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Introduccion.

Importancia del Nitrogeno.

El nitr6geno es uno de los principales elementos en la atmdsfera (80% por
volumen de aire seco), esta concentracion es el resultado del balance entre la fijacion
del nitrégeno atmosférico por accion bacteriana, eléctrica (relampagos), quimica
(industrial) y su liberacion a través de la descompo, sicion de materias orgénicas por
bacterias o0 por combustién. Es un gas quimicamente inerte que en estado combinado se
presenta en diversas formas y constituyente de todas las proteinas (vegetales y animales)

y acidos nucleicos.

A pesar de su abundancia, los seres vivos con capacidad de fijar nitrégeno (de
manera general este proceso consiste en la captacion de nitrogeno atmosferico para
convertirlo a amonio) es exclusiva de los procariontes. Este proceso se denomina
fijacién biologica de nitrogeno (Raymond et al., 2004) y la responzabilidad de que esto
se lleve acabo radica en el complejo enzimatico llamado nitrogenasa, que es el
encargado en transformar el dinitrégeno (N,) a amonio (NHs), siendo ésta la Unica

forma en que puede ser asimilado por los eucariontes.

La nitrogenasa es un complejo enzimatico que se inactiva en presencia de oxigeno, por
lo que a lo largo de la evolucion, los procariotes encontraron alternativas para poder
crear las condiciones de bajo oxigeno que se requieren para poder reducir el nitrégeno y
asi aprovecharlo. Algunas bacterias como Klebsiella, Anabaena, Azotobacter y
Azospirillum lo fijan en vida libre en condiciones de anaerobiosis 6 microaerobiosis
para satisfacer sus requerimientos nitrogenados (Brewin et al., 1991 y Mylona et al.,
1995). En cambio, organismos como las plantas y algas lo obtienen por un proceso
Ilamado Fijacién Bioldgica del Nitrégeno (FBN) y se obtiene gracias a la asociacion
gue establecen algunos organismos como las bacterias del genero Rhizobium con

plantas leguminosas.

Las bacterias designadas Rhizobia o Rizobios comprenden 12 géneros (Azorhizobium,
Methylobacterium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Burkholderia, Cupriavidus, Devosia, Herbaspirillum, Ochrobactrum, Phyllobacterium)



con cerca de 50 especies (Broughton et al., 2000; Perret et al., 2000;
http://www.rhizobia.co.nz al 26/08/07).

Los Rizobios o Rhizobias forman nodulos en muchas leguminosas, Lupinus
subcarnosus, Pisum sativum, Medicago sativa, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Vigna
unguiculata y excepcionalmente con una no leguminosa, Parasponia (Lewin et al.,
1987; Hernandez-Lucas et al., 1995, Michelis et al., 1998; Pueppke y Brouhton, 1999;
Relic et al., 1993). De manera general la simbiosis se da gracias a que la planta como la
bacteria siguen un proceso, de tal forma que si cualquiera de ellos incumple alguna de
las condiciones establecidas, la formacion del nédulo aborta. Esto se puede resumir en:
Intercambio de sefiales de naturaleza quimica entre la planta y el microorganismo.
Activacion del ciclo celular en células del cortex e iniciacion del nuevo 6rgano en la
planta. Infeccion por parte de la bacteria, formacion del canal de infeccion e invasion de
los tejidos recién formados. Diferenciacion de la bacteria a bacteroide. Fijacion de

nitrégeno y senescencia del nodulo.

Interaccion Rhizobium-Leguminosa.

Las plantas se comunican con el medio a partir de compuestos aromaticos, Ilamados
flavonoides, las bacterias de la rhizosfera detectan la presencia de estos compuestos y
por quimiotaxis se movilizan hacia la planta. Los flavonoides son moléculas
constituidas por 15 carbonos con dos anillos arométicos y un anillo heterociclico.
Dependiendo del nivel de oxidacion del anillo heterociclico, se clasifican en chalconas,
flavononas, flavonas, isoflavonas y antocianinas. En la actualidad se conocen mas de
5000 compuestos identificados en la naturaleza, como por ejemplo: luteolina, apigenina,
kamferol, naringenina, genisteina etc. (Yeh et al.,, 2002; Schultze et al., 1998;
Bladergroen y Spaink 1998; Ibraim., 2001).

Cada especie de Rhizobium responde de manera diferente a un determinado flavonoide,
dependiendo del tipo de flavonoide seré la especie de rhizobia que sea atraida por la
planta (Recourt et al., 1992; Schmidt et al., 1994).

Los flavonoides son detectados por un grupo de proteinas denominadas factores de
transcripcion de la familia LysR (Schell., 1993) conocidos como NodD, cuyo nimero y



regulacion va a depender de la especie de Rhizobia, por ejemplo en Sinorhizobium
meliloti hay tres copias de NodD, siendo dos de ellas, NodD1 y NodD2, activadas por
flavonoides mientras que NodD3 es activada por SyrM (Symbiotic Regulator) que
ademas de regular NodD3 induce la sintesis de exopolisacarido (EPS)
independientemente de la presencia de flavonoides (Swanson et al., 1993). NodD
interactlia con regiones de ADN de 49 pb conocidas como cajas nod (nod boxes), que se
encuentran en las regiones promotoras de muchos genes implicados en la nodulacién
(Schultze y Kondorosi., 1998).

Entre los genes activados por NodD se encuentran los “genes nod”, que estan
codificados en plasmidos simbioticos en los géneros Rhizobium, Sinorhizobium
(Downie, 1998 y Sessitsch et al., 2002) o en cromosoma, en el caso de Bradyrhizobium
(Gottfert et al.,, 2002 y Minamisawa et al., 1998). Sin embargo, hay cepas de
Mesorhizobium donde los genes simbidticos estan codificados en plasmidos (Guo et al.,
1999) o en el cromosoma, dentro de una isla simbiotica (Sullivan y Ronson, 1998;
Sullivan et al., 2002, Nuswantara et al., 1999).

Los genes nod al ser activados sintetizan moléculas de lipoquitooligosacaridos (cadenas
de N-acetil-D-glucosamina) también llamados de manera general “factor Nod”, estas
moléculas tienen un papel determinante en esta interaccion simbiotica (Schultze et al.,
1998; Folch-Mallol et al., 1998; Riely et al., 2004; Saad et al., 2005).

El factor Nod se compone de una estructura basica de N-acetil-D-glucosamina con
modificaciones o decoraciones en los extremos de la molécula. Este factor es sintetizado
por el producto de los genes nodABC, donde los productos de estos genes son la
proteina NodC que es una quitooligosacérido sintasa que produce una molécula de N-
acetil glucosamina a partir de UDP-N-acetil-D-glucosamina (UDP-GIcNac). La proteina
NodB desacetila el residuo de la glucosamina dejando un grupo amino libre el cual sera

usado por NodA para integrarle un grupo acilo, dandole especificidad al factor Nod.

Las variantes en el esqueleto de N-acetil-D-glucosamina tales como su longitud o
modificaciones quimicas como el tipo de lipido, el sulfato, el carbamilo, la fucosa
dependen de la especie de Rhizobium que a su vez le dan especificidad en la interaccion
con el hospedero (Brougton et al., 1999). La planta hospedera tiene preferencia por un



determinado tipo de decoracion en el factor, por ejemplo, a pesar de que la planta de
frijol es capaz de reconocer un amplio rango de factores Nod (Martinez-Romero et al.,
1991), existe una jerarquia donde la acetil fucosa en el extremo reductor es preferida

sobre otras modificaciones (Corvera et al., 1999).

Yang (1994) y su grupo de investigacion demostraron que los factores Nod inducen
divisiones celulares en el cortex de la raiz y que en algunos casos se convierten en
primordios 0 meristemos del nédulo; por su parte los grupos de Ehrhardt (1992) y Felle
(1999), demostraron que los factores Nod son capaces de inducir la depolarizacion del
potencial de membrana de los pelos radiculares, la deformacion del pelo radicular
implica una reorganizacion del citoesqueleto, donde posteriormente se dard la
formacion del tubo de infeccion, conducto por el cual las bacterias llegan al interior de
la planta. Una vez dentro del cortex de la raiz, las bacterias se diferencian a bacteroides,
los cuales estan rodeados de una membrana peribacteroidal de naturaleza vegetal, esta
forma celular es la responsable de realizar la fijacion de nitrégeno (Schultze M y
Kondorosi A 1998; Spaink 2000; Gage; 2004). En el proceso de fijacion de nitrégeno
una de las enzimas relevantes es la nitrogenasa, la cual es codificada por los genes nifH,
nifD y nifK presentes en los plasmidos de los Rhizobia. EI gen nifH codifica para una
proteina dimérica (dinitroreductasa, componente IlI) que contiene un centro 4Fe-4S
(Morett y Buck; 1989; Morett et al, 1991). La FeMo proteina (dinitrogenasa,

componente I) esta codificada por los genes nifD y nifK.

Las dos subunidades conforman la nitrogenasa de Rhizobia, este complejo posee
caracteristicas similares a la presente en las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida
libre, incluyendo la sensibilidad de O, y su capacidad de reducir N, atmosférico a
amonio (Dowie, 2005).

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia necesaria para
la fijacién de nitrogeno (Labes y Finan, 1993). Los principales compuestos organicos
transportados al interior de los bacteroides a través de la membrana peribacteroidal son
los intermediarios del ciclo de Krebs, en particular los acidos de cuatro carbonos como
lo son succinato, malato y fumarato (Waters et al., 1998).

A su vez, los iones amonio pasan por un transportador especifico de la membrana

peribacteroidal al citoplasma de la célula vegetal en donde el sistema GS-GOGAT los



incorpora en forma de aminoacidos, amidas o ureidos, también se ha propuesto que el

amonio es incorporado a la planta en forma de alanina (Waters et al., 1998).

El equilibrio en el intercambio de metabolitos entre la planta y el microorganismo
resulta vital para la simbiosis, de tal forma que una alteracion producida por alguno de
los dos miembros de la asociacion, llevaria a una acidificacion en el interior del
simbiosoma (estructura que presenta una serie de caracteristicas que son indispensables
para realizar la actividad fijadora de nitrogeno y que incluye a la membrana
peribacteroidea, al fluido peribacteroideo y al bacteroide) que conduciria a la activacion
de las hidrolasas y por lo tanto a la muerte del simbiosoma y a la senescencia del

nédulo.

En la actualidad se conocen muchos aspectos de los Rhizobia incluso se han
secuenciado los genomas completos de S. meliloti (Galibert et al., 2001) S. medicae
WSM419 (Project ID: 16304 por US DOE Joint Genome Institute), M. loti (Kaneko et
al., 2000), M. sp BNC1 (Project ID: 10690 por DOE Joint Genome Institute), B.
japonicum (Kaneko et al., 2002); B. sp BTAIl (Project ID: 16137 por US DOE Joint
Genome Institute), B. sp ORS278 (Project ID: 19575 de Genoscope); Rhizobium etli
(Gonzalez et al., 2006), A. caulinodans ORS 571 (Project ID: 19267 por University of
Tokio), R. leguminosarum bv. viciae 3841 (Project ID: 344) por Sanger Institute (todas
las secuencias estan publicadas en la pagina web de el Centro Nacional para
Informacion Biotecnolégica (NCBI, National Center for Biotechnology Information por
sus siglas en ingles (http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/, en la seccion de genomas). También
se cuenta con la secuencia del plasmido simbidtico de la cepa NGR234 (Perret et al.,
1999).

La secuencia nucledtidica de estos genomas ha revelado caracteristicas interesantes en
cromosoma como en plasmidos, entre las que destacan la presencia de multiples
elementos de insercion; tRNA para la sintesis de arginina, asi como proteinas MinCDE
(Finan et al., 2001) involucradas en el proceso de division celular. La presencia de estos
genes sugiere que algunos plasmidos de Rhizobium son esenciales para la sobrevivencia

de la bacteria.

Importancia agricola de la fijacion bioldgica de nitrégeno.



En los ultimos afos la interaccion de bacterias fijadoras de nitrégeno y sus hospederos
juega una parte importante para el desarrollo sustentable de la agricultura, ya que
actualmente se requieren métodos de fertilizacion en los campos productores que no
contaminen o empobrezcan los suelos, por lo que una alternativa es el uso de
biofertilizantes, estos fertilizantes se basan en la utilizacion de bacterias u hongos que
tienen la capacidad de establecer una relacion simbidtica con las plantas de interés

agricola. Tal es el caso de frijol y las bacterias del genero Rhizobium.

En la actualidad en México se ha desarrollado una serie de biofertilizantes
basados en esta interaccion, un ejemplo de esto es la utilizaciéon de las cepas HP310,
HP789, HP652 de R. etli que promueve la fijacion de nitrogeno a niveles muy altos, casi
del 200% con respecto a la cepa silvestre (Peralta et al., 2004). Otro ejemplo en la
utilizacion de biofertilizantes, como la aplicacion de Rhizobium tropici PRF81 en suelos
Brasilefios (Hungria et al., 2000; Mostasso et al., 2002), esta cepa no tiene ninguna
modificacion genética, sin embargo es capaz de mejorar la productividad agricola en
suelos cuyo pH sea <5.0, presenten toxicidad por aluminio, bajo contenido de fésforo,
insuficiente agua y altas temperaturas ambientales. Demostrando asi que existe
aplicacion préactica en el uso de estos microorganismos, ya que como biofertilizantes de
cultivos logran aumentar la produccion y la calidad de la semilla (Hungria et al., 2000;
Mostasso et al., 2002).

Rhizobium tropici.

Rhizobium tropici (tro"pi. ci. Gr. n. tropikos, tropicos; N. L. gen. n. tropici de los
trépicos), es una bacteria edafica que establece asociaciones simbioticas con un amplio
rango de hospederos (22 especies) entre ellas se encuentran Gliridicidia sepium,
Leucaena leucocephala, Lotus corniculatus, Macroptilum atropurpureum y Phaseolus
vulgaris (Hern&ndez-Lucas et al., 1995; Acosta-Duran C et al., 2002). Estas bacterias
son aerdbicas, Gram-negativas, no forman esporas, tienen forma de barras flageladas
que van de 0.5 a 0.7 um por 1.5 a 2 um. Las colonias son circulares, convexas,
semitraslucidas, usualmente crecen de 2 a 4 mm de diametro por un periodo de
incubacion de 2-3 dias en medio de cultivo PY. Crecen en YM y PY. El pH 6ptimo para
su crecimiento esta dentro de 5-7 y crecen a 30° C (Martinez-Romero et al., 1991).



Poseen una gran variedad metabdlica para utilizar diferentes fuentes de carbono en vida
libre como en simbiosis (Martinez-Romero et al., 1991). Existen dos cepas tipo de R.
tropici denominadas CFN299 y CIAT899. La cepa CIAT899 es resistente a metales
pesados como el niquel, plomo, cobre, cromo y mercurio; ademas de ser resistente a
muchos antibioticos como: cloranfenicol, carbenicilina, espectinomicina y rifampicina
(Martinez-Romero et al., 1991). En cambio la cepa CFN299 es sensible a metales
pesados y antibidticos, ademas de que requiere calcio en medio PY y no crece en medio
LB (Geniaux E et al., 1995).

La estructura gendmica de Rhizobium tropici CFN299 esta constituida por un
cromosoma aproximado de 3 Mb y cuatro plasmidos: el megaplasmido de 1500 kb,
contiene los genes exoF que participan en la formacién de exopolisacéridos, el plasmido
simbiotico (pSym) de 600 kb posee los genes para el reconocimiento de la planta y la
fijacion de nitrégeno (genes nif, fix y nod) (Geniaux et al., 1995). El plasmido b (pb) de
240 kb que participa en la competitividad de la bacteria (Martinez-Romero et al., 1990)
y el plasmido a (pa) de 180 kb, que contiene genes implicados en el transporte de

compuestos exudados por la raiz de frijol (Rosenblueth et al., 1998).



Resumen.

“Analisis genético funcional del plasmido simbidtico de Rhizobium tropici CFN299”

Rhizobium tropici bacteria edafica que establece asociaciones simbioticas con un amplio
rango de leguminosas, posee una gran versatilidad metabdlica para utilizar diferentes
fuentes de carbono tanto en vida libre como en simbiosis. La estructura genémica de
Rhizobium tropici CFN299 esta constituida por un cromosoma y cuatro plasmidos; uno
de estos replicones, el denominado plasmido simbiotico (pSym) tiene un papel
determinante en la vida libre y simbidtica de esta bacteria fijadora de nitrogeno. En este
trabajo se construy6 un banco de mutantes y fusiones transcripcionales del plasmido
simbiotico. Mediante el uso de un gen reportero, se identificaron nuevos elementos
genéticos del pSym expresados en diferentes estadios del proceso simbidtico,
demostrando que la simbiosis constituye un mosaico de expresiones genéticas a
diferentes niveles. En este trabajo también se reportan diversas mutantes en el pSym
incapaces de fijar nitrogeno. El presente estudio constituye el primer esfuerzo por

analizar en su totalidad un elemento extracromosomal relevante en Rhizobium.



Justificacion.

En estudios previos se ha analizado el papel de algunos genes del pSym de R. tropici
CFN299, entre ellos genes que codifican para enzimas de rutas metabolicas tales como
la citrato sintasa (Hernandez-Lucas et al., 1995) y la isocitrato liasa, enzima que
participa en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y en el ciclo de glioxilato. Mutantes en
el gen de citrato sintasa afectan el proceso simbi6tico, sin embargo, mutantes en los
genes del ciclo del glioxilato no afectan el desarrollo de la relacion entre Rhizobium y la
leguminosa (Ramirez-Trujillo et al., 2007).

Se ha establecido que el pSym de R. tropici CFN299 al ser transferido a otras
bacterias como Agrobacterium tumefaciens (que no cuenta con el plasmido Ti que le
confiere la patogenicidad) adquiere la habilidad de nodular y fijar nitrgeno, sin
embargo, la Fijacion Bioldgica del Nitrégeno (FBN) es muy baja, 10 al 25 % por planta
comparado con la cepa donadora, R. tropici CFN299 (Martinez-Romero et al., 1987).
Otra bacteria a la cual se le transfirio este plasmido simbiético es a Ensifer adherens
(actualmente conocido como Sinorhizobium adherens) la cual adquirid las mismas
caracteristicas de simbionte mutualista con una fijacion bioldgica de nitrégeno baja con
respecto a R. tropici (Rogel et al., 2001). Si el pSym es transferido a patégenos como
Brucella melitensis esta bacteria es capaz de inducir esporadicamente pseudonodulos
incapaces de fijar nitrogeno. Otra de las caracteristicas del pSym es que no se ha podido
curar, de las 600 kb que lo constituyen solo se ha podido deletar 300 kb las cuales
comprende los genes para nodular y fijar nitrogeno. Mavingui y colaboradores (1997),
sefiala que 30 kb del pSym de R. tropici CFN299 intervienen no solo en la capacidad de
nodular M. atropurpureum, si no que le otorga a la bacteria una mayor competitividad
en comparacion a la cepa silvestre; cabe sefialar que el aumento de nimero de copias de
este fragmento es suficiente para hacer mas eficiente a la bacteria en nodulacion. Por
todo lo anterior, el plasmido simbiotico de R. tropici CFN299 no solo tiene un papel
determinante en la relacion simbidtica con las leguminosas, si no que tiene

caracteristicas Unicas que otros plasmidos simbidticos no tienen.

El interés de este trabajo es identificar informacion genética novedosa involucrada en

vida libre y simbiosis codificada en el pSym. Para abordar esta pregunta se



construyeron mutantes y fusiones transcripcionales al azar en el pSym. Las mutantes y

fusiones transcripcionales obtenidas fueron evaluadas en simbiosis y vida libre.



Objetivo general.

Identificar nuevos elementos genéticos del pSym de R. tropici CFN299 involucrados en

la vida simbidtica y saprofitica de esta bacteria fijadora de nitrégeno.

Objetivos particulares.

e Generar un banco de mutantes y fusiones transcripcionales del plasmido
simbiotico de R. tropici CFN299.

e Anadlisis de mutantes y fusiones transcripcionales del pSym en vida libre y
simbiosis.

e Identificacion de los genes codificados en el pSym involucrados en vida libre y

en el proceso simbidtico R. tropici-Phaseolus vulgaris.
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Materiales y métodos.

Cepas y plasmidos.

Las cepas y plasmidos utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas y pldsmidos utilizados en este estudio.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia

Escherichia coli
®80d/lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rmy") phoA GibcoBRL™

DH5a SupE44 A-thi-1 gyrA96 relA1 Nal'.

HB101 SupE44hsdS20(r, m ) recA13ara-14proA2lacY1galk2rpsL20xyl-5mtl-1St'. GibcoBRL™

TOP10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 InvitrogeneTm
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG.

DH5a F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15 NlacX74 recA1 endA1 Hernandez-Lucas et al.,

(trfA) araD139 A(ara, leu)7697 galU galK N rpsL nupG dhfr trfA278D Ap'. 2002

Rhizobium tropici

CFN299 Nal'. Martinez-Romero et al.,
1991

Martinez-Romero y

CFN299-10 Derivado de CFN299 A200 Kb del pSym sin el pB. Nal'". Rosenblueth, 1990

Plasmidos

VO155 Replicén derivado de pUC19 con un terminador trpA Alac uidA gus aph. 382 Oke, V., y S. R. Long.
p pb del replicon pBSL237. Nm' Km' Ap'. 1999
pRK2013 Replicon ColE1 con region de transferencia RK2. Nm" Km'". Figurski ef al., 1979
pBACA317 550 Kb del pSym Rhizobium tropici CFN299 clonado en pBAC456 Cm' Sp'. ?gégandez'l‘ucas et al.,
pBACA303 390 Kb del pSym R. tropici CFN299 clonado en pBAC456 Cm’ Sp' St" gl()eégandez'LucaS et al,
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Condiciones de crecimiento.

Las cepas de Escherichia coli se cultivaron en medio LB, las cepas de Rhizobium tropici
CFN299 fueron crecidas en PY. Los antibidticos usados en este trabajo se muestran en la
Tabla 2. Las cepas de Escherichia coli y Rhizobium tropici CFN299 fueron crecidas a
30°C.

Tabla 2. Antibidticos utilizados en este trabajo.

Solucién Concentracion Concentracion
Nombre Solvente concentrada para E. coli para R. tropici
(mg/ml) (ng/ml) CFN299 (pg/ml)
Acido Nalidixico NaOH
(Nal) 0.1 M 30 20 20
Neomicina (Nm) H,O 100 30 30
Cloranfenicol Etanol 95% 10 10 10
(Cm)

Construccion de una libreria de mutantes y fusiones transcripcionales del pSym de

Rhizobium tropici CFN299.

Los plasmidos de alto peso molecular (pBACA317 y pPBACA303) fueron purificados por
columnas utilizando el kit de QIAGEN Large-Construct kit (Num. Cat. 12462). Los
plasmidos de bajo peso molecular (pVO155) fueron purificados seglin el protocolo de las
columnas High Pure Plasmid Isolation Kit (Num. Cat. 1 754 785) de Roche. E1 ADN
gendmico bacteriano fue obtenido segin el protocolo de GenomicPrep™ Cells and Tissue

ADN Isolation Kit (Num Cat 27-5237-01) de Amersham Biosciences.

Nebulizacion de ADN.

En tubos eppendorfs se colocaron por separado 10 pg de ADN de los plasmidos
pBACA317 y pPBACA303. Se les agreg6 852 ul TE 10:1, 100 pl de glicerol al 10% estéril
para un volumen final de 1 ml, esta mezcla se transfiri6 al nebulizador (Num Cat. 9973

Omron).

Al tanque de nitrogeno gaseoso se le reguld la presion de salida a 19 psi. Con la presion

constante, se conecto el nebulizador a la manguera del tanque durante 45 seg. Transcurrido
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el tiempo, la muestra se concentrd por centrifugacion a 1000 rpm durante 15 segundos y se
coloco en un tubo eppendorf, agregando un volumen de acetato de amonio 2.5 M y 2.5

volumenes de etanol absoluto dejandolo dos dias a -70°C.

Transcurrido el tiempo se centrifugd 30 min a 12,000 rpm, se tir6 el sobrenadante y el
paquete de ADN se lavo con 200 ul de etanol al 70%, se centrifugd 10 min a 12,000 rpm,
repitiendo este procedimiento dos veces. Por ultimo, se dejo secar durante 10 min a
temperatura ambiente. Resuspendiendo en 25 pl de agua HPLC estéril. Estos 25 pl se
visualizaron en un gel de agarosa de bajo punto de fusion (No. Cat A3038 Sigma-Aldrich)
al 0.8% TAE 1X, purificando la banda de 850-3000 pb segun el protocolo de QIAquik Gel
Extraction kit resuspendiendo en 25 pl (No. Cat. 28704 de QIAGEN).

Para cuantificar la cantidad de ADN se colocaron 995 ul de agua estéril en un tubo
Eppendorf y 5 pl del ADN, se mezcla en el vortex. La muestra se coloca en la celda de
cuarzo (No. Cat. C8425 Sigma) y se mide a 260 nm de absorbancia en el
espectrofotometro. Tomando en cuenta la absorbancia se hace una relacion con la siguiente

formula para saber la concentracion de la muestra.

1 Densidad optica (DO) = 50 pg de ADN

(X DO) (50 pg) /5 ul =X pg/ul
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Reparacion de los extremos 5" y 3° de ADN.

El ADN nebulizado y purificado del gel, junto con el vector pVOI155 linearizado con
enzimas de restriccion, se les realizd una reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

modificada para repara sus extremos 5" y 3°. Tabla 3.

Tabla 3. Reparacion de los

extremos 5’y 3 por PCR.

Reaccion

de PCR

25 ul ADN Nebulizado (0.230pg/ul)
5 pul Amortiguador Polimerasa Ty
1 ul Polimerasa T4 (5 Uni/ul)
1 pl Polimerasa Klenow (5 Uni/ul)
2.5 pl Nucleétidos (ANTPs) 10 mM

25 ul Vector linearizado (0.179ug/pl)
5 pul Amortiguador Polimerasa Ty
1 ul Polimerasa T4 (5 Uni/pl)
1 ul Polimerasa Klenow (5 Uni/ul)
2.5 pl Nucleotidos (ANTPs) 10 mM

15.5 ul Agua
50 pl Total

15.5 ul Agua
50 pl Total

Programa de PCR
30min 12 °C

30 min 25°C

10 min 70°C

Defosforilacion del plasmido pVO155.

Al tubo que contenia los 50 pl del plasmido pVO155 reparado, se le agregaron 0.5 uL de
fosfatasa alcalina (Invitrogen), dejando incubar media hora a 37°C. Transcurrido el tiempo
la fosfatasa alcalina se inactivdo a 55°C 30 min, posteriormente se agregaron 5.6 pl de
EGTA 250 mM pH 8.0 dejandolo en reposo durante 20 min a 65°C y a -20°C toda la noche,
después se limpid y resuspendid en 10 pl de agua grado HPLC.
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Ligacion de ADN.

El ADN nebulizado y reparado junto con el vector reparado y defosforilado fueron ligados

entre si segun la Tabla 4.

Tabla 4. Reacciones de ligacion.

DNA nebulizado 1 ul (215 ng/pl) 1 ul (215 ng/pl) 0l

Vector pVO155 linearizado y reparado 0.5 pl (171 ng/ul)  0.75 ul (147 ng/ul) 1 pl (171 ng/pl)
Amortiguador 10X 1.5l 1.5l 1.5l

Enzima Ligasa (10 unidades/pl) 0.5 ul 0.5l 0.5ul

Agua 11.5 pl 11.25 ul 12.0 pl

Total 15 ul 15 ul 15 ul

Los reactivos utilizados son de Invitrogen

Las ligaciones se incuban a 16°C, 16 hrs en la maquina de PCR. Transcurrido el tiempo las

reacciones fueron limpiadas y posteriormente concentradas por evaporacion a 10 ul finales.

Limpieza de ADN.

Los ADN's provenientes de una digestion, nebulizacion y ligacion a limpiar se llevaron a
500 pl de volumen final con Butanol grado HPLC en un tubo Eppendorf, mezclando en un
vortex, hasta que la mezcla se tornara blancuzca. Centrifugando 10 min a 13,200 rpm a
temperatura ambiente. A los tubos se les retird6 el sobrenadante con una micropipeta
teniendo cuidado de no llevarse la pastilla de ADN. Posteriormente, el paquete de ADN fue
lavado con 1 ml de etanol 70%, repitiendo la centrifugacion y lavado dos veces. Por tltimo,
los tubos se decantan y son secados en un SAVANT durante 5 min, resuspendiendo la

pastilla en 10-20 pl de agua HPLC estéril.

Electroporacion.

En una celda de electroporacion con 1 pl de cada ligacion se le agregd 100 ul de células
competentes TOP10B y a los duplicados se les agregd 100 pl de HB101. Cada una de las
celdas fue colocada en el electroporador BioRad GenePulser” IT con 25 pF de capacitancia,
200 Q de resistencia y 2.5 kV de voltaje. Después de electroporar a cada una de las celdas

de electroporacion se les agregé 1 ml de medio liquido SOC (2% de Triptona, 0.5% de



Materiales y métodos

Extracto de levadura, Cloruro de Sodio 10 mM, Cloruro de potasio 2.5 mM, Cloruro de
magnesio 10 mM, Sulfato de magnesio 10 mM y Glucosa 20 mM). Se coloc6 el contenido
de la celda en un tubo de ensayo estéril dejandolas 5 min a 37°C en agitacion. Transcurrido
el tiempo, los tubos se transfierieron a hielo. Plateando 100 pl de cada transformacion en

cajas de petri LB Nm30 esto se hizo por triplicado, incubando a 37°C 18 hrs.

Perfil de plasmidos tipo Eckhardt.

Las recombinantes obtenidas se analizaron (1000 clonas) por medio de la técnica de
Eckhardt, para determinar si contenian fragmentos clonados. Cada una de las colonias
obtenidas fue tomada con un palillo de madera, para ser sembrada en una caja de Petri con
LB Nm30, lo que queda en el palillo fue colocado en un tubo Eppendorf con 0.5 ml de
Sarcosyl (N-laurylsarcosine) 0.3%, TBE 1X frio (10.8 gr Trizma base, 0.93 gr EDTA., 5.5
gr Acido borico, aforado a un litro con agua bidestilada), posteriormente se centrifugaron a
13,200 rpm durante 1 min. Los tubos se decantaron y al paquete celular se les agregaron 20
ul de la solucion E1 (10% de sacarosa, grumitos de lisozima y 100 ul de RNAsa 8 mg/ml
en TBE 1X) mezclando el contenido tres veces con la micropipeta. La muestra se cargd en
un gel de agarosa-SDS (10%), TBE 1X (0.85%) previamente preparado y se dejo correr
durante media hora a 5 Volts, transcurrido el tiempo el voltaje se aumentéa 80 Volts
dejandolo tres horas mas. Para visualizar los plasmidos, el gel se lavo con agua bidestilada
y posteriormente se tid con bromuro de etidio en solucion durante 10 min. El gel fue
destefiido con agua durante media hora. Una vez destefiido se le tomo la foto en el Eagle
ligth IBM. Las colonias positivas fueron purificadas en cajas de LB Nm30 tres veces,
posteriormente, se hizo un cultivo de 18 hrs en 3 ml LB liquido con el antibidtico
respectivo, de ese cultivo se tomaron 600 pl y se pusieron en un criovial (Amersham)

agregandole 600 ul de 14% DMSO-LB, para su almacenamiento a -70°C.
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Diseiio de oligonucleotidos.

Se utilizo el programa OLIGO 4.06 de Macintosh (tomando como base la secuencia del
pVO155) Tabla 5; los oligonucledtidos disefiados son complementarios a la secuencia que
flanquea el sitio multiple de clonacion del plasmido pVO155, con un alto contenido de G-C
y cuya Tm (temperatura 6ptima de hibridacion de los oligonucledtidos con el DNA blanco)

es mayor a 65°C.

Tabla 5. Oligonucleotidos disefiados para secuenciacion y amplificacion del fragmento clonado en el
plasmido pVO155.

Nombre Secuencia 5°-3’ Tm | Uso

pVO155-1 | GGGTTGGGGTTTCTACAGGAC | 66°C | PCR/Secuencia
pVO155-2 | TCCCCAGCCCGCCTAATGAGC | 70°C | Secuencia
pVO155-3 | GATGCTCGTCAGGGGGGCGGA | 66°C | PCR

Para la secuencia completa de cada fragmento de ADN clonado en el pVO155 se disefiaron

oligos individuales.

Determinacion del tamaiio de los fragmentos del pSym clonados en el vector pvVO155.

El tamafio de los fragmentos clonados fue determinado por la técnica de PCR. Los

plasmidos fueron purificados y se les realizo un PCR. En un tubo Eppendorf de 0.2 ml se

coloco la siguiente reaccion:
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Reaccion de PCR

5 pl ADN Plasmidico Programa de PCR

5 Wl Amortiguador PCR 10X* 95 OCO 2 min

3 ul MeCl 50 mM* 22 g i min

D uEdNTPs 10 mM* 72°C2min (- 34Ciclos
1 ul Oligo pVO155-1 (10 pmol/pl) 72°C 2 min

1 ul Oligo pVO155-3 (10 pmol/pl) 49C o

0.5 ul Taq Polimerasa*

33.5 pul Agua
50 pl Total

* New England Biolabs
** Invitrogen

Transcurrido el tiempo de reaccion, las muestras se visualizaron en un gel de agarosa 1%

TAE 1X tefiido con bromuro de etidio.

Secuenciacion de ADN.

Los plasmidos de las clonas de E. coli fueron purificados (vide supra) y su integridad se
analizo en un gel TAE 1X agarosa 0.8%. Posteriormente, en un volumen final de 16 pl, se
colocaron 100 ng/ul de ADN y 10 pmol/ul de los oligonucle6tidos pVO155-1 6 pVO155-2.
La secuenciacion se llevd a cabo por el sistema automatizado Taq FS Dye Terminator
Cycle Sequencing Fluorescence-Based Sequencing, en la unidad de Secuencia del Instituto

de Biotecnologia, UNAM.

Bioinformatica.

La identificacion de los ORFs clonados en el vector pVO155 se llevo acabo en el programa

BLASTX (http:www.ncbi.nlm.nih.govVBLAST)).
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Cruzas triparéntales.

Para obtener una libreria de mutantes y fusiones transcripcionales, mediante recombinacion
sencilla se realizd una cruza triparental entre las E. coli preseleccionadas que contienen
regiones del pSym (cepa donadora), Rhizobium tropici CFN299 (cepa receptora), y una E.
coli que cuenta con el plasmido ayudador pRK2013.

Previo a la transferencia, las cepas se crecen en 5 ml de medio de cultivo liquidos toda la
noche a 30 °C. En PYCa cepa receptora, en LBNmM30 cepa donadora y ayudadora.
Transcurrido el tiempo se tomo 1.5 ml del cultivo de la cepa receptora, 0.75 ml de los
cultivos de la cepa donadora y ayudadora. Se centrifugaron 1 min. a 14,000 rpm, retirando
el sobrenadante, el paquete celular de cada tubo se resuspende en 0.15 ml de NaCl 0.85%.
De estos tubos se tomaron 50 pl de la cepa donadora, 50 p de la cepa ayudadora, 100 ul de
la cepa receptora y se colocaron en un tubo eppendorf mezclandolo lentamente. Toda la
mezcla en forma de gota, se coloco en una caja con medio PYCa so6lido. Como control en
una caja de PYCa dividida en tres, se colocaron 50 pl de la cepa donadora, 50 pl de la cepa

ayudadora y 50 pl de la receptora. Todas las cajas se incubaron 24 hrs a 30°C.

Transcurrido el tiempo, se tomo toda la gota con un aplicador de madera y se coloco en un
tubo eppendorf al cual se le agregan 1 ml de NaCl 0.85% para resuspender las bacterias. De
esta mezcla se platean diluciones de 107, 10,107 por triplicado en cajas de PYCa Nal20

Nm30. Como controles se platea también una caja de LB sin antibioticos.

Ensayo tipo Southern blot.

El ADN genomico de las clonas de interés de R. tropici CFN299 fue purificado y digerido
con Hind 11T (No. Cat. RO104S New England BioLabs). Las digestiones se corrieron en un
gel de agarosa 0.85% TAE 1X, y se tom6 una fotografia. El gel se transfirio a una
membrana de Nylon™. La membrana totalmente seca, se coloco en el Stratalinker durante

1 min para que el ADN termine de adherirse a la membrana de Nylon"™. La sonda se marcd
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segiin el protocolo del sistema Rediprime "™ II (Amersham Biosciences No. Cat.

RPN1633).y el Southern blot se llevé a cabo en condiciones de alta severidad.
Curvas de crecimiento.

En tubos de 3 ml de medio PYCaNm30 fueron inoculadas las cepas de interés, incubandose
en agitacion constante a 30°C, 20 hrs. Transcurrido el tiempo se midi6 la densidad dptica
de los cultivos y se realizaron subcultivos de 50 ml a 0.02 OD, colocandolos en agitacion a
30°C. Cada 3 horas se determind la densidad optica. Los resultados se graficaron con el

programa EXCEL 3.0 de Microsoft.

El crecimiento de R. tropici en distintas fuentes de carbono fue determinado de la siguiente
forma: se picaron colonias aisladas en medio minimo Tully’s solido (Tabla 6)
suplementado con distintas fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, succinato, glioxilato y

glicolato 10 mM).

Tabla 6. Medio minimo Tully’s suplementado con distintas fuentes de carbono.

Medio Minimo Tully’s

Compuesto Concentracion por litro
NH4 SO4 15 Mm

MgSO,7H,0 0.7 mM

CaCl, 0.4 mM

NaCl 20 mM

Stock de Minerales 10 ml

MOPS 40 mM

K,HPO, 2.5 mM

Stock de vitaminas 1 ml
Fuente de carbono 10 mM

Stock de Minerales
EDTA 20 mg/1
FeSO,7H,0 12 mg/1
H3BO3 5 mg/l
Na,MoO,-H,O 0.8 mg/1
ZnS0O, 7H,0 0.24 mg/1
CuS0O4'5H,0 0.16 mg/1
CoCl,'6H,0 0.1 mg/l
KI 1 mg/l

Stock de Vitaminas
Biotina 10 mg
Acido nicotinico 10 mg

10
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Tiamina 10 mg
Pantotenato 20 mg
Pirodoxina 5mg
Aforarlo a 10 ml con agua bidestilada

Determinacion de la actividad especifica de la enzima B-glucoronidasa en Rhizobium,

vida libre.

Una colonia aislada de la cepa de interés se inocula en 3 ml de medio PYCaNm30,
posteriormente se incuban toda la noche a 30 °C en agitacion. Al dia siguiente se hizo un
subcultivo en 100 ml de medio PYCaNm30 con una densidad 6ptica de 0.02, incubando en
agitacion a 30 °C. Se tomaron alicuotas de 1 ml por duplicado cuando los cultivos llegaron

auna OD de 0.2, 0.5, y 1.0, las muestras se centrifugan y se les retira el sobrenadante.

Las células fueron resuspendidas en TCA saturado (1vol TCA : 1 vol agua) y almacenadas
a -70°C, una muestra de 1 ml fue utilizada para medir la concentracién de proteinas por el
método de Lowry. Las células de la segunda muestra fueron resuspendidas en 1 ml de
solucion MM-salts (MgSO4 0.01 gr, K;HPO4 0.022 gr en 100 ml de agua), posteriormente
se adicionaron 30 ul de SDS 0.1 % y 60 pl de cloroformo, se agitd en vortex, dejando en
reposo 5 min hasta que se obtuvieron dos fases. En tubos Eppendorf limpios se colocaron
400 pl de una solucion (50 mM KP Buffer pH 7.0; 5 mM DTT; 1 mM EDTA pH 7.5y 12.5
ul de 100 mM PNPG/ml) que contiene un substrato cromogénico llamado 4-nitrofenil-p-D-
glucoronico este sustrato sirve para la deteccion de la actividad enzimatica de [-
glucoroniadasa dando una coloracion amarilla. Los tubos se colocaron en un termomixer a
37 °C, posteriormente se agregaron 100 ul de las células permeabilizadas teniendo cuidado
de no llevarse el cloroformo, los tubos se incubaron, 0, 30, 60 y 90 minutos, transcurrido el

tiempo se colectan 100 ul y se transfieren a eppendorfs con 800 ul de 0.4 M Na,COs.

La actividad se calcula determinando la velocidad de reaccion en nanomoles de producto

por minuto por unidades ODs4 segun la siguiente férmula:

11
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R:S/(O x VxO. D540)

O = Es el coeficiente de extincion molar de PNPG (0.02)
V = Volumen ensayado (0.1 ml)

S = Unidades O. D4ps por minuto

R=Resultado

La actividad de la enzima B-glucoronidasa se reporté como actividad especifica, para esto
se hizo una determinacion de proteinas totales por el método de Lowry. El resultado se

integro a la formula anterior:

R=S/(O x V x mg proteina/ml)=nmol/ O. D4ps min/mg proteina

Ensayos experimentales con plantas leguminosas.

Germinacion de semillas Leucaena leucocephala y Phaseolus vulgaris, Negro jamapa.

En un matraz de vidrio fueron colocadas 100 semillas de Leucaena leucocephala,
posteriormente se agregaron 50 ml de 4cido sulftrico, durante 15 min se agita lentamente;
trascurrido el tiempo el acido se elimina, las semillas se lavan con agua corriente,

exhaustivamente.

Las semillas escarificadas se traspasan a cajas de Petri y se cubren con hipoclorito de sodio
comercial al 5% durante 15 min, posteriormente las semillas se lavan con agua estéril, hasta
retirar el aroma a cloro, 19 a 20 semillas son colocadas en cajas de agua-agar 0.75%

incubando a 29°C en obscuridad durante 72 hrs.
Las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris, Negro Jamapa) fueron colocadas en una caja de

petri para ser esterilizadas con etanol al 75% durante 5 min, hipoclorito de sodio comercial

al 5% durante 15 min, finalmente se enjuagan con agua bidestilada estéril 5 veces. En cajas

12



Materiales y métodos

de Petri que contienen agar-agua al 0.75% se colocan de 21-25 semillas. Posteriormente las

cajas se incuban tres dias a 28°C en obscuridad para que las semillas germinen.

Obtencion de exudados de raiz.

En el interior de un vaso de precipitado de 500 ml se colocd un soporte de plastico para
plantulas, 200 ml de solucién Fahraeus (Fahraeus; 1975; Na,HPO42H,O 0.4 mM,
KH,POy4, 0.7 mM, CaCl, 6 mM, MgSO4*7H,0 0.4 mM, CsHgO7xFexNH; 20 uM, 1ml por
litro del stock de trazas (2.86gr H3BO3, 2.03 gr. MnSO4+4H,0, 220 mg ZnSO4+7H,0, 80
mg CuSO4+5H,0, 80 mg NaMoO4*H,O aforado a un litro de agua) el recipiente se cubrid

con un tapon de gasa-algodon, envolviendo todo en aluminio, por ultimo se esteriliza.

En el vaso de precipitado preparado antiormente se colocaron por separado 30 plantulas de
frijol y 30 plantulas de Leucaena leucocephala, el vaso se cubre con una bolsa de plastico
negra. Para determinar si las plantulas que se introdujeron al vaso de precipitado estaban
contaminadas, cada una de las raices, fue colocada momentaneamente en una caja con

medio LB y en otra con medio PY incubandose a 29°C toda la noche.

En uno de los experimentos se simuld una de las etapas tempranas del proceso simbidtico
de Rhizobium tropici con sus hospederos segun el siguiente protocolo: en uno de los vasos
de precipitados preparado como se indica antiormente, agregamos una concentracion de
Rhizobium tropici CFN299 1x107, posteriormente plantulas y bacterias fueron incubadas
en un cuarto de crecimiento de plantas con un fotoperiodo de 12 hrs luz por 12 hrs de
oscuridad, durante 72 hrs a 26-29 °C.

Transcurrido el tiempo, se tomaréon 25 ml de medio de cultivo de cada una de las
condiciones (aqui se encuentran los exudados de raiz) y se adicionaron a 75 ml de medio
solido PYCa con 0.05 mg/ml de glucoronidasa, las placas contienen los antibidticos Nal20
y Nm30. Los exudados de raiz fueron plateados en medios ricos para determinar que no

estuvieran contaminados
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Ensayos de nodulacion.

Las plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris, Negro Jamapa) se colocan en matraces de 250
ml con 200 ml de medio Fahraeus (Fahraeus, 1957) solido, posteriormente son inoculadas
con Rhizobium a una concentracion de 1x10” bacterias; incubandolas en el cuarto de
crecimiento con fotoperiodo de 12 hr luz-12 hr oscuridad a 27-29°C durante 21 dias. Las

plantulas se revisan cada 5 dias, para evaluar el proceso de nodulacion.

Aislamiento bacteriano de nédulo.

Nodulos de 10, 15 y 21 dias postinoculacion (dpi) fueron colocados en cajas de Petri con
etanol 70%, 1 min, posteriormente se agrega una solucion de hipoclorito de sodio comercial
al 5% durante 5 min, finalmente se lavan con agua estéril 5 veces. Para asegurar que la
esterilizacion fue efectiva, los nédulos son tomados con una pinza estéril y rodados en cajas
de Petri con PYCa. Los nodulos son colocados en un tubo eppendorf con 1 ml de NaCl
0.85%. El contenido de este tubo es homogenizado con un aplicador de madera estéril.
Plateando 100 pl del macerado en cajas de PYCa con sus respectivos antibidticos

incubando 48 hrs a 30 °C.

Prueba de reduccion de acetileno.

La fijacion bioldgica de nitrogeno se analiz6 por una prueba indirecta utilizando la técnica

de reduccion de acetileno.

A las plantas de Phaseolus vulgaris, Negro Jamapa de 21 dpi, se les retir6 la parte aérea
(hojas y tallo), las raices junto con los nédulos fueron introducidas en un vial de vidrio, el
recipiente se cubre con un tapon de pléastico. Con una jeringa se obtienen 600 pl de aire, los
cuales son subtituidos por 600 pl de carburo de calcio, incubando 1 hr a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, con una jeringa se tomaron 500 pl de la mezcla de gases

que hay en el vial y se inyectan en la columna del cromatografo de gases Varian 3300
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(Burris, 1972). Para determinar la concentracion de reduccion de acetileno se tomd en
cuenta la siguiente ecuacion:

X=W/V

W = drea bajo la curva obtenido en el reporte del cromatdgrafo

V =volumen del vial de vidrio (39.06)
puM = ((X )(0.0093)(74.8)) / 1000
X=Resultado de la formula previa.
Los resultados se graficaron en el programa Microsoft Office Excel 2003.
Deteccion de la actividad de la enzima B-glucoronidasa en nédulos de 10, 15 y 21 dpi.
En un vial de vidrio con 5 ml de soluciéon A (Tabla 7) se introdujo la raiz nodulada de
Phaseolus vulgaris, Negro Jamapa de 10, 15 y 21 dpi; los viales fueron tapados con
parafilm y cubiertos por completo con aluminio para impedir el paso de la luz. Los viales se
incuban 24 hrs a 37°C. Transcurrido el tiempo, fue analizada visualmente la deteccion de la

enzima B-glucoronidasa en nédulos.

Tabla 7. Solucion A.

5 ml Amortiguador de fosfatos de sédio pH 7.0 1M
5 ml EDTA 10mM
5 ul Tween 20
50 pl Tritén x-100
2.5 mg de X-glu disuelto en 50 ul DMSO
39.9 ml Agua estéril
50 ml Total
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Resultados.

Generacion de un banco de mutantes y fusiones transcripcionales del plasmido

simbiotico de Rhizobium tropici CFN299.

Con el objetivo de generar un banco de mutantes y fusiones transcripcionales del plasmido
simbiotico de Rhizobium tropici CFN299, el ADN plasmidico de las clonas pPBACA303 y
pBACA317 fueron purificados y nebulizados, posteriormente se visualizaron en un gel de

agarosa seleccionando la region de 850 a 3000 pb, esta region fue cortada y purificada.

Los extremos del ADN nebulizado y el vector pVO155 linearizado fueron reparados y solo
el pVOI155 fue defosforilado (ver materiales y métodos). La integridad de los ADN

purificados y utilizados en las reacciones de ligacién se muestra en la Figura 1.

3000 pb -

850 pb -

Fig. 1. ADN utilizado para la generacién de un banco de mutantes. 1 Kb) Marcador de peso
Molecular 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen). A) Fragmento de ADN nebulizado pPBACA317. By
C) ADN plasmidico (pVO155) linearizado.

Estos ADN se ligaron y transformaron en células DHS5a, HB101 y TOP10B,
seleccionando las transformantes con neomicina. El resultado de la transformacion fue la
obtencion de 5000 clonas transformantes. Sin embargo, el plasmido pVO155 no presenta
una seleccion positiva por lo que fue necesario verificar la integracion del fragmento del

pSym al vector por medio de un analisis de perfil de plasmidos (Figura 2).

25



Resultados

R L s b R T T —

Fig 2. Perfil de plasmidos tipo Eckhardt. Analisis de E. coli transformadas con el plasmido
pVO155 conteniendo fragmentos clonados del pSym, carriles 1-9, 11-14. Carril 10, E. coli con
el plasmido pVO155. Gel de agarosa TBE 1X (0.85%) tefiido con bromuro de etidio.

Las clonas que presentaban una banda mayor al pVO155 (carril 10) fueron seleccionadas
como positivas, obteniendo 618 clonas positivas de 1000 clonas que se analizaron. Para
verificar el tamafio del fragmento clonado se utilizaron oligonucleodtidos (ver materiales y
métodos) para realizar PCR, los resultados de estos experimentos muestran que la mayoria
de las clonas contienen, fragmentos clonados entre los 850 y 3000 pb como era de esperarse
(Figura 3). Como control de amplificacion se utilizé el plasmido pVO155 sin inserto,
cualquier fragmento superior al generado por la amplificaciéon del pVO155 es una clona

con un fragmento del pSym.
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3000 pb-

1000 pb-

Fig 3. Amplificacion de ADN por el método de PCR de clonas preseleccionadas por perfil de
plasmido (1Kb) Marcador de peso molecular 1Kb Ladder (New England, Biolabs). 1-13,
Clonas positivas. 14, Plasmido pVO155 sin inserto. Gel de TAE 1X agarosa 1 % tefiido con
bromuro de etidio.

La biblioteca de mutantes y fusiones transcripcionales de Rhizobium tropici CFN299
fue generada a partir de la biblioteca de E. coli que contenia el plasmido pVOI155
conteniendo fragmentos al azar del pSym. Estas construcciones fueron transferidas por
conjugacion (triparental) a la cepa CFN299 (materiales y metodos). El plasmido pVO155
no se replica en Rhizobium tropici, por lo que al contener un segmento del pSym, éste se
integra a su homologo silvestre por recombinacion sencilla. Dando como resultado fusiones
transcripcionales (A, B), fusiones transcripcionales-mutaciones (C), como se muestra en la

Figura. 4.
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Fusion A

DNA pSym

1 Promotor ATlG 500pb
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DNA silvestre
pSym

R. tropici
CFN299

oriT

ATG ATG TGA
Promotor | | gusA Nm" Promotor
feeccccceed -_-_:...............1...........|...:
! 500pb 1 wt

Fusion B

TGA
700 1300
L |
-~ ot
DNA pSym
R. tropici I
CFN299
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ATG TGA TGA
« Promotor 7;00 DNA pSym l3(l)0 gusA Nm' l:
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.  } | |
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DNA wt
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e r
Fusion C
5.00 DNA pSym 1090
I' n
DNA pSym
R. tropici HEPTT
CFN299 .
gusA4
pVOl155
6.5 Kb N
oriT
ATG ) TGA
. Promotor | . | usA Nm" L R
Seccccccccchocccne h—-—.-.................. cescsely
500pb 1000pb 500pb 1000pb

DNA wt

Fig 4. Eventos de recombinacion. Fusion A; fragmento que cuenta con un promotor y el ATG
de un gen clonado en el vector pVO155. Fusioén B; clonacion en pVO155 de un segmento
interno conteniendo el TGA. Fusion C, Fusion transcripcional-mutacion; el vector posee un
fragmento interno dando origen a una proteina truncada.

Estos ejemplos ilustran lo que se puede esperar genéticamente con esta metodologia.
Mediante esta estrategia se construyd una libreria de mutantes y fusiones de Rhizobium

tropici CFN299.

Se realizaron 210 cruzas triparentales obteniendo 136 transconjugantes de Rhizobium
tropici CFN299 capaces de crecer en medio selectivo PYCa Nal20 Nm30. Después de la
purificacion de las clonas en medio selectivo se les realizé un ensayo tipo Eckhardt a las
136 clonas, para visualizar los patrones de los plasmidos de R. tropici CFN299 y verificar
que estas clonas no presentaran ninguna delecion o rearreglo en algun plasmido (Figura 5).

Todas las clonas presentan un patron de corrimiento muy similar al de la silvestre.
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CFN299-10
RH245
RH253
RH269
RH406
RH299
CFN299-10
RH370
RH361
RH246
RH247
RH257
RH289
RH354

o
=
Q
r4
[<9)
]

Megaplasmido 1500 Kb e =
pSym 600 Kb
pB240Kb= =

pPA18OKb

N

CFN299-10
RH323
CFN299
CFN299-10 -
RH325
RH363
RH387
RH404
RH257
RH260

RH324

RH321
RH340
RH261

Megaplasmido 1500 Kb
pSym 600Kb &
pB240 Kb =

pA 180 Kb

Figura 5. Perfil plasmidico tipo Eckhardt de 22 clonas recombinantes de Rhizobium tropici
CFN299. CFN299, cepa silvestre R. tropici; CFN299-10, R. tropici A200 Kb del pSym sin el
pB. Gel de agarosa TBE 1X (0.85%) tefiido con bromuro de etidio.

Para verificar que no hay dos copias del vector pVO155 se realiz6 un Southern blot a 22
clonas (RH245, RH246, RH247, RH253, RH256, RH257, RH260, RH261, RH269, RH289,
RH321, RH323, RH324, RH325, RH340, RH354, RH361, RH363, RH370, RH387,
RH404, RH406) que presentaron fenotipo de interés en vida libre y en simbiosis. So6lo la

clona RH289 presenta dos copias del plasmido pVO155 (Imagen no mostrada).
Caracterizacion de clonas recombinantes Rhizobium tropici CFN299 en vida libre.

Para cumplir con otro de los objetivos del trabajo, a 136 clonas del banco de Rhizobium

tropici CFN299 se les realizé un analisis funcional en vida libre y en simbiosis.
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Para determinar la expresion genética en vida libre, se utilizaron cajas suplementadas con
distintas fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, succinato, glioxilato y glicolato 10 mM) y

X-glu.

En esta serie de experimentos los analisis determinaron que el crecimiento de las clonas en
placa con respecto a la silvestre es el mismo, sin embargo 8 clonas (RH257, RH260,
RH323, RH324, RH325, RH363, RH387 y RH404) presentan actividad de la enzima [-
glucoronidasa en cada una de las distintas fuentes de carbono incluyendo el medio PYCa

(Figura no mostrada).

A estas clonas se les realizo una curva de crecimiento en condiciones de agitacion a 29°C;
esto se llevd a cabo por triplicado en ensayos independientes comparando los resultados

con la cepa silvestre.

Los experimentos demuestran que todas las cepas presentan el mismo comportamiento

como se observa en la Grafica 1.

Crecimiento en mediorico (PYCa)

= i
g 1 -
-
'
=
=
£
a
O 01 1
s -y
“ —+—CFN299 — RH257 —o— RH260
i RH323 RH324 . RH325
—+RH363 —— RH387T —— RH404
DD1 T T T T T T
0 3 B 75 9 12 15 25
Tiempo (hrs)

Grafica 1. Curva de crecimiento de las transconjugantes de Rhizobium tropici
CFN299 en medio PYCa en agitacion.
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Actividad especifica de la enzima B-glucoronidasa.

La actividad especifica de la enzima B-glucoronidasa se determin6 en las clonas RH257,
RH260, RH323, RH324, RH325, RH363, RH387 y RH404, (ver materiales y métodos) esto

se realiz6 en ensayos independientes por triplicado. Gréfica 2.

Actividad especifica de la enzima [B-glucoronidasa
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Grafica 2. Actividad especifica de la enzima p-glucoronidasa.

Los resultados de deteccion de la actividad especifica de la enzima B-glucoronidasa de
RH257, RH260, RH323, RH324, RH325, RH363, RH387 y RH404 fueron comparadas con
los resultados de las cepas CFN299 silvestre. Se encontr6 que la cepa RH363 presenta
mayor actividad transcripcional de la enzima B-glucoronidasa en fase logaritmica con
respecto a la cepa silvestre. Las cepas RH257, RH260, RH387, RH404 presentan actividad

en la fase estacionaria con respecto a la cepa silvestre.
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Tabla 8. Actividad especifica de la enzima B-glucoronidasa en vida libre (PYCa).

Expresion Expresion

Nombre de la Tamafio en fase en fase

clona de R. fragmento logaritmica | estacionaria

tropici (pb) (0.50.D.) (10.D.)
[nmol/min/mg proteina]

CFN299 - 159.683 245.240
RH257 3117 251.355 1594.459
RH260 3821 865.943 2009.289
RH323 1006 289.344 270.607
RH324 807 543.918 873.989
RH325 1105 248.221 566.303
RH363 1732 2048.374 1469.589
RH387 1419 308.891 1099.069
RH404 1908 880.820 1052.181

Estas clonas se secuenciaron por completo para determinar el gen o genes que se expresan

en estas condiciones.

Expresion genética de Rhizobium tropici en presencia de exudados Leucaena

leucocephala y Phaseolus vulgaris, Negro jamapa.

Se evalud la expresion genética de las clonas mediante el gene reportero gusA4 en presencia
de exudados de leguminosas (frijol y Leucaena) en presencia y ausencia de Rhizobium
tropici CFN299, los exudados fueron incluidos en el medio s6lido PYCa (Ver materiales y

métodos).
De las 136 clonas evaluadas con exudados de raiz junto con el sustrato de la enzima (-

glucoronidasa, solo 8 clonas presentan expresion del gen reportero (Tabla 9), estas bacterias

son las mismas que en los experimentos de vida libre (Tabla 8).
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Tabla 9. Clonas de R. tropici CFN299 que se expresan en
presencia y ausencia de exudados de planta.

Nombre de la clona de | Tamano fragmento
R. tropici CFN299 (pb)
RH257 3117
RH260 3821
RH323 1006
RH324 307
RH325 1105
RH363 1732
RH387 1419
RH404 1908

Cinéticas de nodulacion.

Se inocularon plantas de frijol independientemente con 136 construcciones y monitoreadas
constantemente a lo largo del proceso de nodulacion. Para representar cada una de las
etapas del desarrollo del nédulo se escogieron los dias 10 (no6dulos jovenes), 15 (nédulos
maduros) y 21 (nédulos con el punto méaximo de fijacion de nitrogeno) después de su
inoculacion; en cada uno de estos tiempos los nddulos de una planta fueron recolectados;
estos nodulos se utilizaron para determinar la expresion genética analizando la actividad de
la enzima B-glucoronidasa (Figura 7.A, 7.B. y 7.C). Los resultado muestran que de 136
clonas que se inocularon sélo 14 clonas presentan expresion genética en diferentes dias de

la cinética de nodulacion. Ver Tabla 10.
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Tabla 10. Clonas que presentaron actividad de la enzima B-glucoronidasa en nodulacion.

Cepa | Dias después de su inoculacion (dpi) | Tamafio fragmento (pb)
10 dpi 15 dpi 21 dpi

RH245 Azul Azul Azul 336

RH253 Azul Azul Azul 3871
RH246 - Azul Azul 3015
RH247 - Azul Azul 3111
RH256 - Azul Azul 1279
RH261 - Azul Azul 2193
RH269 - Azul Azul 5000
RH340 - Azul Azul 3500
RH361 - Azul Azul 1606
RH370 - Azul Azul 1994
RH406 - Azul Azul 540

RH289 - - Azul 969

RH321 - - Azul 1333
RH354 - - Azul 1192
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Nodulos de Phaseolus vulgaris inoculados con cepas derivadas de R. fropici CFIN299.

10dpi 15dpi 21dpi

CFN299

RH245

RH253

RH246

RH247

RH256

E . A
Figura 7 A Actividad de la enzima p-glucoromidasa en nodulos de plantas de fiyol de 10, 15 v 21 dias
despues de su moculacion con las clonas CFN299 RH245 RH253, RH246, RH247, RH256 de Rhizobium
tropici CFIN299.
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10dpi 15dpi 21dpi

RH261

RH269

RH340

RH361

RH370

RH406

Figura 7.B. Actividad de la enzima [-glucoronidasa en nodulos de plantas de frijol de 10, 15 v 21 dias
después de su moculacion con las clonas RH261, RH269, RH340. RH361, RH370, RH406 de Rhizobium
tropici CFIN299.
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10dpi 15dpi 21dpi

RH289

Figura 7.C. Actividad de la enzima f-glucoromdasa en nodulos de plantas de frijol de 10, 15 v 21 dias
después de su inoculacion con las clonas RH289, RH321, RH354, de Rhizobium trapici CFIN299.
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Ensayos de reduccion de acetileno.

Se determind la capacidad para reducir acetileno en plantas de Phaseolus vulgaris, Negro
Jamapa, inoculadas con las mutantes de R. tropici CFN299. Se analizaron 136 clonas de R.
tropici CFN299 en dos ensayos independientes, cada clona fue inoculada en 8 plantas de
frijol. Las cepas RH245 y RH323 muestran una disminucion en la fijacion de nitrégeno, a
su vez las mutantes RH262 y RH372 tienen un ligero aumento en la fijacion de nitrégeno

comparado con la cepa silvestre. Ver Grafica 3.

3.5 9

5y
4

Reduccién de acetileno (uM

D T T T ﬁ

CEFN299
EH245
EH252
EHZ=23
EHZ72

Grafica 3. Reduccion de acetileno en nodulos Phaseolus vulgaris, Negro Jamapa (21
dpi) inoculados con derivadas de Rhizobium tropici CFN299.

Las clonas con fenotipos de interés se mandaron secuenciar, para esto se regreso al banco
de E. coli y se realizd una extraccion de los plasmidos correspondientes. Las secuencias

obtenidas fueron comparadas en las bases de datos GenBank. Tabla II. A y B.
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Tabla II. A. Genes del pSym de R. tropici expresados en vida libre.

Nombre
de la
clona de
R. tropici
CFN299

Proteinas
homologas
%
identidad;
marco de
lectura,
tamaiio de la
proteina en
aminoacidos
aa

Funcion de la
proteina

Numero de acceso en
el GenBank Database

Estructura genética
hipotética

RH257
3137 pb

Probable
proteina de
conjugacion y
transferencia
TrbB
Rhizobium etli
CFN 42 (96%,
97%; +2,13)
(325 aa)

Probable
proteina de
conjugacion y
transferencia
TrbC Rhizobium
etli CFN 42
(92%; +1)
(127 aa)

Conjugacion

Conjugacion

GENE ID: 3894883 trbB

GENE ID: 3894882 trbC

95 3
TrbB — TrbC o

ATG TGA ATG TGA

1 74 1049 1144 1413 |

oy

1 325 35 124
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Proteina de
conjugacion y
transferencia
TrbD
Rhizobium etli
CFN 42]
(100%; +3)
(99 aa)

Proteina de
conjugacion y
transferencia
TrbE Rhizobium
etli CFN 42
(96%, 77%;
+1,+2) (818
aa)

Proteina de
conjugacion y
transferencia
TrbJ Rhizobium
etli CFN 42

(92%, 69%,
94%; +2,
+3,+1) (267
aa)

Proteina de
conjugacion y
transferencia
TrbL
Rhizobium etli
CFN 42 (87%;
+3,) (472 aa)

Conjugacion

Conjugacion

Conjugacion

Conjugacion

GENE ID: 3894881 trbD

GENE ID: 3894880 trbE

GENE ID: 3894879 trb]

GENE ID: 3894803 trbL

3 33
N TbD ——— TrbE
ATG TGA ATG TGA
1419 1511 1544 2025
1 31 658 Tib] 9
818 —_
ATG TGA
2000 2706 /
1 239
300
—
/g 3015 3137 &glucoronidasa Nm'
| N |
97 137
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RH260
3821 pb

Proteina de
conjugacion y
transferencia
TraA
Rhizobium etli
(93%; +1, +2)
(1103 aa)
Proteina de
conjugacion y
transferencia
TraF
Rhizobium etli
(85%; +1)
(188 aa)
Proteina de
conjugacion y
transferencia
TraB
Rhizobium etli
(87%; +1, +2)
(387 aa)

Conjugacion y
transferencia de
plasmidos

Conjugacion y
transferencia de
plasmidos

Conjugacion y
transferencia de
plasmidos

GENE ID: 3894789 traAa

GENE ID: 3894790 traF

GENE ID: 3894791 traB

10
! ) Tra F

ATG TGA
2247 2807
[r—

TraA 1 188
ATG TGA ATG °

h 1 2237 | 2800
HE

348 1095 1

Tra B
3821 B-glucoronidasa Nm’

//__—-——II..

340 348

RH323
1006 pb

Fix”

Hidropéroxido
reductasa
putativa
Rhizobium etli
CFN42
(87%; +1)
(537 aa)

RNA
polimerasa
factor sigma
(sigma-54)
Rhizobium etli
CFN42 (76%;
+2) (483 aa)

Transduccion de

sefiales

Modula la
transcripcion

GENE ID: 1005060
RHE_PD00217

GENE ID: 1005059
RHE_PD00218

Hidroperoxido 89
reductasa putativa
ATG TGA ATG N

1 117 206 1006 S-glucoronidasa
ll am MJ—#——-—‘ EEN

139 177 1 265 139

RNA polimerasa
factor sigma
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hipotética en

RH325

RH324
807 pb

SYRB region
5' (ORF4)
Sinorhizobium
meliloti 1021
(68%; +2)
(197 aa)
Proteina
hipotética
SMal697
Sinorhizobium
meliloti 1021

(47%; +3)
(199 aa)

Proteina H
NodH
Rhizobium

Sin caracteriza

Sin caracteriza

Sulfonotransferasa,
proteina de

GENE ID: 1235972 SMal702

GENE ID: 1235968 SMal697

Orf4 35

TGA
1 180

ATG

138 197 1

Proteina hipotética
conservada

ATG

215 772

Resultados

35

TGA

807  P-glucoronidasa Nm'

N
196

401

138

1105 pb

tropici (96%;
+2) (249 aa)
Proteina P
NodP
Rhizobium
tropici (98%;
+2) (299 aa)

Proteina
externa de

nodulacion

Proteina de
nodulacion

sp|P52994[NODH_RHITR

emb|CAA60913.1

NodH
ATG

1 13

TGA ATG
444

142 5

845 105 B-glucoronidasa Nm’
—‘—l—l—ﬁ——-—n (]
1

NodP

1

91

RH363
1732 pb

secrecion
putativa
Sinorhizobium
meliloti 1021
(85%; +2)
(1112 aa)

Transporte sin
caracterizar

GENE ID: 1237315 SMb21543

ATG

188

1194

Proteina externa de
secrecion putativa

1732 B-glucoronidasa
——— "

331

Nm"
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Proteina de
conjugacion G
Rhizobium etli
CFN42 (97%;

+1) (270 aa)

Proteina de
conjugacion H
Rhizobium etli
CFN42 (96%;

+3) (145 aa)

RH387
1419 pb

Proteina de
conjugacion [
Rhizobium etli
CFN42 (95%;

+1) (435 aa)

Conjugacion

Conjugacion

Conjugacion

GENE ID: 3894801 trbG |

GENE ID: 3894800 trbH

GENE ID: 3894799 trbl

TrbG TrbH Trbl
27 16

r A r A

ATG TGA  ATG TGA ATG
1 646 673 1110 1126 1419 B_glucoronidasa Nm"
F | N |
1

I B e B e L ek

50 264 1 145 1 98 50

ATPasa para la
segregacion
del
cromosoma
Roseobacter
sp. AzwK-3b
(65%; -2) (453

RH404 aa)

1908 pb

DNA helicasa,
putativa
Roseovarius
sp. TM1035
(71%; +3)
(1051aa)

Segregacion del
cromosoma

DNA helicasa sin
caracterizar

reflZP_01904937.1

reflZP_01881062.1

ATPasa para la
segregacion del 1151

cromosoma
ATG ATG  ATG

| 1 413 1564 1908 p-glucoronidasa Nm’
Emm *—I—‘—'_——-—F (]

184 47 108 222 184

DNA helicasa
putativa

Estructura hipotética de fusiones transcripcionales del pSym de R. tropici. Las lineas s6lidas de colores representan los genes que conforman la fusion.
Las lineas punteadas corresponden al gen silvestre donde ocurri6 el evento de recombinacion.

Los niimeros en negrillas representan la secuencia en ADN integrado. Los niimeros debajo de la linea corresponden a aminoacidos de la proteina
homologa. ATG y TGA codones de inicio y de término.
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Tabla II. B. Genes del pSym de R. tropici expresados en simbiosis.

Nombre
de la
clona de
R. tropici
CFN299

Proteinas
homologas
(% identidad;
marco de
lectura) (tamafio
de la proteina en
aminoacidos aa)

Funcion de la
proteina

Numero de acceso en
el GenBank Database

Estructura genética hipotética

RH245
336pb

Fix”

RNA polimerasa
factor sigma (sigma-
54)
Rhizobium etli (75%;
+3)

(483 aa)

Regulacion de la
transcripcion

GENE ID: 1005059
RHE_PD00218

Factor sigma-54

ATG Nm" TGA
‘ 136 B-glucoronidasa

“]——-—1"//‘ |

1 483

RH246
3015 pb

Proteina hipotética
RPC 0119
Rhodopseudomonas
palustris BisB18
(57%; +3)

(145 aa)

Proteina hipotética
Smed 3542
Sinorhizobium
medicac WSM419
(75%;
-3,-2) (200 aa)

Proteina hipotética
Bpsel 03002515
Burkholderia mallei
1655 (66%; +1, +3)
(341 aa)
Poly(3-
hidroxibutirato)
depolimerasa

Sin caracterizar

Sin caracterizar

Sin caracterizar

GENE ID: 3971300 RPC_0119

GENE ID: 5324430 Smed_3542

reflZP_01318170.1

Proteina hipotética Proteina hipotética

88
N

TGA
238

65 145TGA 199
Proteina hipotética
Poli(3-hidroxibutiratode

polimerasa
343 403

FATG, )

TGA
/ 1601 2612 3015 |§-%lucoronidasa Nm' .

9 334 65

ATG
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Proteina hipotética

RPC 0119
Rhodopseudomonas
palustris BisB18 Sin caracterizar GENE ID: 3971300 RPC 0119
(66%; +1, +2) Proteina hipotética Proteina hipotética COG3509: Poli(3-hidroxibutirato)
(12;535) RPC 0119 Smed_3542 depolymerasa
88 769 300
Proteina hipotética
Smed 3p 542 ATG TGA ATG TGA
Sinorhizobi | 1 259 347 854 | 1623 2768
RI247 inorhizobium , . EE H_l_[— i | —‘7’| /
3111 pb medicae WSM419 Sin caracterizar GENE ID: 5324430 Smed_3542
p (77%:-3, -2) 58 145 TGA199 31 ATG 9 334
(200 aa)
43
COG3509: Poli(3-
h(iidrmiibutirato) / 3111 B-glucoronidasa Nm*
epolymerasa . EEE
Burkholderita mallei N:Zﬁ:ﬁ;ﬁ?f reflZP_00441471.1
GBS horse 4 (53%; 58
+3), (341aa)
Proteina FixI
Rhizobium Proteina del
leguminosarum bv. proceso de fijacion GENE ID: 4403970 fixI Fix 1 Fix S Proteina externa
viciae 3 (874611 (3838)%; +2) de nitrégeno putativa
75 340 182
. . ATG TGA ATG TGA ATG TGA
Proteina FixS
Rhizobium Proteina del L - 1 408 483 601 | | 941 2163 //
leguminosarum bv. proceso de fijacion GENE ID: 4398959 fixS | | | | | |
viciae+318415(287%; +3, de nitrégeno 616 751 1 46 8 230
RH253 ) (52 22)
2871 pb
Proteina externa Proteina ThiO
putativa estructural de ) 182
Mesorhizobium loti membrana sin GENLID: 1229336 mile ] 27 / \
(72%; +1, +2, +3 +2) caracterizar ATG B-glucoronidasa

(230 aa)

Probable proteina
tiamina biosintesis
oxidoreductasa ThiO
Mesorhizobium loti

(73%; +2) (333 aa)

Metabolismo de
pequeiias
moléculas

GENE ID: 1229051 mll5793

r

2527 2871 Nm
P—__-_F EEERE

1 115 616
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HipA-like HipA-like —3B
RH256 Caulobacter sp. K31 Proteina sin reflZP 01417619.1 ATG TGA
1279 pb (73%; +2) (455 aa) caracterizar Lol Q14176191 1140| 1279 B-glucoronidasa Nm'
|—————-— r EEER
452

Proteina hipotética

tiorf86
Agrobacterium
RH261 tumefaciens (74%; - Sin caracterizar GENE ID: 1224079 tiorf86
2193 pb 2) (154 aa)
Proteina Proteina Proteina
hipotética hipotética hipotética
tiorf86 pRL80O101 RHE PAO
Proteina hipotética 431 0139 100
PRL80101 ST ( \ rﬁ
Rhizobium TGA ATG
leguminosarum bv. Sin caracterizar ~ GENE ID: 4404540 pRL80101 924 1907
viciae | —y—l— —I—y_‘—‘—//
3841 (69%; +3) (58 TGA 67 29 ATG
aa)

Proteina hipotética
RHE PA00139

Rhizobium etli CFN Sin caracterizar GENE ID: 3894839
42 (75%; +2) (343 RHE_PA00139
aa)
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Proteina hipotética
RHE _PA00140
Rhizobium etli CFN
42 (85%; +2) (201aa)

Sin caracterizar

GENE ID: 3894840
RHE_PA00140

Resultados

Proteina
hipotética
40 RHE _PAO
0140

2193 PB-glucoronidasa Nm’

ATG 2047
//—l————-—‘

9 57 67

RH269
5000 pb La
secuencia no
esta
terminada,
contamos
con 822 pb

Proteina putativa
aminoglicosido
3’fosfotransferasa
Sinorhizobium
meliloti 1021
(88%, +2); (261 aa)

Sin caracterizar

GENE ID: 1234683 SMc03094

Proteina putativa de
resistencia a
bleomicina
Rhizobium etli CFN
42
(49, +1); (123 aa)

Sin caracterizar

GENE ID: 3891463
RHE_CH03261

Estreptomicina 3”
cinasa putativa
Rhizobium
leguminosarum bv.
viciae 3841
(67%, +3); (266 aa)

Sin caracterizar

GENE ID: 4400054 str

Proteina putativa Proteina putativa de Estreptomicina 3°

aminoglicosido resitencia a cinasa putativa
3’fosfotransferasa bleomicina
33 72 28
g ATG TGA ATG TGA ATG TGA Bgl B N
4693 4972 -glucoronidasa m'
am |- . 4|Il Z§ #253 4286 4621 | | | 5000 -
237 261 9 114 5 97
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Proteina NodH
Rhizobium tropici Factor de Proteina NodH Proteina NodP
- ) roteina No ote
(69%; +1) (249 aa) nodulacion emblCAAG0912.1 324
RH289 ATG TGA ATG :
969 pb 1 252 501 969 B-glucoronidasa Nm*
|m la——l—#—-—r mm
Proteina NodP Factor de 92 177 1 156 92
Rhizobium tropici nodulacién emb|CAA60913.1
(98%:; +3) (299 aa) u
Proteina d Proteina de recombinacion
roteina de .
recombinacién putativa 5
RH321 putativa, trasposasa . . . 1328 . . Nm*
1333pb | putativa, Clostridim S Caracterizar GENE ID: 4914901 CD1865 . 1 246 1333 B-glucoronidasa CamEE
difficile 630
(55%; -3) (540 aa) TGA 447 17 ATG
Proteina que
intervienen en la
biosintesis de Sintesis de GENE ID: 1234423 sqdC Proteina que Trasposasa
RH340 sulfolipidos sulfolipidos intervienen en putativa
3500 pb La Sinorhizobium la biosintesis de
secuencia no meliloti 1021 sulfolipidos 213
(46%, +2); (308 aa) / \
esta ATG TGA } .
terminada, ) !.z - .2634 2855 3016 3229 3423 3500 B-glucoronidasa Nm .
contamos Tras.posas.a pgtatlva _l_H_|_|_|—_|__-_.
con 866 pb Sinorhizobium Elemeptp de. 236 879 TGA 69 5 ATG
meliloti transposICION SN Gp\iE 1. 1233252 SMe01195
1021 caracterizar

(75%; -2) (333 aa)
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RH354
1192 pb

Tansposasa familia
IS116/1S110/1S902
Bradyrhizobium sp.
BTAIil (79%; -3)
(344 aa)

Elemento de
transposicién

GENE ID: 5156088 BBta_5311

Trasposasa

1 503
EEEEER |

TGA 304 71

8

[
1184 1192 B-glucoronidasa

Nm*

RH361
1606 pb

Alcanosulfato
monooxigenasa
putativa
Agrobacterium
tumefaciens str.
C58 (83%; +3) (392
aa)

Proteina hipotética
conservada Atu5518
Agrobacterium
tumefaciens str.
Cs8
(67%; +3) (502 aa)

Actividad
oxidoreductasa sin
caracterizar

Sin caracterizar

GENE ID: 1135300 Atu3426

GENE ID: 1137291 Atu5518

Alcanosulfato
monooxigenasa putativa 314

ATG

TGA ATG
1 105 904 | | 1218

1 267 325

Proteina hipotética
Atu5518

1606 B-glucoronidasa

454

Nm"
| |

RH370
1994 pb

Proteina putativa
(AF322013) ID483
Bradyrhizobium
Jjaponicum,
Rhodobacter
sphaeroides ATCC
17029 (91%; -1) (251
aa)

Sin caracterizar

GENE ID: 4898490
Rsph17029_3384

Proteina putativa 17
(AF322013) ID483 V' dominio helicasa

1

686 703

EEm

TGA 229 1

ATG

TGA 864

DEAD/DEAH box

1994 B-glucoronidasa

435

Nm*

229
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DEAD/DEAH box
dominio helicasa
Rhodobacter
sphaeroides
ATCC 17029 (96%; -
1) (868 aa)

Replicacion,
reparacion y
recombinacion del
ADN

GENE ID: 4899176
Rsph17029_3383

Resultados

RH406
540 pb

Citocromo
monooxigenasaP450
Rhizobium etli CFN

42 (71%; +1) (496
aa)

Proteina ferrodoxina
putitativa Rhizobium
etli CFN 42 (83; +2)
(84 aa)
Proteina hipotética
msl0124
Mesorhizobium loti
MAFF303099
(51%; +2)(67 aa)

Biosintesis de
metabolitos
secundarios,
transporte y
catabolismo

Sin caracterizar

Sin caracterizar

GENE ID: 1005095
RHE_PD00215

GENE ID: 1005061
RHE_PD00214

GENE ID: 1224652 msl0124

ATG

Citocromo Proteina Proteina hipotética
P450 putativo ferrodoxina msl0124
putativa
38 103 0
TGAATG TGA ATG TGA . .
1 104 | 142 %24 427531540 P-glucoronidasa | _Im
463 496 5 65 32 66 463

Estructura hipotética de fusiones transcripcionales del pSym de R. tropici. Las lineas solidas de colores representan los genes que conforman la fusion.
Las lineas punteadas corresponden al gen silvestre donde ocurrio el evento de recombinacion.

Los ntimeros en negrillas representan la secuencia del ADN integrado. Los numeros debajo de la linea corresponden a aminoacidos de la proteina
homoéloga. ATG y TGA codones de inicio y de termind. & Secuencia no terminada.
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Tabla 12. Genes de R. tropici que presentan expresion transcripcional en vida libre o en simbiosis.

Expresion del

i6 Expresion | Expresion | Expresion | Capacida
Rhizobium | EXPresion xpresio Xpresio xpresion | Capac d d reportero 0 | Gen expresado
tropici en fast? en fase en vida en para fijar nodulacién
logaritmica | estacionaria libre simbiosis | nitrogeno | 10 | 15 | 21
dpi | dpi | dpi
RNA polimerasa
RH245 - - - + - + + + factor sigma
(sigma-54)
RH246 - - - + + R ‘ n Sin h9m019g1a
significativa
RH247 - - - + n _ i n Slp h9m019g1a
significativa
Probable
RH253 - - - + + + + + proteina ThiO
oxidorecductasa
RH256 - - ; + n _ i n Slp hgmolqgla
significativa
Proteina de
RH257 - + + - + R } } conjugacion y
transferencia
TrbL
Proteina de
RH260 - + + _ + _ B ) conjugacion y
transferencia
TraB
Proteina
RH261 } - - + + - + + hipotética
RHE PA00140
Estreptomicina
RH269 - - - + + _ i n 3 cinasa
putativa
Rhizobium
RH289 - - - + _ _ nodHP
RH321 - - - 4 B ) + Protelpa de
recombinacion
RH323 - - + _ _ B ) ) RNA pohmerasa
factor sigma
RH324 + - + - + _ } ) I.’roterlr‘la
hipotética
RH325 - - + R + _ } ) nodHP
RH340 - - - + + - + + Transposasa
RH354 - - - + + - - + Transposasa
Proteina
RH361 . - - + + - + + hipotética
Atu5518
RH363 + - + R + _ _ ) Protemg,de
secrecion
RH370 - - ; + n _ i n Slp hqmolqgla
significativa
RH387 - + + R + _ ) ) Prqtemg ,de
conjugacion |
RH404 _ + n B i ) ) ) DNA hehcasa,
putativa
Proteina
RH406 - - - + + - + + hipotética
msl0124

“-” Ausencia de la actividad de la enzima B-glucoronidasa. “+” Deteccion de la actividad del gen reportero.
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Discusion y conclusiones.

El pSym de R. tropici contiene genes involucrados en rutas metabdlicas tales como el
ciclo de Krebs (Hernandez-Lucas et al., 1995). Este plasmido no se ha podido curar y
pareciera ser un paquete genético indispensable para vida libre y simbiosis. En este
trabajo se busco identificar informacion genética novedosa involucrada en vida libre y
simbiosis codificada en este replicon. Para abordar esto se construyd un banco de
mutantes y fusiones transcripcionales al azar, las cuales fueron evaluadas en simbiosis y

vida libre.

El uso de los plasmidos pBACA317 y pBACA303 permitio tener representado en su
totalidad el plasmido simbidtico en nuestro banco de E. coli y a su vez la obtencion de
136 transconjugantes de Rhizobium tropici CFN299 capaces de crecer en medio

selectivo que representan £550 kb de las 600 kb que lo contituyen.

El analisis en vida libre reveld que la fusion RH363 (1732 pb) posee un gen que
codifica para una proteina de secrecidon externa putativa cuya identidad es del 85%,
presentando actividad transcripcional significativa en fase logaritmica. Durante el
crecimiento bacteriano la expresion de proteinas de secrecion tienen un papel
importante, tal es el caso de los sistemas de transporte que mantienen las condiciones
omeostaticas Optimas en la bacteria. O los sitemas de transporte tipo I y/o III que

intervienen en la secrecion de los factores de nodulacion.

En el caso de las fusiones RH257 (3117 pb), RH260 (3821 pb), RH387 (1419 pb)
presentan genes de conjugacion y transferencia. En ambientes naturales, la transferencia
de informacion genética no solo se da entre microorganismos de la misma especie o
genéro si no también entre familias e incluso reinos, tal es el caso entre A. tumefaciens y
su hospedero en donde la bacteria transmite el plasmido Ti a la planta (Gelvin, 2000).
Sullivan et al., (1995) demostraron la transferencia lateral de una isla simbidtica de 105
kb de M. loti hacia bacterias no simbidticas del suelo, estos hallazgos sugieren que la
diversidad que se da en las poblaciones de cepas nodulantes de M. loti surge por
transferencia lateral de genes simbidticos del cromosoma a partir de bacterias rhizobia
simbidticas hacia bacterias de rhizobia no simbidticas en el campo. En el caso de la

transferencia del pSym de R. tropici a Ensifer adherens (actualmente conocido como
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Sinorhizobium adherens) esta bacteria adquirié las mismas caracteristicas de simbionte
mutualista con una fijacion biologica de nitrégeno baja con respecto a R. tropici (Rogel
et al, 2001) ademas de que si el pSym es transferido a patdégenos como Brucella
melitensis esta bacteria es capaz de inducir esporadicamente pseudonodulos incapaces
de fijar nitrogeno. En el caso de la fusion RH404 (1908 pb) presenta homologia con una

helicasa, estas construcciones se expresan preferencialmente en fase estacionaria.

El andlisis en simbiosis reveld que de 136 clonas evaluadas solo 14 presentan actividad
de la enzima B-glucoronidasa en nddulos, los elementos genéticos que se expresan en la
interaccion con la planta a los 10, 15 y 21 dpi corresponden a factor sigma™ (RH245 de
336 pb) que es un factor de regulacion y un thiO (RH253 de 3871 pb) que interviene en

el metabolismo de aminoacidos.

En nddulos de 15 y 21 dpi se detecto la expresion de promotores putativos (RH246 de
3015 pb; RH247 de 3111 pb; RH256 de 1279; RH340 de 3500 pb). En la clona RH261
(2193 pb) se reconociod la presencia de una proteina hipotética; en el caso de la clona
RH269 (5000) se identifico una estreptomicina 3" cinasa putativa, que en Rhizobium

leguminosarum bv. viciae 3841 tiene un papel de mecanismo de defensa al medio.

La clona RH361 (1606 pb) presenta transcripcion de una proteina hipotética conservada
en Agrobacterium tumefaciens Atu5518, En la clona RH370 (1994 pb) se detectd
expresion de una gen con un dominio de una helicasa de Rhodobacter que participa en
los procesos de replicacion, transcripcion, recombinacion y reperacion del ADN, y de
biogénesis de ribosomas. Por ultimo en la clona RH406 (540 pb) se identifico la

transcripcion de de una proteina hipotética msl0124.

En nddulos de 21 dpi se detecto la expresion de NodP (RH289 de 969 pb) proteina que
interviene en la sulfatacion del factor de nodulacién dandole entre otras cosas la
especificidad para su hospedero. En las clonas RH321 y RH354 (de 1333 pby 1192 pb
respectivamente) se determino la presencia de promotores hipotéticos, identificados por

la deteccion de la transcripcion del gen reportero.

Las regiones colindantes al reportero en las clonas RH246 (3015 pb), RH247 (3111 pb)

y RH256 (1279 pb) corresponden a regiones intergénicas indicando la presencia de
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posibles promotores. En el caso de RH321, RH340, RH354 las regiones aledafias al
reportero no codifican para algiin gen conocido en la hebra lider, sin embargo en la
hebra complementaria encontramos que las 3 clonas presentan homologia significativa
con transposasas. En bacterias del género Rhizobium poco se conoce sobre promotores y
regulacion en general de elementos moviles. Sin embargo, existen reportes los cuales
demuestran que algunos elementos moviles poseen en ambas hebras genes involucrados
en la regulacion de las IS (Deng et al., 1995). Queda por demostrar mediante
experimentos de inicio de transcripcion la presencia de los promotores expresados en
vida libre y simbiosis reportados en este trabajo. Nuestros resultados muestran que dos
clonas RH245, y RH323 presenta un fenotipo Fix’, en ambos casos nosotros detectamos
que los genes involucrados corresponden a un factor sigma®, esto correlaciona
perfectamente con previos datos (Kullik ef al., 1991; Michiels et al., 1998) los cuales se
reporta que mutantes en estos genes son incapaces de fijar nitrégeno, sin embargo otros
loci involucrados en nodulacion y fijacion de nitrogeno no fueron detectados en nuestro
estudio, tampoco logramos identificar genes regulados en presencia de exudados de

frijol y leucaena.

En este trabajo se identificaron nuevos genes que se expresan en diferentes estadios del
proceso simbiotico, la expresion de estos elementos es transitoria, expresandose en
tiempos especificos, lo cual demuestra que la simbiosis constituye un mosaico de
expresiones genéticas a diferentes niveles, este es el primer resultado experimental de

un posible papel bioldgico de la informacion genética del pSym de R. tropici.

Un aspecto relevante de esta investigacion es que con las clonas obtenidas se puede
evaluar el efecto en diferentes leguminosas con las cuales establece relacion simbiotica
R. tropici. En ese sentido con el banco generado en pVO155 se puede secuenciar
completamente el pSym. En relacion a este punto cabe sefialar que las clonas de 550 kb
y 390 kb fueron secuenciadas parcialmente, los datos obtenidos revelan que el pSym
posee genes involucrados en metabolismo primario, fijacion de nitrogeno, transporte,
transcripcion, recombinacion, replicacion, quimiotaxis, nodulacion y secrecion asi como

genes que codifican para genes putativos y desconocidas.

Consideramos que la metodologia empleada en el presente estudio puede ser utilizada

para identificar genes esenciales en Rhizobium u otras bacterias. El uso de otras
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estrategias como mutagénesis con transposones, deleciones nos pueden ayudar a obtener
mas informacion sobre el papel de la informacion genética del pSym. El esforzarse por
conocer la informacion de los plasmidos de Rhizobium nos ayudard a entender los
mecanismos generales de expresion de los plasmidos en bacterias, asi como identificar
genes que actuan de acuerdo a la planta hospedera, en competitividad, en el desarrollo
del bacteroide, asi como genes involucrados en sustentar los diferentes requerimientos
nutricionales a lo largo del proceso simbiotico. El estudiar el pSym de R. tropici
también puede ayudarnos a elucidar porque R. fropici nodula un gran numero de
leguminosas. En general el trabajo de R. tropici ayudara a entender los mecanismos que
utiliza esta bacteria para poder establecer relaciones simbioticas exitosas en suelos cuyo
pH sea <5.0, presenten toxicidad por aluminio, bajo contenido de fosforo, insuficiente
agua y altas temperaturas. Finalmente todo esto contribuiré a entender de una forma mas
completa la simbiosis, por lo tanto este proceso se podria modificar de una forma mas

certera y contribuir en la agricultura sostenible.
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Discusidn y conclusiones.

El pSym de R. tropici contiene genes involucrados en rutas metabolicas tales como el
ciclo de Krebs (Hernandez-Lucas et al., 1995). Este plasmido no se ha podido curar y
pareciera ser un paquete genético indispensable para vida libre y simbiosis. En este
trabajo se busco identificar informacion genética novedosa involucrada en vida libre y
simbiosis codificada en este replicon. Para abordar esto se construyd un banco de
mutantes y fusiones transcripcionales al azar, las cuales fueron evaluadas en simbiosis y

vida libre.

El uso de los plasmidos pPBACA317 y pBACA303 permitio tener representado en su
totalidad el plasmido simbiodtico en nuestro banco de E. coli y a su vez la obtencion de
136 transconjugantes de Rhizobium tropici CFN299 capaces de crecer en medio

selectivo que representan £550 kb de las 600 kb que lo contituyen.

El analisis en vida libre revel6 que la fusion RH363 (1732 pb) posee un gen que
codifica para una proteina de secrecidon externa putativa cuya identidad es del 85%,
presentando actividad transcripcional significativa en fase logaritmica. Durante el
crecimiento bacteriano la expresion de proteinas de secrecion tienen un papel
importante, tal es el caso de los sistemas de transporte que mantienen las condiciones
omeostaticas Optimas en la bacteria. O los sitemas de transporte tipo I y/o III que

intervienen en la secrecion de los factores de nodulacion.

En el caso de las fusiones RH257 (3117 pb), RH260 (3821 pb), RH387 (1419 pb)
presentan genes de conjugacion y transferencia. En ambientes naturales, la transferencia
de informacion genética no solo se da entre microorganismos de la misma especie o
genéro si no también entre familias ¢ incluso reinos, tal es el caso entre A. tumefaciens y
su hospedero en donde la bacteria transmite el plasmido Ti a la planta (Gelvin, 2000).
Sullivan et al., (1995) demostraron la transferencia lateral de una isla simbiotica de 105
kb de M. loti hacia bacterias no simbidticas del suelo, estos hallazgos sugieren que la
diversidad que se da en las poblaciones de cepas nodulantes de M. loti surge por
transferencia lateral de genes simbidticos del cromosoma a partir de bacterias rhizobia
simbidticas hacia bacterias de rhizobia no simbidticas en el campo. En el caso de la

transferencia del pSym de R. tropici a Ensifer adherens (actualmente conocido como



Sinorhizobium adherens) esta bacteria adquirié las mismas caracteristicas de simbionte
mutualista con una fijacion bioldgica de nitrogeno baja con respecto a R. tropici (Rogel
et al., 2001) ademas de que si el pSym es transferido a patdogenos como Brucella
melitensis esta bacteria es capaz de inducir esporadicamente pseudonoddulos incapaces
de fijar nitrogeno. En el caso de la fusion RH404 (1908 pb) presenta homologia con una

helicasa, estas construcciones se expresan preferencialmente en fase estacionaria.

El andlisis en simbiosis reveld que de 136 clonas evaluadas solo 14 presentan actividad
de la enzima B-glucoronidasa en nddulos, los elementos genéticos que se expresan en la
interaccion con la planta a los 10, 15 y 21 dpi corresponden a factor sigma™ (RH245 de
336 pb) que es un factor de regulacion y un thiO (RH253 de 3871 pb) que interviene en

el metabolismo de aminoacidos.

En nddulos de 15 y 21 dpi se detecto la expresion de promotores putativos (RH246 de
3015 pb; RH247 de 3111 pb; RH256 de 1279; RH340 de 3500 pb). En la clona RH261
(2193 pb) se reconocid la presencia de una proteina hipotética; en el caso de la clona
RH269 (5000) se identifico una estreptomicina 3" cinasa putativa, que en Rhizobium

leguminosarum bv. viciae 3841 tiene un papel de mecanismo de defensa al medio.

La clona RH361 (1606 pb) presenta transcripcion de una proteina hipotética conservada
en Agrobacterium tumefaciens Atu5518, En la clona RH370 (1994 pb) se detecto
expresion de una gen con un dominio de una helicasa de Rhodobacter que participa en
los procesos de replicacion, transcripcidon, recombinacion y reperacion del ADN, y de
biogénesis de ribosomas. Por ultimo en la clona RH406 (540 pb) se identifico la

transcripcion de de una proteina hipotética msl0124.

En nddulos de 21 dpi se detecto la expresion de NodP (RH289 de 969 pb) proteina que
interviene en la sulfatacion del factor de nodulacién dandole entre otras cosas la
especificidad para su hospedero. En las clonas RH321 y RH354 (de 1333 pby 1192 pb
respectivamente) se determino la presencia de promotores hipotéticos, identificados por

la deteccion de la transcripcion del gen reportero.

Las regiones colindantes al reportero en las clonas RH246 (3015 pb), RH247 (3111 pb)

y RH256 (1279 pb) corresponden a regiones intergénicas indicando la presencia de



posibles promotores. En el caso de RH321, RH340, RH354 las regiones aledafias al
reportero no codifican para algin gen conocido en la hebra lider, sin embargo en la
hebra complementaria encontramos que las 3 clonas presentan homologia significativa
con transposasas. En bacterias del género Rhizobium poco se conoce sobre promotores y
regulacion en general de elementos moviles. Sin embargo, existen reportes los cuales
demuestran que algunos elementos moéviles poseen en ambas hebras genes involucrados
en la regulacion de las IS (Deng et al., 1995). Queda por demostrar mediante
experimentos de inicio de transcripcion la presencia de los promotores expresados en
vida libre y simbiosis reportados en este trabajo. Nuestros resultados muestran que dos
clonas RH245, y RH323 presenta un fenotipo Fix’, en ambos casos nosotros detectamos
que los genes involucrados corresponden a un factor sigma®, esto correlaciona
perfectamente con previos datos (Kullik et al., 1991; Michiels et al., 1998) los cuales se
reporta que mutantes en estos genes son incapaces de fijar nitrégeno, sin embargo otros
loci involucrados en nodulacion y fijacién de nitrogeno no fueron detectados en nuestro
estudio, tampoco logramos identificar genes regulados en presencia de exudados de

frijol y leucaena.

En este trabajo se identificaron nuevos genes que se expresan en diferentes estadios del
proceso simbiotico, la expresion de estos elementos es transitoria, expresandose en
tiempos especificos, lo cual demuestra que la simbiosis constituye un mosaico de
expresiones genéticas a diferentes niveles, este es el primer resultado experimental de

un posible papel bioldgico de la informacion genética del pSym de R. tropici.

Un aspecto relevante de esta investigacion es que con las clonas obtenidas se puede
evaluar el efecto en diferentes leguminosas con las cuales establece relacion simbiotica
R. tropici. En ese sentido con el banco generado en pVO155 se puede secuenciar
completamente el pSym. En relacion a este punto cabe sefialar que las clonas de 550 kb
y 390 kb fueron secuenciadas parcialmente, los datos obtenidos revelan que el pSym
posee genes involucrados en metabolismo primario, fijacion de nitrogeno, transporte,
transcripcion, recombinacion, replicacion, quimiotaxis, nodulacion y secrecion asi como

genes que codifican para genes putativos y desconocidas.

Consideramos que la metodologia empleada en el presente estudio puede ser utilizada

para identificar genes esenciales en Rhizobium u otras bacterias. El uso de otras



estrategias como mutagénesis con transposones, deleciones nos pueden ayudar a obtener
mas informacion sobre el papel de la informacion genética del pSym. El esforzarse por
conocer la informacion de los plasmidos de Rhizobium nos ayudara a entender los
mecanismos generales de expresion de los plasmidos en bacterias, asi como identificar
genes que actian de acuerdo a la planta hospedera, en competitividad, en el desarrollo
del bacteroide, asi como genes involucrados en sustentar los diferentes requerimientos
nutricionales a lo largo del proceso simbidtico. El estudiar el pSym de R. tropici
también puede ayudarnos a elucidar porque R. tropici nodula un gran nimero de
leguminosas. En general el trabajo de R. tropici ayudara a entender los mecanismos que
utiliza esta bacteria para poder establecer relaciones simbioticas exitosas en suelos cuyo
pH sea <5.0, presenten toxicidad por aluminio, bajo contenido de fosforo, insuficiente
agua y altas temperaturas. Finalmente todo esto contribuird a entender de una forma mas
completa la simbiosis, por lo tanto este proceso se podria modificar de una forma mas

certera y contribuir en la agricultura sostenible.
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