presenta sélo
16% de identidad. La figura 12(A) musestra un adlineamiento de esta secuencia
de aminodcidos con la profeina NodS de R. efli, que es con la presentfa
mayor ldenfidad. Ademdas, en la figura 12(B) se muestra un dlineamiento
multiple de Ias estructuras primarias de 1as proteinas antfes mencionadas,
donde entfre todas ellas se encontid una identidad de 19%.

El objefivo inicial de este frabgjo, ademdas de asegurarnos de que
fenlamos un marco abierto de leciura, era el de secuenciar la regidn de
hibridacion con nod$S para enconfrar un sifio de restriccion adecuado e
insertar en el un cassette de resistencia a kanamicinga para la mutagénesis,
Durante el desarrollo de esie trabajo, Waelkens y colaboradores (1995)
publicaron un arficulo en el que muestran la secuencia nuclectidica de 1os
genes nodSU de R. fropici cepa CIAT899. La secuencia nucleotidica obtenida
en este trabgjo presenta una idenfidad de 99% con la region conrespondiente
de la publicada por Waelkens y colaboradores. La longitud total del gen
nodS reportado por Waelkens es de /717 pb. Por ofro lado, [a secuencia de
amincdacidos del marco abierto de lectwra reportado por Waelkens para
NodS, presenfa una identidad del 98% con la regidn corespondiente adl

marco abierto de lectura encontrado en este trabajo (Fig. 13).
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marco abierto de lectura del putativo gen  nods.
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Figura 12. A) Alineamiento de aminodacidos reaizado entre la preteina NodS de
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V1.4 MUTAGENESIS DEL GEN NOdSDE R. fropici CIATE99

Para la mutagénesis del gen nodsS se eligid el sitio interno de Sph! para la
insercion del cassetfte de kanamicina contenido en el pldsmido pUC4K (figura
14), ya que se trata de un sitio Unico dentro del gen, y del plasmido pSH24.

Como primer paso, se tuvieron que crear sifios Sphi a ambos extremos
del cassefte de kanamicina, para esto se digirid el plasmide pCATI® (un
derivado de pUCI? que contiene un cassefte de resistencia a cloramfenical
flanqueado por sitios Pstl y Sphi, entre ofros) con la endonuciesasa de
restriccion Psfl para desechar el cassette que contiene, El cassefte de
xanamicinga conienido en el plasmido pUC4K se liberd con la enzima Fsil, y
pcsteriormente se ligd en el plasmido pCATI? (sin el cassette de Cm),
resulfando en el plésmido pKam19 (con &l cassette de Km flanqueado por &l
sifio Sphf). Posteriormente, el cassette se libero con Sphf y se lige en el sitio
Inferno Sphi del gen nodS contenido en el plasmido pSH24, resultando en €l
plasmido pSHKam3. Para la subclonacion del gen nodS (interrumpido por el
cassette de Km) en 1os sitios Sall-FcoRV del vehiculo suicida pJQ200SK, se
purifico el fragmenio Sall-EcoRV del plasmido pSHKam3 vy se ligd en el
vehiculo antferiormente descrito, resulfando en el plasmido pJanodsS: Kama3.

Para provocar un reemplazamiento del gen nod$s por el gen
inferrumpido, se siguid el protdcolo descrito en material vy métodes. Como
resultado de esto, se seiecionaron 100 colonias bacterianas gue Crecieron en
saCGrosa/rffompicinc&/naiidfxfco/konamic|'no, de las cuales 23 fueron
postericrmente desechadas por presentar resistencia a gentamicina (lo cuadl
habla de eventos de recombinacidn sencilla, ya gue aun presentan
resistencia selectiva al vehiculo suicida pJQ200SK, (figura 18). Del resfo, se
tomaron 12 colonios para ser analizadas por “Southern” para Ia
comprobacion del reemplazamiento génico. Los resultados se mostrados en
las figuras 16, 17 v 18 dermostraron que efectivamente la mutagénesis del gen
noas fuvo exito.

Para el posterior andlisis de su fenotipo de nodulacidn v de produccion
de factores de nodulacion, se eligié al azar la mutante nodS:Kami-20.
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Figura 16, Hitridacidn tico "Southemn' levado a coko sobre DNA gendmico de 12
tentativas mutanies en neds. La sonda usada fué e plésmico pSH24 iinearizado

con Hindlll Las cepas 3-52, 3-53, 3-54 y 3-55 lleven el cassette de kanamicing en
orientacion invertida. Los mepas de restriccién musstran laiocalizacion fisica del
gen nods antes y después de la mufagénesis,
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Figura 17. Hibridacién tine Southern” levado a cabo scbre BNA genémico de
12 putativas mutantes en nodS. La sonda usada fué el fragmento Ecolki-Xhol
Fberado del plasmido pSH24. Les cepas 3-52, 3-53, 3-54, y 3-55 llevan el cassseite
ge kanamicing en crientacién invertida, Los mapas de restriccion muegstran 'a
iocalizacion fisica del gen nodS anfes y después de la mutagénesis,
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Figura 18, Eibridacién fipo "Southern” levado a cabo sobre DNA gendmico de
12 putatives mutantes en nodS. La sonda usada fué el fragmento liberado del
pldsmico pUC4K ¢l gigerirlo con Pstl, Las cepas 3-52, 3-53. 3-54 y 3-55 'evan &l
cassette de karncmicing en orientacion invertido. Los mapas de resfriccion
muestran la lccalizac:dn fisica del gen nodS cntes y después de la mutagénesis.
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VI.5 ANALSIS En TLC De Los FACTORES NOD PRODUCIDOS POR CEPAS MUTANTES EN NOCS.

Los factores de nodulacion producidos por 4 de las 12 cepas andlizadas
por hibridacion, fuerdn estudiadas en cromatografia en capa fina (TLC).

Al incubar las cepas con 1.0 uCimL de D-(-14C)-glucosamina como
precurser de los factores Nod y 1.5 uM de naringenina comao inductor de los
genes de nodulacidén se observd en TLC en fodas [as mutcenies g
desaparicidon de una de las dos bandas fipicas de factores Nod producidas
por la cepa silvestre CIAT899' La banda que no se produjd es la que
corresponde a los factores Nod que se encuentran sulfatados por la aecién
de NodH, segun datos de J. Folch ef @l (1996), lo cudl indicd un posible
correlacién enfre la metilacion y la sulfatacidn en los factores Nod producidos
por R fropici CIATE99 (fig. 19 A). El experimento se llevd a cabo por duplicado.

Para comprobar la pérdida de actividad de metiltransferasas, 1as
mismas 4 cepas mutanfes fueron incubadas con 0.5 uCimlL de L-(metil-14C)-
metionina como donador del grupe metilo, ademds de 1.5 uM de
naringenina como inductor de los genes de nodulacion. Extractos butandlicos
de estos cultives corridos en una placa de silica demaostraron gque fodas las
mutanies andalizadas resultaron incapaces de metilar sus factores Nod. Les
resulfados presentfados en la figura 19 (B) comprobarcn gue las cepds
cbfenidas en la mufagenesis efectivamente fenian nulificada la activicdad de
NodS. De igual manera, el experimento se llevd a cabo por duplicado.
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Figura 19. Cromatografias en capa fina de los factores de nodulacion
producidos por algunas de las mutantes nods- obtenidas. A) Extractos
butandlicos de cuitivos bacterianos incubados con 1.0 pCi/mlL de D-
(-14C)-glucosaminag como precursor de los factores Nod y 1.5 uM de
naringenina como inductor de los genes de nodulacidon. B) Extractos
butandlicos de cullivos bacterianos incubades con 0.5 pCi/mL de
L-(metil-14C)-metionina como donador del grupo metiloy 1.5 uM de
naringening.
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V1.6 ANALISIS DE LOS FACTORES NOD PRODUCIDOS POR LA CEPA MUTANTE NnodS::Kam1-20
COMPLEMENTADA CON LOS GENES nodS DE R, tropiciy nodSpe R. lofi.

La consfruccion del plédsmide para complementar a la mutante
nodSiKam1-20 se realizéd de la siguiente manera: el plasmido pSH24 (tabla 4),
se digirid con las enzimas de restriccién Kpnly BamH! (Kpnl se encuentra en
el polylinker del pBluescript), liberando un fragmento de 2.2 kb que fue ligado
en el vehiculo pMP3510 (fabla 4), resultando en el plésmido pMPANodS. Asi, el
gen nodS guedd integrado @ un vehiculo gue es replicable en Rhizobium 'y
ademdads, bajo la regulacidn del promotor del gen nodA de R. leguminosarum
bv. viciae. Estos dos vehiculos (oMPANcdS v PMPRL3510Q), fuerdn transferidos
de manera independiente a la mutante nodS:Kam1-20 por medio de cruzas
iriparentales, resulfando en las cepas nodSR/1-20 vy nodSRIFT-20,
respectivamente,

Ambas cepas fueron estudiadas en su capacidad de complementar la
falta de actividad de NodS, usando cromatografia en capa fina para
determinar el tipo de factores de nodulacidon producidos. En los ensayos
llevados a cabo exponiendo los cultivos a glucosamina marcada
radioactivamente, no se observa la banda superior (factores Nod sulfatados)
en ninguna de las cepas complementantes (Fig 20 A y B). Los niveles de
complementacion en la sintesis de factores Nod metilados fueron muy bajos
(Fig. 20 C y D) , aunque los mejores resulfados se observan en la cepa que
lleva el nodS de K. tropici (nodSRi/ 1-20).

Para comprobar gue Iag mutante nodS::Kam 1-20 es incapaz de sintetizar
factores Nod sulfatados (ademdés de no producir factores Nod metilados), se
realizd otro experimento incubando los cultivos con 2 pCimL de
sodio(388)sulfato como donador del grupo sulfato, induciendo ademnds los
cultivos con 1.5 pM de naringening. Los resultados obfenidos muestran que
sfectivamente la mutanfe nodS§s- resulto incapaz de sulfatar los faciores Nod
gue produce. Inesperadamente, las cepas complementadas fueron
incapaces de producir factores Nod sulfatados, mieniras gue |as cepdas
NOdSRY89% v NnodSRYEIS (CIATE99 portando una copla extra de nodS de R
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tropiciy R. feguminusarum, respectivamente) muestran un incremento en su

capacidad de producir lipo-oligesacaridos sulfatados (Fig. 21).
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Figura 20. Cromatografias en capa fina (TLC) de los factores de nodulacion
producidos por la mutante nodS:Kam1-20 complementada con €l gen

nodS de R. tropici (SR1/1-20) o con el nodS de R. loti (SRI/1-20). 1y 1) comple-
mentacién con SR/ 1-20, respectivamente usando glucosamina y metionina.
ily IV) Complementacidn con SRI/1-20, respectivamente usando glucesamina
y metionina, A) RSPY00, B) CIAT899, C) SRt/1-20, D) 1-20, B) pMP3510/1-20,y

F) SRiy 1-20.
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Figura 21. Cromatografia en capa fina de exiractos butandlices de
aistintos cultivos de cepas bacterianas incubadas con sodio(3ss) sulfato.
Las cepas SRt/899 vy SR1/1-20 contienen el gen nodSs de R. fropici. Las
cepas SRI/899 v SRI/1-20 contienen el gen nodS de R. fofi. La cepa
3510/899 fue usada como un conitrel, ya gue Gnicamente porta &l
plasmido pMP3510 (donde se subclonaron los genes ncdS de R, tropici

y de R [ofi



V1.7 ANALISIS EN TLC DE LOs FACTORES NOD PRODUCIDOS POR UNA MUTANTE EN NOJS DE
Rhizobium eflf (pRP17.1),

Dado el estudio previo de la caracterizacion inicial del gen nods de R.
etli (M.A. Villalobos, tesis de licenciatura, 1993) quisimos tfambién andlizar Ia
participacién del nodS de R, efli CE3 en Ia metilacidon de faciores de
nodulacion. Para ésto, se realizaron una serie de TLCs usando glucosaminag vy
meticninag marcada radioactivamenie,

En un primer experimento, exfracics butandlicos de las cepas CE3,
RSFGCO, 2001/991.25 v 2001/pRP17.1  (ver fabla 4) fuercn incubcdos con 0.5
uCimL de L-(meti-14C)-metionina v 1.5 uM de naringenina como incucior de
los genes de nodulacién. Los resultados obtenidos muestran que :a cepd
mutanie en nods es incapaz de incorporar el giupo metilo radicactivo  sus
factores de ncdulacion (Fig. 22 A).

Para estudiar en 2001/pRP17.1 un posible efecto polar sobre (0s genes
nodld de R, etli provocado por la insercidon del mini MudPR13 en el gen nods,
se redlizd ung cinética de exportacion de los factores Nod de esta cepa,
comparandola con aguellos exportados por el cdsmido silvestre (391.25). Ei
experimento se hizo con ambes cdsmidos dentro del fondo genético de la
cepda curada del pSym (2001). Las dos cepas se Incubaron con 1.0 uCimlL de
D-(-14C)-gluccsamina y se extrajeron los ipo-oligosacaridos con butanol. A los
extractos butandlicos se les corrio en TLC, Los resulfados presentados en la
figura 22 (B), musestran gue efectivamente existe un restraso en ia capacidad
de exportacién ce facteres Nod por parte de la cepa 2001/17.1.

Con ia idea de complementar la disminucidn en la exporiacién de los
factores Noed por parte de la cepa 2001/17.1, a esta se le fransfirid el pldsmido
cMP2421 el cual porta los genes nodld de R. leguminusarum bv. viciae (ver |
takla 4), resuitando en la cepa 2001/pMP2421. Las transconjugantes ¢21.252001,
cRP17.12007 v lo oMP24212001 se andlizaron por TLC en una cingfica de
exporfacion de facteres Nod, incubande los cultivos con 1.0 uCimlL de D-(-
14C)-glucosamina como precursar de los lipo-oligosaearidos v 1.5 uM de
naringenina para inducir el premotor nodA de los vehicules derivados del



piasmido pMP3510(ver la tabla 4). Los resultados obtenidos muestran que Ia
complementacion se llevd a cabo, aunque el nivel de exportacion de factor
mostrado por la cepa 2001/phMP2421 resulté mayor al producido por la cepda
con el ¢cosmido silvestre (2001/991.25), demostrando que [as proteinas NodiJ
de R. leguminosarum by, vicice son activas para la exportacién de 1os
factores Nod producidos por R, eflf (Figura 22 C,
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Figurc 22, Cromctogralas en copa f'na de los facteres Nod produciccs por
R, et y porigs fransconugentes 951.25/2001, pke17.1/2001 y phviP2421/2031,
irducidas con 1.5uM Ce naringenira. A} TLC de culiivos incubados cen
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V1.8 CINETICA DE NODULACION DE tA Mutante nodS::Kam1-20 en RaICES OE Leucaena

Se llevaron a cabo experimentos para determinar el fenotipo de
nodulacidn de la mutante nodS:Kaml1-20 sobre raices de leucaena,
realizando cinéticas de nodulacion de plantas inoculadas con las cepas
CIAT899, RSPR0O0 y nods:Kaml1-20, de acuerdo al protocclo experimental
descrito en la seccidn de material y métodos de este frabajo. La nedulacion
fue monitoreadd primero a los 11 dias después de la inoculacion, y después
alos 13,15, 16, 17, 18, 21, 25 y 51 dias. Desde los 11 hasta los 18 dias las ralces
fueron fenidas con azul de metilenc y analizadas al microscopio
estereoscopico debide al pegueno tamano de [os primordios v nddulos
temmprancs. De los 21 @ los 51 dias la cuantificacién de nédulos se reclizd a
simple vista. Los resultados obienidos muesfran una clara disminucidon en el
numero (Figura 23) y tamano (Fig. 24) de los nddulos inducidos por la mutante
nodS::Kam1-20 al compararla con el fencfipe de nodulacion cde la cepa
sitvestre CIATE?9 en Leucaena. A los once dias de haber sido iniciado el
experimento, las plantas inoculadas con Ia cepd silvestre presentaron un
promedio de 3.25 nddulcs por planta, contra 0.9 nédulos por planta por parte
de la cepa nodS:Kami-20,
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Figura 23, Cinética de nodulacion de la cepa mutante nodS::Kam1-20
sobre ralces de Leucaena . Los datos mostrados corresponden a un
solo experimento, cuantificando 1os nédulos de 12 plantas por cada

monitoreo
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Figura 24. Nédulos formados en planfas de Leucoena por las cepas
CIAT899 v nodS::Kam1-20. Las raices inoculadas con la cepa RSPOCO,
asi como con otfrds sin inocular se incluyeron como confroles nega-

tivos (ver la siguiente pagina).



Figura 24, (Continuacion).



V1.9 FUACION DE NITROGENO EN LOS NODULOS INDUCIDOS POR NodS::Kam1-20 eN RAICES DE
Leucaena,

Ademdas, los nédulos formados por las plantas inoculadas con la mutante
nods- presentan una coloracién blanca, mientfras gue los nddulos inducides
por la silvesire presentaban el tipico color rosado de os nédulos fiiadores de
nitrdgeno (Figura 24).

Para andlizar la capacidad de fijacidon de nittégeno de nddules de 30
dias, Inducidos en Leucaena por Iad mutante nodsS:Kam1-20, se realizd un
experimento de determinacidn de reduccién de acetilero, usando diez
rafces complefas y recién corfadas por cada und de !cs condiciones de
incculacion usadas, La fabla 5 muestra claremente que la cepa mutfante
rodSiKam1-20 presenta valores de ARAQ muy similares a las lecturas basales
encontradas tanto en as raices no inoculadas como en [as inoculadas con 1d
cepa curdda del plasmido simbiotico.



CEPA Muestra | #da | Tiempo | ¢ nédules! | Unidad de ARAa
Plantas muestra Area
CIAT899 | 2 | 1hr 48 | 21837 609.3
‘ [ 2 | 1hr 20 | 3927 110.5
: Hi 2 | 1hr 38 13080 368.3
v 2 | thr 88 34634 975.2
Y 2 | 1hr 36 19857 559.1
Promedios 46 | 501.4
nodS::Kami1-20. | 2 1 hr 2 0 0
I 2 | thr 4 0 0
Il 2 | 1hr 4 116.0 9.9
: \Y 2 | thr 0 0 0
Y 2 | 1hr 5 0 0
Promedios 3 1.98
RSP900 1 2 | thr 0 0 0
I 2 | ihr C 0 0
I 2 | 1hr 0 116 3.26
B ‘ w1 1 0 0 0
Premedics 0 0.815
SIN INOCULAR | 2 | 1hr 0 0 0
: { 2 | 1hr 0 0 0
“ il 2 | 1hr 0 o | 0
v 1 thr 0 12 6.3
Promedios 0 'i 1.575

Tabla V. Resultados chienidos para Ia reduccion de acétiteno.




VI.10 Estupios HisToLoGIcos De Los NODULOs ProbuciDos POR nodS:Kam1-20 EN
RAICES DE Leucaena.

Los estudios histologicos realizados en nddulos de Leucaena inducidos
por las cepas CIATEY9 y nodS: Kam1-20 muestran que estos nddulos presentan
grandes diferencias (fig. 25). Primero, el nimero de células infectadas se
reduce considerablemenie en los nddulos inducides por la mutante.
Segundo, sin excepcidn todos los nddulos infectados por la mutante que se
analizaron presentan una zona de gparente “colapsamiento” celular, la cual
se tocaliza en ia regidn contigua ¢l meristemo nodular. La presencia de
presuntos taninos aumenta en los ndédulos infectados con la mutante, en
relacion de los infectados con la silvestre, La morfologia general de los
nodulos es mas conservada en los inducidos por la silvestre, mienfras gue por
el contrario, los inducides por la mutante presentan una morfclogia variada
gue va desde redondos hasta ovaladoes, pero siempre con “accidentes” a
lo largo de su circunferencia,

Tomando en cuenta todeos los resultados anteriormente descritos,
algunas macetas con plantas de Leucaena inoculadas con las cepds
CIATB?? v nodS::Kam1-20 fueron mantenidas en el invernadero por especio de
&4 dias para su posterior estudio. La figura 26 muestra gque los plantas
inoculadas con la cepa mutante en nodS presenta una seria deficiencia en
sl capacidad de crecimiento, ademd&s de clerfo nivel de cloresis,

9l
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Figura 26. Ejemplares representativos de un experimento de nodulacion
en plantas de Leucaena, 64 dias después de haber sido inoculades.



VI 11 FENOTIPO DE NODULACION DE LA CEPA MUTANTE NOdS;:Kam1-20 ScoBRE RAICES DE
Phaseolus vulgaris var, NEGRO JAMAPA,

Para estudiar la importancia de 1a metilacidon de los factores Nod de R
fropici en la nodulacidon de frijol, se realizé una cingtica de nodulacion
inoculando con la cepa mufante nodS: Kam1-20 v se compard con la cepa
siivestre CIAT899. Despues de la inoculacion, las raices se sacaron de Ias
macetas alos 6,7, 8,9, 10, 11,13, 16y 20 dics, y se tiferon con azul de mefileno
para facilifar la observacion de primordios nodulares incipientes. Los datcs
presentes en la figura 27, muestran una disminucidon en 1a capacidad de
rodular frijol por parte de la cepa mutante en ncdS. Se usaron Ccomo
controles negativos a planias sin inoculo v a plantas inoculcdas con la cepa
curada del plasmido simbidtico.

@4



Cinética de nodulacion de Riizobium tropici CIAT899 y de la mutante
nodS::Kaml-20 sobre raices de Phaseolus vulgaris.
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Figura 27. Cinétfica de nodulacion de las cepas CIATE9 y nodS:Kam1-20 en
plantas de P. vulgaris variedad negro Jamapa.
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VIl DiscusiON

Rhizobiurn fropict es una especie de amplio espectro de nodulacion
que es capaz de nodular plantas de Phaseolus, Leucaena, Medicago vy
Macroptiium. Ademds de esta capacidad para nodular muchas leguminosas
no relacionadas filogenéticamente y gue son de importancia agrondmica,
esta especie es toleranie a phs acldos y a clias temperaiuras, o gue 1a hace
un modelo de estudio interesante,

En este proyecto de investigacion, ncs hemos centrado en estudiar
alguncs eventos moleculares que deferminan la capacidad de la cepa
CIAT899 de R. tropici para nodular varias leguminosas (parficularmente
Phaseolusy Leucaena). Como ya se menciond en 1a Infroduccion, |as
barreras de especificidad dentro de esta simbiosis se encuentran
cdeferminadas principalmente por leos llamados genes de nodulacion
bacterianos y las rutas metabdlicas que estos codifican. Especificamente, en
este frabgjo se ha enfatizado en el estudio de la participacién del gen nod$
en la sinfesis del factor Nod, y las repercusiones que tiene para la simbiosis la
ausencia ae un gen noas funcional.

VLT Localzacicn Fisica DEL GEN nodS oz Rhizobium tropici CIATEGS

En A. caulinodans, el gen nodS se ubica deniro de un operdn
constituldo por los genes nodABCSUL (Geelen et of., 1993). Para el caso de B.
japonicum, el gen nod$ también se sitla denfro del operdn conformado por
los genes nodYABCSULS (Gotifert ef al., 1990); un dato adicional en B,
japonicum es gue los genes nodC y nodS se encuentran sobrelapados por
71 pb, En R efli cepa CE3, nodS se localiza corrlente abajo de los genes
nodl3C vy seguido por los genes nodUly (Vazquez ef al, 1991, Villalobos et al.,
1094), Aurgue no ha sido demostrado conclusivamente, los datos de
secuencia apunian gue tanfo en R. etli, como en A. caulinodansy B.
japonicum, el gen nodS se encuenira inmerso dentro de un operén que
contiene a los genes nod comunes, y siempre corriente abajo del gen nodC

b



(ver figura 6 en resulfados).

En R fropici jocalizamos el gen nodS en los cdsmidos pCV38 v pCV3804
previoamente aislados (Vargas et al., 1990), dentro de la misma regidén que
contiene a los genes comunes nodABC, Los resuttados encontrados muestran
gue el tentativo gen nodS en R, fropici se encuentra localizade corriente
abajo de nodC, como es el caso para R. efli, B. japonicum y A. caulinedans,
encontrandose clgunas modificaciones en el mapa de resfiiccién que de
esta regidn publicaron Vargas y colaboradores (1990). Esfas variaciones
fueron cerroboradas por andlisis de secuencia nucleotidica. La presencia de
nodS en R. fropici, de clguna manera concuerda con la capacicad de esta
especie para nedular Leucaena, yva gue datos publicados por Lewin vy
colaboradcres en 1990, muestran que muftantes nodS- de R, sp. NGR234
resulfan incapaces de nodular esta leguminosa, Ademdas, Ia transferencia de
nod$s de R. sp. NGR234 al fondo genético de R fredii (especie gue solo
nodula variedades silvestres de soyQ), confiere a esta de la capacidad para
nodular Lteucaena (Krishnan et al., 1992).

La caracterizacion del gennodU en R, fropici se encontraba fuera de
los objetivos de este proyecto, pero dado que en ofras especies de
Rhizobium los genes nods vy nodlU se encuentran contiguos, se decidid
reclizar una serie de hibridaciones con el fin de saber si en el genoma de R.
fropici Tampién se enconiraba presente el gen nodU. Precisamente, se
enconfrd una sefial de hibridacién en la zona “corriente abagjo” a la
correspondiente a nodS. Los resulfados obtenidos se muestran en la figura 8
(B y D). Dates parciales de secuencia (no mostrados), confirman la existencia
de una regidn aliamente homologa a nodl de R sp NGR234. En base «
estos resultados, podriamos hipotetizar que en R tropici la organizacidn
estructural de los genes nod seria nodABCSU, y complementando ésta
hipotesis con algunos de los datos presentados por J. L. Foleh (tesis doctoral)
(aque encontrd gue existe hibridacion con sondas heterdlogas a los genes
nodld en la regién correspondiente a la localizada “corriente abgjo” de la
regidén de hibridacién con nodU reporfada en el presente tfrabajo), es

&7



probable que la organizacion sea nodABCSUIL.

V.2 SEcueNciA NucLeoTiDica Del GeN nodS DE K. fropici CIATE99

Resulta inferesante Gue a pesar de la alta identidad encontrada entfre
las proteinas NodS de R. fropici y R sp. NGR234 (583 %), en el nivel nucleoiidico
la identidad entre ambos genes sea Unicamente de 20%. Esto pone en
evidencia el alto grado de conservacién de esta proteina entre estas dos
especies bacterianas, @ pesar de la gran divergencia existente a nivel de
secuencia nucledtidica, lo que indica la importancia funcional que
evolutivamente NodS ha jugado como parte de este complejo infercambio
molecular entre estas bacterias y sus plantas hospederas. Curiosamente, €s
en R sp. NGR234 donde se ha enconfrado un claro fenotipe de nodulacion
en unda mutante nodS- Estas mutantes son incapaces de nedular plantas de
Leucaena, una de las mas de 70 especies vegetales gue normalmente esta
bacteria puede nodular. Ademds de R sp. NCGR234, la bacteria R. fropici
CIATBY? es ofra especie de Rhizobium que ademds de nodular Leucaend
(entre otra leguminosas) también posee un gen nodS. Durante el franscurso
de esta discusion se volvera a focar este tema de la nodulacion de
Leucaena mds ampliamente,

Por ofro lado, dl ﬂivel nucleotidico, la identidad gque presenta el gen
nodS de R. tropici conios de R, efli, B. japonicumy A, caulinodans es de 48, 45
y 23 %, respectivamente. Curiosamente, Waelkens y cclaboradores (19%9),
realizaron un “Southem” sobre DNA genomico de R etlf Cepd CE3 (especie
gue Unicamente nodula frijol) usando condiciones de baja astringencia, con
la finalidad de encontrar alguna secuencia homoldga a neds, utilizando una
sonda heterologa para nodSU alslada de R, sp. NGR234. Los resultados gue
ellos reportan son negativos. Sin embargo, varios meses antes de la
publicacién de ese articulo, nuestro grupo de invesfigacion reportd |a
secuencia y caracterizacién preliminar del gen nodS de R. eflicepa CES
(Vilciobos et al., 1994,



VIL.3 La CepA MUTANTE NOdS™ DE R. tropici PRODUCE FACTORES NoD NO MenLADos, Ast
CONMO UNA ALTERACION GENERAL EN LA PRODUCCION DE ESTOS

Los factores de nodulacion producidos por cuatro de las doce cepas
mutantes anclizadas per Southern, fueron estudiadas en cromatografia en
capa fina (TLC)Y para observar fa produccion de factores Ned. De fal manera,
al incubar las cepas mutantes con D-(-14C) glucosamina se observé en tcdas
las muianfes la desaparicién de una de las dos bandas fipicas de facteres
Nod producidas por fa cepa sitvesfre CIATE99. La banda que no se procdujo es
la que corresponde a los factores Nod que se encuentran sulfatados por la
accidon de NodH, segun datfos de Folch ef of, (1996, lo cudl indicd una posible
correlacidn entre la metilacion v la sulfatacién en los factores Nod producidos
cor R fropici CIATER? (fig. 19 A), Resulta I6gico hipotetizar que NodH reconozcda
preferentemente factores Nod gue ya se encuentren metilados por NodS
para poder sulfatarlos. En pdginas subsecuentes se discutird un poco mas
sobre este asunto, en base a ofro experimento gque fué disenado pard
cbundar en este punfo. A pesar de que esta es sdlo una hipdtesis basada en
ia observacion por TLC, resuita por demds interesante Ila futura determinacion
de la estructura quimica de los factores de nodulacidn que las cepds
mutantes en nod$ producen (frabajo en proceso). Folch y colaboradores
(1996) reportan la preduccion de al meneos 16 diferentes tipos de factores de
nodulacion en R. tropici CIAT8%9, gue varian en el numero de mondomercs de
N-acetil-glucosamina (4 © 5), v en el fipo de sustituyentes que la componen
(grupos sulfato, metilo, acidos grasos, manosa), usando para ésfa
determinaciéon diferentes técnicas de HPLC, Espectrometria de Masas, v
Cromatografia de Gases-Espectrometiia de Masas. Esto apoya al hecho de
que R. fropici CIATE99 sea una especie de amplio especito de hospederos,
va que se encuentra prepcrada con una gran bateria de diferenies factores
Nod nara poder interaccionar varias leguminosas.

Por otro lado, para comprobar la pérdida de actividad de
metilfransterasas, 'as mismas 4 cepas mutantes fueron incubadas con L-(metil-
14C)-metionina. Exfractos butandlicos de estos cultivos corridos en una placa



de silica demostrarcen gue fodas las mutantes analizadas resuitaron
iIncapaces de metilar los factores Nod. Los resultados presentados en la figura
19(BY comprobaron gue las cepas que tienen interrumpido el gen nodS no
producen facteores metilados. Esto concuerda con reportes en donde se
habia observedo la participacion de la profeina NodS en la N-metilacion de
los factores de nodulacion de R sp. NGR234 (Jabbourt ef al, 19958) v A,
caulinodans (Geelen ef af, 1993, Geelen ef al, 1995) en donde se muestra
gue NodS es una meftil-fransferasa cuya actividad es especifica sobre
factores Nod, Los datos reportados para R osp,. NGR234 muesiran que
mutaciones en nodSy en nodyU reducen drésticamente la produccion de
factores de nodulacién, aungue con la excepcidn de los factores sulfatados
(los cuales deben ser parcialmente N-metilados v mono-carbemilados) los
demds son idénticos a los que produce Ia cepa silvesire (Jabbouri ef al.,
1695). Debido a la posible existencia de otros genes que codifiquen funciones
sirilares en NGR234, el andlisis de la aciividad de NodS de R, sp. NGR234 fué
realizada en el fondo genético de R. fredii USDA257 (gue a pesar de fener su
propia copia de los genes nodSU estos no se franscriben debido a una
delecidn en su regldn promotora). La cepa silvestre USDA257 produce
factores Nod gue difieren a lo producidos por NGR234 por la ausencia de
grupcs sulfato y acetilo scbre la 2-O-metilfucosa, ademds de carecer de [os
grupos N-metilo y carbamilo en su extremo no reductor, La infroduccién del
gen nodS de R sp. NGR234 en el fondo genético de R fredii USDA257Y,
provocd la metilacion de pentémeros de N-acetilglucosamina, mientras que
las especies tri y tetraméiicas dejan de producirse. En resumen, Jabbouri y col.
(1995) reportan que los niveles de factores de nodulacion, su grado de
oligomerizacién, y la N-metilacion, se encuentfran ligados ¢ la actividad
codificada por nodS en R, sp. NGR234. Resulta inferesante que las cepas
nodS- de R tropici CIATE99 aisladas en este trabajo también presenten un
desajuste en la produccién de factores de nodulaciéon. Al parecer, no sdlo la
pérdida de N-metilacion en sus factores Nod es la unica diferencia entre esios
v los producidos por la cepa silvestre CIAT899, aungue esfe comentario se



basa Unicamente en Ia observacion por TLC de la produccidon de factores
Nod, vy esto hace necesaria la determinacion de la estructura quimica de 1os
factores producidos por la mutante para saber a ciencia clerta que es 1o que
realmente pasa (deferminacién en proceso).

En A caulinodons cepa ORS571, el andlisis in vitro de NodS mostrd gue
esta es una proteina que une S-adenosil-L- meticnina (SAM) como donador
cel grupo mefilo, v gue gjerce su funcidn especificamente sobre quito-
oligosacdridos deacetilados en su extremo no reductor ya gue no puede
metilar adecuadamente a quito-oligosacdridos acetilados o acilados en su
gxtremo no reductor, aungue se requiere un grado de polimerizacion de 2 a
5 monomeros de quitina para ser reconocidas apiopiadamente por NodS
(Geelen et al., 1995). Estos datos sugieren gus el paso de metilacién en la via
de blosintesis de los factores Nod de A, caulinodans ocurre después de g
dedacetilacion (llevada a cabo por NodB) vy previamente a la incerporacion
del &cido 'groso {(por accion de NodA) en sus quifo-cligosacdaridos, Al
deacetilar el exiremo no reductor de los quito-oligosacdridos, la proteina
NodB provoca la formacion de un grupo amino libre. Esfo cpoya o idea de
que NodB actle de manera previa a la metilacién efectuada por Nods, ya
que un grupo amino libre es mucho mdas nucledfilo (v de hecho, un mejor
substrato para Ia meiilacidon) gue una amida (presenfe en los quitc-
oligosacdaridos y en los factores Nod) (Geelen ef al, 1995).

Por ofro lado, proyectando estas cbservacionss hacia lo que podria
estar ocurriendo en R. tropici CIAT899, es posible que la ausencia de guito-
oligosacdaridos deaceiilades mefilados y la presencia de quito-
oligosacarides deacetilados en una cepa nodS- de CIATEY?, podria estar
afectando el reconocimiento de NodA por su substrato, v de esta manerd
clterar el patrén de facteres Nod que ia cepd silvestre normalmente produce,
Reportes recientes presentan datos novedosos sobre la especificidad del
tipo de acidos grasos que transflere la profeina NodA (Ritsema ef af, 1996;
Debellé ef al, 1996). Tal parece que la antigua idea de que los genes nod
comunes son infercambiables entre especies sin cfectar el espectro de
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hospederos en la cepa receptora debe ser revisada, ya gue en estos
arficulos queda demostrado que la proteina NodA de cada especie de
Rhizobium presenta una especificidad diferente para la transferencia de un
acido graso al esqueleto de los factores de nodulacién. Spaink vy col, (1995),
reportaron datos que sugieren que para el caso de R feguminosarum, el
dcido grado de los faciores Nod de esta especie es un determinanie
imporfante de hospederos. De lo anferior surge la pregunta, ¢La cusencia de
factores mefilados en una mutante nods- afecta, o no, a la especificidad de
transterencia de los acides grasos por parte de la proteina NodA enddgenra,
alterando de esta marera el tipo de &cldos grases que se incorporan dal
esqueleto del facior? Dentro de los diferentes fipos de factores Nod
producidos por R fropici (Folch ef al., 1996), la gran mayoria de los quite-
oligosacdrides cue se encuenfran mefilados presenfan un acido graso C18:1,
aungue tambien se encuentran de mayor a menor proporcion C18.0, Clo1,
C16:0, C20:1 y Cz20:0. Tomando en cuenta esto, se podria esperar gue [a
proporcidn en el tipo de acidos grases unidos al esqueleto de los facteres
Nod producidos per una cepa nod$- (que no estdn metilados) pudiera ser
diferente a la presentada por la cepa silvestre CIATE99. Sl este fuera el caso, s
probable gue se afecte como consecuencio, el espectro o la capacidad
de recalizar simbicsis con diferentes hospederos, Sélo hasta que se determine
la estructura de los factores Nod producidos por alguna de las cepas nods-
aisladas en este tfrabajo serd posible despejar esta incodgnita.

Ctro aspecto que se cubrid en este proyecto es el de la
complementacién de una de Ias cepas mutantes nods- de R frepici con el
mismo gen nedS de R fropicl y con el nodS de R fotf. La intencidn era la de
reestablecer el pairdn de metilacion en los factores Nod producidos por ia
cepa mutante, Ambos genes fueron infroducides a la cepa mutante, via de
un pldsmido confeniendo el promotor del gen nodA de R. leguminosarum bv.
viciae. Los datos presentados en el apartado de resultados muestran gue, al
menos por TLC, se observa und muy baja produccion de factores Nod
metilados por parte de 1a mutante complementada con cualguiera de [os
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dos genes nodS (Fig. 20 Il y V). Ademas, cuando los cultivos fueron expuestos
a glucosamina radloactiva, en la cepas complementadas no se detectd la
produccion de la banda que corresponde a la mezcla de factores Nod
sulfatados en R, fropicl, ya que éstas dieron el mismo perfil de quito-
oligosacaridos que produce la cepa mutante llamada nodS:kami-20 (Fig. 20
|y D, Es sorprendente que se observe (cungue en un nivel muy bajo) la
sintesis de factores metilados y gue no se resfituya la produccidn de la banda
gue corresponde a los factores sulfatados. No se puede descartar o
posibilidad de que la produccion de factores metilados fué demasiado bgja
como para poder observar [a produccidon de la banda de factores
sulfatades. También, esto pudiera explicarse por el efecto mulficopia gue
provoca el plasmido gue usamas para os ensayos de complementacion, Es
posible gue para la sintesis adecuada del factor Nod se requiera un nivel de
expresion semejante al del gen nods silvestre. Este es un problema que surge
de manera frecuente en este fipo de experimentos.

A pesar de no haberse mencionado anterlormente, es conveniente
decir que con €l fin de investigar los niveles de expresidn de nods en R,
frepici, se infentd la realizacion de experimentos tipo Northern, sin embargoe no
pudimos cobtener RNA en canfidades suficientes. Para fratar de solucionar
esto, se ensayaron diferentes protocolos sin éxito. Tal parece gue este s un
problema particular para R, fropici, ya que al mismo fiempo se logrdé cbtener
RNA de R. elli, bacteria gque fué utilizada a manera de centrol en nuesitas
extracciones. Es posible gue este problema pueda ser solucionado utilizando
técnicas mas sensibles como el RT-PCR gue ufilizan muy poco RNA.

Por otro lado, el uso de sulfato radioactivo nos permite proponer que
existe una relacion directa entre [a metilacion vy [a sulfatacion de ios factores
Nod producidos por R fropici CIAT899. La falta de incorporacién det grupo
sulfato en los guito-oligosacaridos sintetizados por la mutante nodSikaml-20
(Fig. 21) es un dato mds gue apoya a nuestra hipdtesis. La produccion de
factores sulfatados se ve ligeramente incrementada en g cepa siivesire
CIAT899 cuando se le infroduce (via un pldsmido) und copia exira de su
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propio gen nodS o cuando se utilizd el gen nodS de R, ioti. El hecho de que
no se observe produccion de factores sulfatados en la cepa nodS:kam1-20
cuando se le complementa, puede explicarse por el simple hecho de que,
como se discufid anteriormente, ésta cepa complementada produce und
muy baja cantidad de factores metilados que preferentemente pudieran ser
sulfafados por la accién de NodH en un paso posterior dentro de la biosiniesis
de los factores Naod. Alternafivamente, no se descarta la positilidad de gue
en la mutante, Ia region de NodS gue es responsable para la unién de SAM
(S-adenosil-L-metioning) pudiera estar expusesta, v titulendo de esta manera Ia
disponibilidad de SAM.

Pcr ofro lado, Poupot v coloboradoeres en 1995, reportcron un andlisis
bioquimico gue sugiere una probable relacion enire la sulfafgeidon v la
metilacion de los factores Nod producidos por la cepa 299 de R, fropici, cepda
relacionada filogenéticamente a la CIAT899. Este grupo propong cue en esa
cepaq, la fuente interna de infermediarios suifatados no es suficiente para
asegurar una completa O-sulfatacidon ni una eficiente N-metilccion de sus
factores, ya que es posible que dentro del metabolismo del azufre en Ia
bacteria, exista una competencia entre la activacion de formas de sulfato
oxidadas (para la O-suifatacién) vy reducidas (para la N-metilacién), Por &l
contrario, nuestros datos sugieren cosas diferentes. St en R, fropici 899 existiese
una compefencia entre la metilacion y la sulfatacion por inrermeciarics
comunes, enfonces la cepa mufante nodS:kam1-20 tendria gque preducir
preferentemente factores sulfatados, cosa gue no ocurre.

Vil4 UNna MUTANTE nodS- ce R et (pRP17.1) Propuce FACTORES NOD NO MaTILADOS,
ACEVAS DE PROVOCAR UN EFECTO PoLAR SOBRE LOs GENES nodil.

R etli cepa CE3 es una especle de especiro de nodulacion reducido,
gue induce nédulos en plantas del género Phaseolus. La organizacion
estructural de lo genes nod en esta especie es muy singuiar, ya gue &l gen
nodA se encuentra separado por al menos 20 kb de la unidad transcripcicnal
conformada por los genes ORF1,0ORF2, nodBCSUIJ (Fig.6) (Vazguez ef al, 1991



Villalobos M A, fesis de licenciatura, 1993). Los factores Nod producidos por
esta especie constan bdsicamente de penfasacdaridos de N-
acetilgiucosamina con el extremo no reductor N-metilado y N-acilado con
dcido cis-vaccenico (C18:1) o acido estedrico (C18:0), vy gue ademds llevan
un grupo carbamilo en C4; por otro lado el exiremo reductor se encuentra
substituido en la posiclén Cé con O-acetilfucosa (Cardenas ef ¢l., 1995). La
orocuccion de factores Nod metilados correlaciona con la presencia cel
gen nodSen R, eflif CE3 (Villalobos ef al, 1994),

La cepa iamada pRP17.1, es ura mutanie nodsS- que lieva una insercion
del mini Mudll PR13 en el gen nodS localizado en un cdsmido (991.25) qus
poria la regidn cde nodulacién de R effi CE3 dentfro del fondo genéiico de Ia
cepa 2001 que es unc curada del plasmido simbidiico derivada de a silvestre
CE3. La falta de incorporacién del grupo metilo radioactivo en 1os guito-
oligosacdridos producidos por la cepa mutante pRP17.1 (Fig. 22 A) es un dafo
gue sugiere que en R. eili, al igual que en R. tropici, R sp. NGR234 vy A,
caulinodans, el gen nodS$ codifica pera una metiltransferasa que meiila a
factores Ned., Un problema que cparece al usar fransposones para la
obtencién de mutantes en genes de un operdn, €5 que se puede prevocar
un efecto polar en la expresion de los genes que se localizan en la misma
unidad transcripcional. En R, e, los genes nodlJ/ se encuentran hacla abgjo
del gen nodS |, probablemente dentro de un mismo operdn, como & nda
observado por datos de secuencia (N. Nava, comunicacion personal), Se
ha propuesto que los genes nodly nodJ codifican para proteinas
encargadas de lg excrecién de los factores Nod (Vazquez ef al, 1993; Spain«
et al, 1998; Cardenas et al, 1996). La cinética de excrecion de factores Nod
marcados con glucosamina radioactiva recalizada en R efli muesfra que
efectivamente la mutacidon en nodS$S proveca un efecto poicr scbre la
actividad de Nodl v NodJ, ya cue desce el inicio del monitereo la ceoa que
porfa el césmido silvestre 991.25 secreta mayor cantidad de quito-
cligosacaridos (Fig. 22 B). Este mismo fencfipo se mantfiene en mufanies ncal
y mutantes nodd, de arl que gueda descartada la posibilidad de cue el



problema en la secrecion sea debida a una probable disminucién en Ia
sinfesis de factores mas que a la apropiada secrecién de estos. Ademds,
datos de nuestro laboratorio muestran gue €l nivel de sintesis de factores Nod
se mantiene en las mutantes Nodl y nodd, sdlo que la mayoria de estes se
guedan refenidos en el interior de la bacteria (Cardenas et af., 1996), lo que
pone de manifiesto la posiblidad de que existan ofros sistemas de szacraecién
alterncs a NodlJ.

Por otro lado, en este trabgjo de tfesis se logrd Ia infroduccién de un
plasmido que porta 10s genes nodlJ de R Jeguminosarum bv, vicice
(EMP2421) a la cepa mutante en nodsS (pRP17.1). La cinética de excrecidon de
factores Nod muestra una recuperacion en los niveles de excrecidon en la
mutanie nodS- que porta el plasmido pMP2421, e Inclusive estos niveles llegan
Q s&r rmuy supericres d los que presenta la cepa que porta el césmido
silvesire 991,25, Este es un dato importante ya que demuesira gue fa sintesis de
quite-oligosacaridos en [a mutante nod$- se mantiens, y gue la limitante en el
tajo nivel de secrecion esta dada por el efecto polar que scbre nodly nodd
proveca la insercién del mini Mudll PR13. Ademds. tambien gueda de
manifiesto que las proteinas NodlJ de R. leguminosarum bv., viciae son activas
cara la secrecion de los factores Nod producidos por R effi. En nuestro
conocimiento, esta es la Unica evidencia presentada por TLC de que genes
nodlJ heterdiogos puedan complementen a una cepa deficiente en la
secrecion de factores Nod. Seria muy interesante analizar si estas proteinas
heterdlogas presenfan alguna preferencia para la exportacion de un
detenminado fipo de factor Nod, o si secretan sin distincidn los diferentes quitoe-
cligosacérides gue sintetiza R, etli CE3, aungque para esto se necesiiaria utifizar
técnicas como HPLC v espectremetiia de masas.

VIS A Pese bF Szr DisrensAslE Para ta NCDULACION DF Leucaenda v Phaseolus, ta
EYPRESION GF NOGS £5 REQUERDA PARA UN ADECUADO DESARRCLLO DEL NCDULO SiMBIOTICO.

Una de las interrogantes iniciales en esfe proyecto era precisamente si el
gen nodS era, o No, necesario para la nedulacion de Leucaena, ya gque



diferentes antecedentes apuntaban hacia que este gen era importante, sino
es que indispensable, para que se logrard la nodulacion de especies de
Lteucaena (ver aparfado de antecedentes). Un enfoque inicial para
contestar estq pregunta fué la realizacidn de cinéficas de noduiacién sobkre
plantas de Leucaena, compcarando las capacidades de R. fropici CIATEY v
de la mutante nodS- lamada nodS:kam1-20 para la induccién de nodulos
sobre raices de planitas de este género (Fig. 23). Los resultcdes cbhienidos
muesiran que a pesar de fener interrumpido el gen nodS, la cepa
nodS:kam1-20 es capaz de nodular a Leucaena, auncue en urda preporcién
marcadamente mencr a la inducida por la cepa silvestre CIATE99,

Un hecho importante de mencionar, s gue la aparicidon de nédulos en
las planias incculadas con cuclguiera de las dos cepas ccurrid de manerd
sincronizada g los 11 dias después de la inoculacién, Lo anferiormente
expuesto descarta la pesibilided de que al mutar el gen nodS estuviéramos
provocando un efscio po'lcr sobre genes posteriormente dispuestos a nods,
tomando en cuenia gue la estrategia usada para la mutagénesis fué
disenada para evitar problemas de este tipo (ver dparfado de resultadoes).

Un caso de efecto polar fue el gue se enconfrd anos antes en 1a
mutante nods- (pRP17.1) de R. elli, donde se observa un refraso de 5 dias en
la aparicién de nddules, asi como una importante reduccion en el nGmero de
estos cuando planfas de frijol son inoculadas con esta cepa. en
comparacion con la cepa que porta el cosmido “silvesire” (991.25) (MA.
Villalobos, tesis de Licenciatura, 1993). Tomande en cuenta lo gue a la
capacidad secretora de factores Nod en ambas cepas se refiere, como se
discutid en paginas antericres, existe un efecto polar sobre los genes nodld en
la cepa pRP17.1. Tomando en cuenta lo anterior, es probable gue el fenctico
de nodulacion presentcdo en mi fesis de Llicenciatura para lo mutanfe
cRP17.1. sea debida directamente a la deficiencia en la secrecion de
factores Nod més que ¢ la falta de factores Nod metiiados. Tal parece, gue
o bacteria necesita una rapida y eficiente sinfesis vy secrecidon de los factcres
de nodulacion para evitar ta respuesta de defensa de las planias (cuitinasas,



oxidantes, cambios hormonales, €tc), asegurando de esta manera, una
nodulacion exitosa,

Por 1o que se reflere al fenotipo de nodulacion sobre leucaena,
presentado por Ia mutante nodS:kam1-20, un dato inferesante es gque 1os
nodulos inducidos por esta cepa son invariablemente de una coloracién
blanca y de un famano pequenc cuanrdo se les compara con [0s inducides
por la cepd silvestre, gue presentaban siempre el fipico color rosado gue
presenftan fos nédulos fijadores de nitrdgeno (Fig. 24). El ensayo de reduccion
de qcetileno gue se redlizd, muestra claramente que la cepa mutante
nodS:kam1-20 presenfa valores de ARA similares @ los basales encontradas
fanto en la raices no inoculadas como en las fratadas con la cepa curada
del plasmido simbidtico, mientras que la cepa silvestre induce nddulos que si
fian nifrdgeno de una manera adecuada. Esto pore de manifiesto el papel
que juega el grupo metilo en los factores Nod de R fropici, que si bien no s
requerido para la induccién de ndédulos en Leucaena, éste si parece
requerirse, ya sea directa o indirectamente, para que se lleve a cabo una
simbiosis exitosa cen esta leguminosa.

Aunado o lo anferior, los estudios histoldgicos realizados mostraron
claramente que 1os nddulos de Leucaena inducidos por lo cepa
nodS:kam1-20 presenfan una serie de marcadas diferencias con respecto d
ios Inducidos por la cepa silvestre. En primer lugar se observa gue el numero
de células vegetales infectadas se reduce censiderablemente en aquelics
nodulos inducidos por nodS:kam1-20; segundo, sin excepcion todes oS
nodulos infectados por la mutante que se analizaron, presentan una zcna ce
cparente colapsamiento celular, la cual se locdliza en la regidn contigua al
meristerno nodular; tercero, la presencia de presunios tanines aumenta en los
nédulos infectados por la mutante: v cuarto, la morfologia general de 1os
nodutos es mas conservada en los inducidos por la silvestre, mientras aue .ol
el contrario, los inducidos por la cepa nodS:kaml1-20 presenten una
morfologia varada gue va desde redorndos hasta ovalados, pere siempie

con “accidentes” a lo large de su circunferencia. Estos datos revelan, gue Ia



expresion de nodS es un requerimiento indispendable para que se logre una
adecuada simbiosis entre R. fropici CIAT899 v Leucaena, ya gue sin la
participacion de NodS se producen nddulos con un bajo nivel de infeccion,
amorfos y sin la capacidad de fijar nitrégeno.

La parficipacion de nodS en la nodulacion de Leucaena también ha
sido analizada por otres grupes. Por ejemplo, en R sp, NGR234 se requlere de
la parficipacicn de nod$ para lograr una nodulacien exitosa en Leucaena,
ya que al inocular estas plantas con una cepa que tiene una delecién de 9
kb que incluyen @ nodS, o bien ufilizancdo una cepd gue porta una irsercidn
en €l gen nods, se provoca und disminucidn del 90% en la capacidad de
inducir nédulos, con respecto a la cepa silvestre NGR234 (Lewin ef al,, 1970). A
diferencic de lo cbservado en nuestro grupo, esfos nédulos estén vacios,
esto €3, no son infectados por ninguna cepa nod$- de NGR234. Ademas, {a
anafomia vascular de estos nédulos €5 porecida a la de una raiz, ya gue
presentan LN cortex ampio con una pequena region vascular al ceniro,

Los Tanines son componentes de la células vegetales, vy forman parte de
las llamadas substancias ergdsticas, que son inclusiones de materiales
relativamente puroes, frecuentemente almacenadas en pldstidos o vacuolcas.
A los taninos se les han alribuido diversas funciones, gue van desde inhibidores
del crecimiento, agentes alelopdticos, ¢ protectores conira el atague gor
bacterias v hongos. Si efectivamente son faninos las inclusiones que se
acumulan en la periferia de los nédulos inducidos por la cepa nodS::kam1-20
en Leucaena, ss probcble que su produccidn sed inducida por la planta
cara defenderse de la infeccion de una bacferia que no reune 10s requisitos
indispensables para “engcehar” o “vencer” las barreras que el sistema de
defensa que la planta utiliza ante una infeccidn, provocando de esia
manerd, que se detenga el crecimiento del nddulo y que la infeccidon e vea
suspendida.  Esto explicaria el aparente colapsamienfto celular, la baja
infeccién v la morfolegia de los nddulos producidos por la mufanfe
nodS: kam1-20 en Leucaena. A su vez, seria muy infergsante estudiar en esfos

nédulos la expresion de genes gue parficipan en las diferentes respuesias de



defensa de la planta, fales como Ias chalconas-sintfasa e -isomerasa, o la
fenilalanin-amoenio-liasa, por citar algunos.

JPorgué los nodulos inducidos por la mutante nodS- no fijan nitrogeno?
Este hecho es dificil de explicar ya que ésta cepa sélo lleva mutado un gen
de nodulacion que no esta relacionado a genes fix que llevan a cabo a
fjacidon bioldgica de nitrdgeno. Es posible gue ésta deficiencia en fiiacion de
nitrdgeno seda consecuencia directa de la falta de un adecuado desarrolio
del nddulo, como se ha disculido anftericormente. La aparente senescencia
femprana ala que enfran estes nddu'cs podria estar impidiendo la expresién
de genes de la planta que codifiguen para proteinas necesarias para Id
fijacion de nitrdgenc. Una posible cardidata puede ser la leghemoglobina.
La leghemceglobina produce el fipico color rosado de los nédules fijadores
de nifrégeno, ausenie en los nddulos inducidos por la cepa nods:ikam1-20. En
una simkiosis efectiva esta proteina se expresa en el nddulo, y su funcién es la
de formar una barrera ante el oxigeno, asegurando de esta manera Ig
creacion del microambiente ancerdbico gue necesita Ia nifrogenasa
bacteriana para funcionar. Sin embargo, no se descarta la positilidad de
cue la probakle falta de expresidon de ésta y tal vez de otras proteinas
implicadas, seq debida a la incapaciaad de los factores Nod no metilados
producidos por la cepa nedS:kami-20 para inducir o provocar la expresion
de éstas, mas que una consecuencia de la senescencia gue se lleva a
cabo en estos nédulos. Esto pudiera estar habldndonos de una ramificacion
en ta via de transduccion ce la senal provocada por los faciores Ned, y gue
en el caso de nuestra mutante ésta cascada se vea inferrumpida en algon
punio de regulacion importante para el adecuado funcionamiento del
néculo; hdblese de posibilidades, tales como segundos mensajeros (calcio,
P3, DAG), proteinas reguladoras (cinasas, fosfatasas, factores de
franscripcion) o inclusive niveles hormonales. El estudio de esta via de
transduccién provocada por factcres Nod en células vegeiales esta
|

liamanrdo fuertemente la aiencidén de muchos grupos de investigacion,

aungue la infermaciéon acurnulada actualmente fodavia es muy pebre.



Lamentablemente, la falta de tiempo impidid que se realizaran tanfe un
andlisis histoldgico (en proceso) como experimentos de reduccion de
acetileno en los nédulos inducidos por la cepa nedS:kam1-20 en P. vuigaris. A
pesar de esto, los datos cbtenidos en la cinética de nodulacién gue se
realizd, sugleren que en frijol pudiera estar pasando algoe similar a lo que
ccurre en Leucgena, Como puede observarse en la figura 27, el monitoreo
cemenzd a reclizarse a pariic del sexto dia después de la incculacion, v en
este tiempo fueron identificades bajo el microscopio nédulos incipientes fanfo
en las plantas inoculadas con la cepa silvestre ast como tambien en las
inoculadas con nodS::kam1-20, Debido a gue no se incluyeron tiempas mdas
corfes en el experimenio, no se descarta la posipllidad de un retraso en la
apariciéon de nddules en frjol inducicdos por la mutante, Sin embcargo, estd
claro que la mutante en nodS- de R tropici, presenta una disminucion
marcada en el nimero y famano de [os nddulos inducidos en P. vulgaris.

1



VIl CONCLUSIONES

-La Cepa MUTANTE NOQS- EN K. fropici PRODUCE FACTORES NCD NO METILADOS, ASl Cono
UNA ALTERACION GENERAL EN LA PRCDUCCION DE ESTOS,

-Una MUuTante noasS-de R eflf (DRP1/7.1) Que PReoUCE FACTORES NCD NO MeTiLACCS,
PRoOvOCA ADEMAS UN EFECTO POLAR SOBRE LA EXPRESION DE LOS GENES Noail.

-A PEsaRrR DE SER DispeNSABLE PARA LA NODULACICN CE Leucaena ¥y Phaseolus, La
EXPRESION DE NROQS 65 REQUERIDA, DIRECTA O INDIRECTAMENTE, PARA LA FUNCICNALIDAD ¥ EL

Anzcuapo DesarrolLo TEL NOTULO SIMBIOT.CO.
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