iy

nnag

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.
UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL Y DE
POSGRADO DEL COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES.

CENTRO DE INVESTIGACION SOBRE FIJACION DE NITROGENO.

Mecanismos moleculares involucrados en la dinamica de famlllas'

reiteradas de DNA en el genoma de Rhizobium phaseoli.

TEC]S CON
FALLA CE ORiGEN

Tesis que para obtener el grado de
Doctor en Investigacidn Blomedlca
Basica presenta

David René Romero Camarena.

Cuernavaca, Mor. | 1991,

 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS.

A Brenda, gracias por todos estos anos de alegrlas compartidas,
apoyo en los momentos dificiles y por su compren51on, necesario
todo ello para vivir juntos.

A Alma, dgracias por no ser solamente una excelente colaboradora,
sino una mejor amiga.

A Osvaldo, Amparo, Beatriz, Susi y Memo, por la intensidad de su
amistad.

Al Dr. Rafael Palacios, por la amistad y el apoyo que siempre he
recibido de él.

Al Dr. Guillermo Davila por la libertad, amistad e intensidad con
que siempre hemos trabajado.

A Laura Duran y César Rodriguez, porgue al tratar de enseharles,
he terminado aprendiendo.

A los integrantes del Departamento de Genética Molecular del CIFN:
Rafael, Maggie, Vicky, Rosy, Angeles, Alejandro, Susi, Tomasz,
Oscar, Osvaldo, Memo, Laura, César, Jaime, Maluye, Victor, Lorenzo,
Esperanza, Marco Aurelio, Mdnica y Lucy, por crear un ambiente
estimulante, no sélo intelectual sino personalmente.

A mis alumnos, por atenuar mi soberbia aumentando nmis
conocimientos.

A mis amigos de la UACPYP del CCH, especialmente a Néstor, Paty,
Ada, René, Carlos y Pablo, por su apoyo y amistad.

A los integrantes del Jjurado de esta tesis: Dr. Fernando
Bastarrachea, Dr. Mario Castafeda, Dra. Alejandra Covarrubias, Dr.
Guillermo Davila, Dr. Gabriel Guarneros, Dr. Jaime Mora y Dr.
Rafael Palacios. Mi agradecimiento no solamente por su- cuidadosa
revisién de este trabajo, sino por las ensefianzas que he recibido
de ellos durante mi formacidn.

A todos mis amigos del Departamento de Ecologia Molecular del CIFN.



Gangw,

ot B

INTRODUCCION.

Todos los seres vivos requieren de nitrdégeno para su
crecimiento y desarrollo. Aunque el nitrdgeno moleéular es
relativamente abundante, constituyendo aproximadamente el 70% de
la atmésfera, la molécula de nitrégeno es casi inerte gquimicamente.
Por lo tanto, muchos seres vivos requieren de una fuente de
nitrégeno combinado, ya sea como amonio, nitrato o compuestos
organicos. Sin embargo, algunos organismos son capaces de
convertir esta vasta reserva de nitrdgeno gaseosoc a formas de
nitrégeno combinado, como amonio. Estos organismos son
procariotes y conjuntamente, tanto en vida libre como en simbiosis
con otros organismos, son responsables del 95% de la conversion de.
N, a formas combinadas de éste. El restante 5% es fijado a través
del efecto de descargas eléctricas, luz ultravioleta, procesos

industriales, etc.

Dentro de 1los organismos capaces de realizar fijacidn
bioldgica de nitrdégeno, pueden distinguirse dos grandes dgrupos.

Uno de ellos estd compuesto por microorganismos de los géneros

Azotobacter, Anabaena, Klebsiella y Clostridium, por citar unos

cuantos, los cuales son capaces de fijar nitrégeno para llenar sus
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propios requerimientos (diazotrofos). Por otro lado, existe un
grupo de organismos que pueden establecer relaciones mutualistas
con las raices de plantas, principalmente leguminosas, y fijar
nitrégeno durante esta asociacién (fijadores simbidticos de
nitrogeno). Dentro de los fijadores simbidticos de nitrodgeno

pueden citarse especies pertenecientes a los géneros Rhizobium,

Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium.

En las raices de plantas leguminosas, representantes de estos
géneros bacterianos son capaces de interactuar con la planta y de
hécho introducirse en las raices, induciendo la formacién de una
estructura, formada por tejidos vegetales, llamada nédulo. Dentro
de estos nodulos pueden encontarse formas bacterianas en un nuevo
estadio de diferenciaciodn, llamado bacteroide. Es en este estadio
cuando la bacteria es capaz de fijar nitrdgeno y donarlo, al menos
en parte, para satisfacer las necesidades de la planta. La planta,
por su parte, coopera donando una serie de metabolitos necesarios

para el funcionamiento del bacteroide.

La formacion de nodulos en plantas leguminosas es un proceso
altamente especifico. Generalmente, la formacidén de ndédulos en
una leguminosa dada y la consecuente fijacion de nitrdgeno,

solamente puede darse por interaccidn con el simbionte especifico.

Por ejemplo, Phaseolus vulgaris (frijol) es nodulado por Rhizobium

phaseoli, el chicharo (Pisum gativum) por Rhizobium leguminosarum,

la soya (Glycine max) por Bradyrhizobium japonicum y Sinorhizobium



fratey

S

]
it
i

3
fredii, etc. Esta distincién no es, sin embargo, absoluta, ya que
se han descrito ejemplos de especificidades cruzadas (revisados en

Martinez et al., 1990).

El proceso de fijaciodn simbiética de nitrdgeno ha atraido gran
interés en los ultimos anos, debido a multiplés caracteristicas.
Primero, se ha estimado gue este proceso simbiotico es una de las
principales entradas del ciclo del nitrdgeno, lo cual hace su
estudio interesante desde el punto de vista ecoldgico. Esto ha
motivado estudios sobre el papel de la fijacién simbiotica en la
ecologla global del ciclo del nitrodogeno (Sprent, 1987), asi como
estudios relacionados con la supervivencia del microsimbionﬁe en
diferentes ambientes (Lowendorf, 1980; Alexander, 1980; Bottomley
et al., 1990) y de prevalencia y competencia entre diferentes cepas

de Rhizobium (Dowling y Broughton, 1986; Triplett, 1990).

Segundo, este proceso ha captado también la atencidn de
investigadores interesados en la especificidad biocldgica de esta
interaccidén y el intercambio.de seflales que ella implica. Sin
duda alguna, uno de sus principales atractivos radica en el hecho
de que este intercambio de sefhales debe de ser emitido vy
descodificado por organismos pertenecientes a dos reinos bioldgicos
distintos. ©Esta es una de las areas mas fértiles de investigacion
en el campo (Halverson y Stacey, 1586; Kondorosi, 1991; Lerouge et
al., 1990; Long, 1989; Martinez et al., 1990; Gray y Rolfe, 1990;

Roche et al., 1991).
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Tercero, 1la fijacidén simbidtica de nitrdédgeno entrana la
realizacion de no solamente uno, sino dos procesos de
diferenciacidn. Por un lado, la planta debe de llevar a cabo 1la
diferenciacion de un grupo de células radiculares, en respuesta a
senales bacterianas, para producir un nuevo drganoc, el nodulo.
Por otro lado, la bacteria debe de diferenciarse a una forma nueva,
tanto estructural como funcionalmente: el bacteroide. Sobre de
este particular, véase Rolfe y Gresshoff, 1988 y An y Bisseling,

1990.

Cuarto, para el establecimiento de un ndédulo funcionalmente
activo, es necesaria 1la realizacidén de importantes cambios
metabdlicos tanto en la planta como en la bacteria. Esta Aarea ha
aportado ejemplos de auténtica cooperacién metabdlica entre dos
organismos. Dentro de los diferentes cambios metabdlicos se
encuentran: la detencidn de las vias bacterianas de asimilacioén de
amonio, con el fin de permitir su exportacion para satisfacer las

necesidades de la planta (Dilworth y Glenn, 1984), la donacidn de

fuentes de carbono por parte de la planta para satisfacer las

demandas del bacteroide (Dilworth y Glenn, 1984), la creacion de
una barrera gque permitird el acceso regulado del oxigeno para
evitar la inactivacion de la nitrogenasa (Layzell et al., 1990),
la sintesis de leghemoglobina, la cual es una proteina cuya funcion
es la de proveer oxigeno de una manera regulada. Este ultimo

ejemplo es particularmente interesante, ya que la parte globina es
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sintetizada por la planta (Appleby, 1984) mientras que el grupo
hemo parece generarse por cooperacién metabolica entre ambos
simbiontes (0'Brien et al.,1987). La misma fijacion de nitrogeno
es pues un ejemplo de cooperacion metabdlica, producto de estas

complejas adaptaciones (O'Brien y Maier, 1989, Evans et al., 1987).

Esta drea ofrece también interés particular para la
enzimologia, dadas las caracteristicas de la nitrogenasa. La
misma complejidad estructural de esta enzima, la cual requiere de
la cooperacioén de 21 proteinas diferentes para su ensamble y
correcto funcionamiento, 1la necesidad de cofactores ‘de hierro-
molibdeno y su complejo mecanismo de reaccidn, han atraido
considerable interés (Orme-Johnson, 1986). Este interés ha
aumentado aun mas con el hallazgo de formas alternativas de

nitrogenasa en organismos diazotrdéficos (Pau, 1989).

Por ultimo, 1la fijacidén simbidtica de nitrdogeno presenta
también interés desde el punto de vista biotecnoldégico, ya que
representa una forma natural y no contaminante de satisfacer los
regquerimientos nitrogenados de algunos cultivos para consumo humano
(Sprent, 1986). Sin embargo, se ha presentado el problema de gue

algunas relaciones Rhizobium-leguminosa pueden ser poco efectivas

para fijacién. Esto ha motivado el aprovechamiento de la
investigacion basica para emprender modificaciones genéticas de la
leguminosa (Phillips y Teuber, 1985) o de la bacteria (Hodgson y

Stacey, 1984; Paau 1989; Ronson et al., 1990) para mejorar la
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capacidad de fijacioén de nitroégeno. A largo plazo, se espera que
la investigacion basica de este proceso pueda conducir a

estrategias que permitan a Rhizobium nodular y fijar nitroégeno en

otros huéspedes de importancia comercial, como maiz, trigo y arroz,
gue no son nodulados naturalmente (Cocking et al., 1990).
Alternativamente, se ha pensado en estrategias para introducir los
genes necesarios para fijacion de nitrdgeno en estas plantas.
Este es sin duda el objetivo mas ambicioso y mds dificil de

realizar.

En las pdginas anteriores, he tratado de satisfacer dos
objetivos, El primero de ellos ha sido el de mostrar a 1la
investigaciodn en fijacidn simbidtica de nitrdgeno como un problema
que ha requerido de la interaccidén entre diferentes disciplinas
bioldgicas para su comprensién. - En segundo lugar, he intentado
presentar, de la manera mas breve posible, las caracteristicas que

a mi juicio, hacen a la interaccion Rhizobium-leguminosa un area

particularmente importante de estudio.

Por conveniencia, he omitido mencionar hasta el momento una
caracteristica adicional que me parece especialmente atractiva: la
estructura y plasticidad del genoma de ambos organismos
participantes. En los apartados siguientes, presentare mas
ampliamente la informacidén relevante a esta caracteristica desde

el punto de vista de Rhizobium,. La informacién correspondiente

a las caracteristicas especiales del genoma Vegetal puede
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encontrarse en otros trabajos (Walbot y Cullis, 1985).

El genoma _de Rhizobium.

En los anfos pasados se han realizado una gran cantidad de
investigaciones tendientes a la identificacioén y caracterizaciodn
de dgenes involucrados en nodulacidén y fijacidén de nitrogeno. Al
momento de este escrito, se han caracterizado mas de cincuenta
genes involucrados en estos procesos. = Dentro de esta lista, se
encuentran genes que participan especificamente en el proceso de
nodulacidn (genes nod) y fijacion de nitrdgeno (genes nif y fix),
pero también genes con funciones diversas gque ademds pueden afectar
pasos especificos de la simbiosis o ser activados durante este
proceso, como son genes para exopolisacaridos (genes exo),
lipopolisacaridos (genes lps), para sintesis de B-~glucano (genes
ndv) o para sintesis del grupo hemo (genes hem). Informacidn
detallada sobre estos genes puede encontrarse en Long, 1989 vy

Martinez et al., 1990.

Una de las primeras caracteristicas interesantes del genoma

de Rhizobium es que los genes nod, nif y fix, suelen localizarse

en plasmidos de gran tamafo, los llamados plasmidos Sim (pSim).

Desviaciones a esta regla son B. japonicum y A caulinodans, donde

estos genes se encuentran en el cromosoma bacteriano. Con estas

excepciones, estos genes suelen encontrarse en el pSim. Quiero
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hacer notar que ni el tamano ni la composicidn estructural
(excluyendo a los genes nod, nif y fix) son constantes en los pSim

de diferentes especies de Rhizobium. El tamano de los pSim puede

variar desde 120 kb hasta aproximadamente 1600 kb. Lo que sl1 es
constante es que cuando estos pSim son transferidos a una especie
relacionada a Rhizobium pero incapaz de nodular, como

Agrobacterium tumefaciens, se transfiere también la capacidad de

nodular especificamente a una leguminosa dada (ver por ejemplo Brom
et al., 1988) y en un unico caso hasta de fijar nitrogeno (Martinez

et al. 1987).

Aparte del plasmido simbidtico, las cepas de Rhizobium pueden

portar otros plasmidos. Generalmente, el numero de plasmidos
diferentes en una cepa de Rhizobium puede variar desde uno hasta
ocho, todos ellos cominmente superiores a 120 kb. Por ejemplo,
en R. meliloti pueden encontrarse dos megaplasmidos, llamados a y
b (a es el pSim). El megaplasmido a tiene un tamano de 1200 kb
mientras que el megaplasmido b un tamano de 1700 kb, para un total
de 2900 kb. R. phaseoli CFN42 posee 6 plasmidos con tamanios de
150 (a y b), 270 (c); 390 (d, pSym), 500 (e) y 600 (f) kb para un
total de 2060 kb. Tomando un valor de 5200 kb como un estimado

razonable para el tamafio del cromosoma de Rhizobium (el cromosoma

de Escherichia coli es de 4000 kb, Kohara et al., 1987),

aproximadamente un 35% (R. meliloti) o un 28% (R. phaseoli) de la

capacidad codificadora total se encuentra en una fraccion

extracromosomal.



Esta situacién no es una particularidad de las cepas
comentadas. En un estudio de una coleccién de cepas de R.

meliloti, se encontrd que si bien estas cepas pueden tener otros

plasmidos, todas tienen los megapléasmidos a y b (Bromfield et al.,
1987; A. Plhler, comunicacioén personal). De manera similar, al

estudiar un grupo de cepas de R. phaseoli aisladas de suelos en

——

Tepoztlan, Mor., se encontrd que estas suelen tener 4 a 5
plasmidos, representando aproximadamente el 25% de la capacidad‘
codificadora total (G. Davila, comunicacién personal). Esto
contrasta con la situacidn encontrada en E. coli, donde 1los
plasmidos representan generalmente sdélo un 4% de la capacidad

codificadora total (calculado a partir de datos discutidos por

Hartl y Dykhuizen, 1984). Asi, las especies de Rhizobium parecen

tener una fraccidén alta de su genoma en forma de plasmidos.

cQué fenotipos pueden conferir estos plasmidos?
Normalmente se considera a los plasmidos como una poza genética
accesoria, codificando funciones no esenciales para la vida de la
bacteria, sino funciones catabolicas nueVas, factores de
resistencia o capacidad de ocupar nichos ecoldgicos nuevos
(Campbell, 1981). En este sentido, la localizacidén de genes para
nodulacidn y fijacién de nitrogeno en el pSim es explicable. Mas

aun, se ha encontrado gque el megaplasmido a de R. melL;oti puedé

conferir capacidades de degradacién de sustancias en exudados

radiculares, como trigonelina (Boivin et al., 1990) o encontradas
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solamente en ndédulos (rizopinas, Murphy et al., 1988).

- Durante mucho tiempo se «consideréd a 1los pSim's como
| estructuras necesarias y suficientes para que pudiera darse la
nodulacion y la fijacion de hitrégeno; el papel del cromosoma en
este sentido conéistiria en proveer el ambiente genético vy
fisioloégico necesario para la expresidn de esta funcion. Sin
- - embargo, recientemente se ha encontrado que mutaciones o curaciones
de otros plasmidos (no el pSim) pueden alterar también aspectos
importantes del proceso simbidtico, como nodulacién, infecciédn,
competencia para nodulacién y aun fijacién de nitrodégeno (S. Brom,
datos no publicados; Charles y Finan, 1991; Hynes et al., 1990).
El esquema que parece estar emergiendo es el de que otros genes
importantes para este proceso pueden estar en otros replicones
S distintos al cromosoma y al pSim. Esto tiene implicaciones
profundas para los problemas def transferencia horizontél,
planteando ademas la posibilidad de coevolucion de diferentes

plasmidos.

El hallazgo de que otros plasmidos diferentes al pSim pueden

portar informacidén relevante para simbiosis, ha motivado una

busqueda de posibles capacidades en otros plasmidos. Tal vez el

,,,,,

ejemplo mas interesante es el megaplasmido b de R. meliloti (a es
. el pSim). En el megaplasmido b se han encontrado regiones que
confieren capacidades de wutilizacion de dulcitol, , melibiosa,

rafinosa, B-hidroxibutirato, acetoacetato, acido protocatéquico,
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guinato y lactosa. Ademd@s se han encontrado regiones involucradas
en fijacidén de nitrogeno, transporte de dicarboxilatos y sintesis
de exopolisacaridos, lipopolisacaridos y aun de tiamina (Charles
y Finan 1991). Esto es llamativo, dado que las ultimas cuatro
funciones son usualmente consideradas como esenciales. Esto
constituye una interesante excepcién a la regla de que 1los

plasmidos codifican para funciones accesorias. En R leguminosarum

(Hynes et al., 1990) y en R. phaseoli (S. Brom, datos no

publicados) se ha encontrado también que 1la produccién de

lipopolisacaridos puede estar codificada por plasmidos.

Una de las caracteristicas mas interesantes del genoma de

Rhizobium es la abundancia de secuencias reiteradas que presenta.

La estrategia mas comun para detectar estas secuencias consiste en

hibridizar el DNA genodmico de una cepa dada contra un detector
correspondiente a un gene o regién genomica de interés en
experimentos tipo Southern, El hallazgo de regiones multiples
con similitud al detector empleado constituye evidencia de
reiteracion de la regidn de interés. En muchos de los casos, esta
evidencia ha sido fortalecida por experimentos de mutagénesis,
complementacidén y aun secuencia nucleotidica de estos elementos
repetidos. Dadas las limitaciones de la hibridizacidn tipo
Southern en las condiciones comunmente empleadas, las secuencias
repetidas observadas deben de ser regiones con un tamano minimo de

200 a 300 pb y con una similitud con el detector mayor al 75%.

b ——— e~ ey 2+

A i o, T
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En la tabla 1 presento una compilacidn de las secuencias

reiteradas que han sido identificadas en Rhizobium. Como se ve

en esta tabla, virtualmente todas las especies de Rhizobium
presentan algun tipo de reiteracion reconocida. Dentro de esta
secuencias reiteradas se encuentran genes completos en los cuales

las repeticiones son funcionales (nodD, rpoN, nifH y aun nifDK,

fixN, el locus nod de 1.7 kb y probablemente nodPQ), regiones

regulatorias largas y aun el extremo amino de algunos genes
(secuencias repetidas relacionadas a giﬁ Yy RtRs), secuencias de
insercidén (ISR1l, ISRml, ISRm2 y RSa) y secuencias con funciodn
desconocida (RSB, RSY, RSS6 y RSe). En total, en esta tabla se
describen 17 familias diferentes de secuencias reiteradas. A esta
lista habria que anadir 6 secuencias reiteradas mas, no
caracterizadas aun, localizadas en un sector de 290 kb que rodea

al agrupamiento £ixN de R meliloti (Renalier et al., 1987) y varias

secuencias reiteradas localizadas en una region de 110 kb del pSim

de 8. fredii USDA 193 (Masterson y Atherly, 1986).

Como sé ve, la compilacion presentada en la tabla 1 tiene un
sesgo para secuencias reiteradas funcionales en la simbiosis o
localizadas, aunque sea transitoriamente, en sectores gendmicos
que poseen genes relevantes para la simbiosis. La posiblé causa
de este sesgo es debida a que estas secuencias reiteradas se
localizaron en el transcurso de estudios donde se caracterizaron
genes o regiones involucradas en esta funcion. De cualquier

manera, estos datos permiten plantear la posibilidad de que
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regiones involucradas en el proceso simbidtico sean las que
contribuyen mayoritariamente con las reiteraciones encontradas en

el genoma de Rhizobium, Sin embargo, este parece no ser el caso.

Resultados recientes indican que la reiteracion de DNA es una

caracteristica general en el genoma de Rhizobium (Flores et al.,

1987). Estos datos se obtuvieron empleando una coleccidn de

clonas seleccionadas al azar de bancos genodmicos de R. phaseoli,

R. meliloti y A. tumefaciens. Cada coleccién representa

aproximadamente el 2% del genoma en cada caso. Cuando estas
clonas se emplearon como detectores en hibridizaciones tipo
Southern, muchas de las clonas mostraron evidencia de reiteracidn.
Asumiendo que las colecciones de clonas empleadas representan una
muéstra al azar del genoma, uno podria esperar un promedio de 200
familias reiteradas por genoma. El tamano de cada familia podria
ser pegqueno, con un promedio de 3.5 elementos por familia. Al
analizar algunas familias se encontré que algunas de ellas estan
confinadas al cromosoma o a plasmidos especificos, mientras qué
otras estdn compartidas entre diferentes plasmidos y/o cromosoma
(Flores et al., 1987). Este nivel de reiteracion es poco usual
en organismos procarioticos; solamente especies pertenecientes a

los géneros Halobacterium (Sapienza y Doolitle, 1982) vy

Streptomyces (Birch et al., 1990) muestran niveles tan altos de

secuencias reiteradas.

Independientemente de las razones y mecanismos gque han
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conducido a esta acumulacion de secuencias reiteradas, su presencia
debe tener importantes consecuencias para la plasticidad interna

del genoma de Rhizobium. En otros procariotes se ha encontrado

que la recombinacidn entre secuencias reiteradas puede conducir a
rearreglos de sectores grandes del genoma (Dyson y Sherrat, 1985;
Petes y Hill, 1988). Por lo tanto, es razonable esperar que el

genoma de Rhizobium esté sujeto a frecuentes rearreglos gendmicos,

como se ha observado en otros procariotes gque también poseen un
alto nivel de secuencias reiteradas (Charlebois y Doolitle, 1989;
Birch et al, 1990). En el siguiente apartado, analizareé los

ejemplos gue parecen aportar evidencia sobre este punto.

Evidencias de plasticidad genética en Rhizobium.

Desde hace tiempo, han venido apareciendo trabajos que
reportan el hallazgo en alta frecuencia de variantes en cepas de
Rhizeobium consideradas microbioldgicamente puras (ver Herridge y

Roughley, 1975, para una compilacion de la literatura previa).

Estas variantes, cuando se presentan, pueden afectar

caracteristicas como tipo colonial (Herridge y Roughley, 1975;
Mathis et al., 1986 a, b y c), patrdén de utilizacién de algunos
carbohidratos, como manitol . (Mathis et al., 1986 a, b y c) o
capacidad de establecer una simbidsis efectiva, ya sea a nivel de
nodulacioén o fijacién de nitrdgeno (Labandera y Vincent, 1975;

Mathis et al., 1986 a, b y c; Weaver y Wright, 1987).



El hallazgo de una alta frecuencia de variantes afectadas en
sus capacidades simbidticas ha atraido el interés de muchos
investigadores, debido a las consecuencias que tendria sobre la

exlstencia de Rhizobium en condiciones naturales. Este fendmeno

ha atraido también la atencidn de la industria de inoculantes, dado
que esta variacion puede representar un problema econdmico

importante.

¢Qué mecanismos pueden estar generando esta variabilidad en
caracteristicas simbioticas? Poco tiempo después de demostrarse
la existencia de los pSim, se encontrdé que tratamientos como
exposicién a alta temperatura, los cuales incrementan la frecuencia
de obtencidn de estas variantes, provocan también la curacidn de
plasmidos (Zurkowski, 1982). Otro mecanismo que pudiera estar
involucrado en este fendmeno pudiera ser una tasa alta de
transposicidn de secuencias de insercidn hacia regiones importantes
pdra el proceso simbiotico. A este respecto, se ha reportado que
ISle puede transponer a alta frecuencia (aproximadamente 105) Y

tal vez preferencialmente, a la regidén nif de R. meliloti 1021

(Ruvkun et al., 1982).

Otro mecanismo que parece estar operando en esta inestabilidad
simbidtica es la generacidén de rearreglos gendmicos a traves de
recombinacidén entre secuencias reiteradas. Al analizar un grupo

de variantes de B. japonicum USDA 110 las cuales habian perdido la
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capacidad de nodular, se encontré gque éstas habian sufrido
deleciones grandes gue afectan una regidn gendmica esencial para
nodulacion y fijacidén de nitrdégeno (Kaluza et al., 1985; Hahn y
Hennecke, 1987). Un andlisis detallado de estas deleciones revelod
que éstas fueron generadas, en su mayoria, por recombinacién entre
secuencias reiteradas en orientaciodn directa (secuencias RSa a €,
ver tabla 1), las cuales se encuentran agrupadas en la region
inestable. Estos eventos de delecidn se encuentran a una

frecuencia de 107 (Kaluza et al., 1985; Hahn y Hennecke, 1987).

En otro caso de inestabilidad en caracteristicas simbiodticas,

se ha encontrado que algunas cepas de R. phaseoli presentan

variantes incapaces de nodular a una frecuencia del 1% (Sobefdn-
Chavez et al., 1986). Al analizarse estas variantes se encontrod
que éstas habian perdido las tres regiones nifH existentes en el
plasmido simbidtico de esta cepa; sin embargo, el perfil de
plasmidos no sufriod ninguna aiteracién aparente (Soberdn-Chavez et
al., 1986). La pérdida de las regiones nif va acompanada de la
eliminacion de cuando menos 80 kb adicionales, localizadas en el
pSim (Soberdn-Chavez et al., 1991). Para explicar estos
resultados, se propone un modelo de delecidn acompanada de una
amplificacion de la parte restante del pSim. Estos rearreglos se
propone que se denerarian por recombinacidén entre _secuencias‘
reiteradas., Sin embargo, la evidencia presentada (Soberoén-Chavez
et al., 1986, 1989, 1991) es aun insuficiente para sustentar este

modelo.
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Dado el alto nivel de secuencias reiteradas existente en el
genoma de Rhizobium, resulta natural el preguntarse si el fendmeno
de inestabilidad por recombinacién entre secuencias reiteradas
puede presentarse para el genoma en general. Para demostfar esta
posibilidad, Flores et al. (1988) emplearon una coleccidn de
plasmidos recombinantes gque portaban miembros pertenecientes a
diferentes familias reiteradas de R. phaseoli; los plasmidos
empleados tenian insertos provenientes tanto de los plasmidos como

del cromosoma. Estos pléasmidos recombinantes se emplearon como

detectores en experimentos de hibridizacidén contra el DNA gendmico

de un conjunto de cepas derivadas a partir de una sola clona.

Empleando esta estrategia, se encontré una frecuencia alta de
alteraciones en los perfiles de hibridizacidén, con deleciones de
algunos miembros de familias reiteradas ocurriendo a una frecuencia
de 1072 a 10°°. Estos rearreglos afectaban a elementos localizados
tanto en plasmidos como en el cromosoma (Flores et al., 1988).

No se ha determinado el mecanismo involucrado en la generacidn de
estos rearreglos, pero se sugiere que éstos pudieran generarse a

través de recombinacidén entre secuencias reiteradas. De cualquier

“manera, estos datos demuestran que rearreglos gendmicos que afectan

diferentes sectores, son una caracteristica frecuente en Rhizobium.

Ademas de la dinamica interna que puede presentar Rhizobium

por rearreglos entre sus componentes, se han observado también

algunos ejemplos después de haber introducido otros elementos
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genéticos. Este punto ha recibido especial atencidn, dado que
existe wuna posibilidad real de transferencia de plasmidos

simbidticos entre diferentes cepas de Rhizobium en condiciones

naturales (Schofield et al., 1987; Pretorius-Gith et al., 1990)

Por ejemplo, cuando se introdujo un nuevo pSim en una cepa de R.

legquminosarum, se obtuvo un plasmido hibrido resultante de
recombinacidén entre los pSim's entrante y residente (Brewin et al.,
1982; Christensen y Schubert, 1983). En otros ejemplos, dos
pSim's diferentes pueden coexistir, pero se han observado
rearreglos (Djordjevic et al;, 1982) o alteraciones fenotipicas

(Sadowsky y Bohlool, 1985) después de aislar las cepas de nddulos.

Como se ve de los datos presentados anteriormente, existen
evidencias que permiten sugerir que la presencia de fendmenos
frecuentes de plasticidad gendmica es una caracteristica de

Rhizobium. Sin embargo ha habido poca investigacion sobre esta

caracteristica de Rhizobium, en particular en relacion a 1los

mecanismos involucrados en los fendmenos de plasticidad.

Planteamientos vy Objetivos de este trabajo.

El primer ejemplo descrito de reiteracion en el genoma de

Rhizobium fue el de las tres reiteraciones nifH en Rhizobium

phaseoli (Quinto et al., 1982). Este ejemplo atrajo considerable

atencion, debido a la escasez de genes duplicados en procariotes,
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asi como debido a que nifH es el gene estructural para la
nitrogenasa reductasa, uno de los componentes del complejo de

nitrogenasa.

Un estudio mds detallado de estas reiteraciones mostré que
las tres se encontraban en un solo plasmido, el pSim (Quinto et
al., 1982). La secuencia nucleotidica de estas tres regiones de
la cepa CFN42 demostrd que las tres portan genes nifH completos,
revelando ademas un hecho muy 1llamativo: que 1los tres son

idénticos en secuencia. Estudios de hibridizacion usando como

detectores los genes nifD y nifK de Klebsiella pneumoniae mostraron
ademas que ambos genes estaban presentes en las regiones a vy b,

pero ausentes en la regidn ¢ (Quinto et al., 1985). Este dltimo

‘dato ha sido puesto en duda por el reciente hallazgo de

hibridizacién positiva en la regién c con un detector nifD de R.

phaseoli (Valderrama, 1989). Se ha demostrado ademds que las

régiones a Y b son operones nifHDK funcionales (Segovia, 1988).

Al analizarse el comportamiento de cepas portando mutaciones
iguales en cada uno de los tres genes nifH, se encontrd que las
tres mutantes eran capaces de nodular y fijar nitrogeno en P.

vulgaris (evaluado por reduccion de acetileno) a los mismos niveles

gue la cepa silvestre. Estos datos implicaban que al menos dos
de las tres reiteraciones eran funcionales, aungue no parecia

existir ninguna evidencia de dosis génica (Quinto et al., 1985).

La reiteracidén de los genes estructurales de la nitrogenasa
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parece ser una caracteristica’comun entre aislados de R. phaseoli.
Se ha mostrado que, dentro de una coleccién de aislados de R.
phaseoli con diferentes origenes geogrdficos, 48 de ellos poseian
reiteracion de los genes estructurales de la nitrogenasa (Martinez
et al., 1985). Los restantes aislados, ademds de poseer solamente
una copia de estos genes, han mostrado ser muy diferentes de los
aislados comunes de R. phaseoli (Martinez et al., 1988). Estos

aislados y otros mas que poseen caracteristicas similares han

resultado ser tan diferentes, que se ha propuesto se clasifiquen

como una nueva especie, denominada Rhizobium tropici (Martinez et

al., 1991),

El conocimiento alcanzado con las reiteraciones nifH de R.

phaseoli motivo también el interés de conocer si la reiteracidn de
secuencias de DNA es una caracteristica general en el genoma,
encontrandose que este era el caso (Flores et ai., 1987). Ademas,
se encontrd que algunos elementos de estas familias reiteradas
podian estar sujetos a rearreglos gendmicos gque ocurrian a alta

frecuencia (Flores et al., 1988).

Al momento de comenzar trabajo en colaboracidon con los grupos
de 1los Dres. Guillermo Davila vy Rafael Palacios, consideré
particularmente interesante el dedicarme a estudiar los mecanismos
moleculares involucrados en la dindmica de familias reiteradas de
DNA en R. haseoli, asi como sus posibles consecuencias

fenotipicas. Resultd natural elegir a la familia reiterada nifH
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- como un sistema modelo de estudio, dada la amplia informacion
existente sobre ella asi como por la importancia de este gene para

la fijaciodon de nitrdgeno.

Al iniciar este trabajo, tres observaciones hechas en el

sistema nifH me parecieron particularmente interesantes.

e 1.- A pesar de que las reiteraciones nifH son activas y de que
probablemente, las reiteraciones a y p comparten la misma
regulacion, no se observa un efecto de dosis génica entre
ellas.

2.- La secuencia nucleotidica de las regiones nifH reveld una
similitud del 100% entre las tres regiones, Para el caso
de las regiones a y b, la constancia en sitios para enzimas
de restriccion sugiere que esta alta similitud podria
extenderse también a los genes nifD y nifkK.

3.- Las tres reiteraciones nifH se encuentran localizadas en un
solo plasmido, el pSyn. Logicamente, se infiere que al
menos dos de las reiteraciones deben de estar en
orientacion directa. Esto crearia la posibilidad de generar
rearreglos gendémicos por recombinacidén entre las regiones

nifH.

Con respecto al primer punto, existia ya evidencia que sugeria

la ausencia de un efecto de dosis génica de los genes nifH. De

ser cierto, podria implicar que mecanismos que aumentaran el numero
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de copias de nifH no tendrian ningun efecto positivo sobre 1la
actividad de nitrogenasa. Sin embargo, estos datos fueron
obtenidos probando las mutantes bajo condiciones de laboratorio las
cuales, dado que son restrictivas para el crecimiento de las
plantas, afectan también la actividad de nitrogenasa. Por tanto,
me parecid necesario repetir estos experimentos bajo condiciones
mas favorables, Los datos obtenidos se presentan en el articulo
"Effect of naturally occurring nif reiterations on symbiotic

effectiveness in Rhizobium phaseoli". Este trabajo fue realizado

en colaboracién con investigadores del NifTAL Project, University

of Hawaii, E.E.U.U.

Con respecto al segundo punto, es llamativa la extrema
similitud en secuencia de las tres reiteraciones nifH. Si bien
estos datos pudieran explicarse por una generacion muy reciente de
estas reiteraciones, otra posibilidad es la existencia de
mecanismos que estén conservando la identidad entre ellas, como se
ha observado en otros organismos (Dover, 1986). Dentro de los
mecanismos involucrados se han sugerido conversion génica,

entrecruzamientos desiguales, transposicidén, etc. (Dover, 1986).

Con respecto al tercer punto, implicaria gue las reiteraciones
nifH podrian no sdlo estar sujetas a rearreglos gendmicos, sino
también participar en la generacidn de ellos. Los resultados
obtenidos con respecto a este punto se reportan en el articulo

"Amplification an deletion of a nod-nif region in the symbiotic

[
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plasmid of Rhizobium phaseoli', asi como en los resultados

adicionales presentados en esta tesis.

Por ultimo, quisiera aclarar que los resultados presentados
aqui son producto de una colaboracidn entre los grupos del Dr.
Guillermo Davila, del Dr. Rafael Palacios y el mio, para comprender
la estructura y dinamica del génoma de Rhizobium. Estos esfuerzos
han llevado ya, ademds, a la determinacién del mapa fisico del pSim

de R. phaseoli CFN42 y a la localizacidn de secuencias reiteradas

en él (Girard et al., 1991), el hallazgo de nuevos tipos de

rearreglos que afectan, con alta frecuencia, otros plasmidos de R.

phaseoli (Brom et al., 1991) asi como la clonacion vy

caracterizacidén del gene recA de R. phaseoli y su papel en

formacioén de rearreglos (Martinez-Salazar et al., 1991).
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RESULTADO.S

Two roads diverged in a wood, and I -
I took the one less traveled by,
And that has made all the difference.

RobertFrost.
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Most naturally occurring strains of Riuzobitm plaseoli possess reiteration of the aff genes, Theee regions
contaln nitrogenase structural genes in strain CEFNY2, Two of these reglons (aand b) have coples ol niftd, nifD,
and nifK, whercas the thivd region (¢) contains only aiffl. Strains contiining mutations in either aif region a
or nif region b had significantly diminished symbiotic eftectiveness compared with the wild-type steain on the
hasis of nodule mass, total aitrogenuse activity per plant, nitrogenase specilic activity, total nitrogen in the
shoot, and percentage of nitrogen, A strain containiog mutations in hoth »if vegion o and #if vegion b was
totally ineffective, These data indicate that both aif region o and nif region b are needed Tor full symbiotic

eflectiveness in R, phaseoli.

Bacterin of the genus Rhizobinm induce nitrogen-fixing
nodules on the roots of their host plants, For fast-growing
Rhizabinm species, it hus been shown that the genes re-
quired Tor nodulation (nod) and nitrogen hixation (wif) are
locuted on lurge plasmids (12). The nitrogenase eazynmie
complex is composed of two enzymes, nitrogenase (Mo-Fe
protein) and nitrogenase reductase (e protein). The Mo-fe
protein is composed of two « subunits and (wo 8 subunits
encoded by the aifD and nif K genes, respectively, The Fe
protein is composed of two identical subunits encoded by the
niffl gene.

Far Rhizobium phaseoli, the symbiont of Phascolus vul-
earis, we reported the reiteration of nitrogen fixation gene
sequences (13), Three regions homoltogous to the niffi gene
were identified in R, phascoli CFN42, These regions are
Jocated on @ single plasmid (13}, Heteroduplex and nucleo-
tide sequencing studies of each region established the pres-
enee of complete nifff genes in cach of the three regions (14).
Hybridization studies using as probes Kiehsiclla prenmo-
wiae alfD and nifK genes indicated that both genes are
present in sif regions u and b, while only #if#! is present in
nif region ¢ (14). Conceivably, #if regions a and b are
nifl{iK operons by analogy to tie urrangement found in
other Rhizobinm spp. (1). A mutational study indicated that
at least two of the reiterated regions (nif regions a and b) are
functionally expressed (14).

Reiteration of pitrogenase structural genes appears to be a
widespread feature among R. phascoli isolates, Martinez ¢t
al, {5y reported that, among 50 isolates, 95% contained

reiteration ol pitrogenase structural genes. Reiteration of

nitrogenase structural genes has been found also in R, fredii
(L), R. teifolii 1), and Rhizobiwm sp. strain ORS571 (8, Y).

Given the widespread occurrence ol repeated nif genes in
R. phaseoli, a hypothesis explaining the Kind ol selective
pressure that maintains these reiterations must be sought.
Maybe reiterated nif' gene sequences are necessary lor
optimal expression of nitrogen fixation activity., Assuming
that only nif regions a and b possess the potentind to produce
a functional nitrogenase enzyme complex, the hypothesis
feads 1o the following predictions. (i) Strains having single

* Corresponding author,
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mutations in any of the regions carrying complete niffHiDK
reiterations LHf region a or aif region b) must have a di-
minished symbiotic effectiveness compared with the wild-
type strain. (i) Strains carrying muatations in both wif region
wand o vegion bomust be totadly inetltiective, Our results
provide evidence which supports this hypothesis,

R, phaseoli CE-3 is o spontaneous streptomycin-resistont
decivative of wild-type steain CEN42 (1), Strain CEN2202 1S
a derivative of CE-3 which carvies an insertion of o Kanamy -
cin resistance interposon into the aiffd geae located in region
b (14}, Strain EMJA07 is o decivative ol CE-3 which cirries a
kanamycin and spectinomycin resistinee interposon into the
nifld gene tocated in oregion o (B Morett and G Espin,
manuseript in preparation). Stram CEN2210 s o derivative
of CE-3 carrying comtegrates ol intermediary  vectors
pl.S151 and pLS153. These vectors are derived from plas-
mid pSUP205 (151 pL.S15) carries o spectinontycin reses
tance interposon in the aiffd coding frame ol R. phascoli
CE-3 nif region a (19), pLS133 carries o 2-Kitobase fHlindl -
BamHIL fragment from aif region a (14) with a Kunaumycein
resistance interposon {rom plasmid pGYY7 (4) in the mifKN
gene, As these plasmids carry only fragments internal o the
reiteritions, their cointegration inaif regions i and b Jeads w
a block of the expression of cach #if K gene. This strain was
shown o be stable, muintaining its phienotypic and genotypic
characteristics through nodulation (data not shown).

Seeds of £ vilearis ¢v. Bush Bountiful were surface
sterilized in 202 sodivm hypochlorite tor 2 min, rinsed, and
geeminated in sterile vermiculite. Seedlings were plunted
when the radicles were 2 to 3 cm long. Plants were grown in
Lliter plastic pots (Lab-Tek Products) tilled with wet ver-
miculite as deseribed by Singleton and Tavares (18). Three
germinated seedlings were plinted in each pot. The bacterind
inocula were grown in yeast extract-mannitol broth (),
Immuediately after planting, cach seedling was inocufated
with 10% to 107 viable cells of the appropriste strain which
was suspended in 0.5 mi of sterile water, Viable coums were
determined by the drop plate method 20}, Four pots were
felt uninoculated s controls, Plunts were grown in a greci-
house in a randomized complete-block design with four
replications. The plants were thinned o 2 per pot 10 duys
after planting. Each pot received a duily application of {64

e e e
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AR 1. Growth, sodulition, and aitragen tivtion teits for 2 vidvariy inoculated with B0 pheaseoli strains cinrying matations io
nit retterians”

Tl

Active if Nodule diy wi

Nitropenase Shoot dry wi Totd N oin shoot GON

Stin feiteraton” fe - g '1i,:1.‘;ﬁt‘i:i;",w st e ot h tmg - pot i
) . bl 945 ILIREH RN 2la th . 8iy L
1\ JH h, ¢ 184b 181k 41.9h 2 3660 1.8h
(N2 AL 16k 4. 149 6H4.5h .9 I8.3h 1.9h
CEN2IM . jalh [ERIRTS {1.6¢ 1.8 19.85¢ 1.1e
Uininochded contral Uc 0.00¢ 0.0¢ 1.8a LY9¢ 1.1¢
N Controd 6.4 J19.3 1.4

A g within the same colim tanked by the soe letter are nob significantdy different (7' = 0,051 as determined by the Duncin muhiple range test,
S etters vefer b the different nif reiterations, nomenclature isas deseribed previonsdy o84,

H\I l'ill‘ P]i”l' b h ‘.
TEN O, e of mdude Tl

ml of N-ree nutrient solution (161, Micronutrients were
provided  from o commercind microputrient  cancentrate
tManterey Chemical Coo Four pots each received o daily
application ol 1T0G mb of nutrient solution containing 100 mg
of N titer Vas o measure of vield potential in the system,

At harvest, on day 28 after plimting, acerylence-reduction
assays were performed by incubiting the excised root sys-
tems in 397 (vol/vob acetvlene Tor 45 min, Ethylene produce-
ton wis measared with o Varion Acrograph 930 gas chro-
matagraph, After incubuition, the nodules were removed
from the roots and aven-dried af 70°C for 72 b for dry weight
determinations. Shoots were ceut st the surtiace of the growth
medinm and oven-dried in the samme fashion, The dried
shoots were weighed and milied, and samples (525 g) were
digested with concentrided sudfuric scid alter pretreatment
with 5 mib of H.0L N content of the digests was determined
by the codorimetric methad of Mitchell (7). The data qmsi-
tive N ocontrols not included) were analvzed statistically o
described by Gomez and Gamez (2), Correlation wnﬂlucnls
were cilenlited from CIEY meins,

Cirowth, nodulation, ad nitrogen lixation data for plants
imocubated with strain CE-3 or its mstant derividives are
shown i Table 1 Plants nodolited by strains carrving
mutations inodf yegion a (EM4G7) or in onif region b
(CEN202) or in hoth gifregion a and pif region b (CFN2210)
showed i lowered fevel of nodulition as compared with the
wild-type strain (CF-3), The dey weight of nodules induced
by strains EMAO7, CEN22020 i CEEN2210 was 41% fower
than that of nodudes induced by the wild-type strain, These
withties were statistically significant at the 597 level. Diller-
ences in nodufe dry weight were expected because these
srains had lowered nitrogen lixation activity (sce below), A
direct correlation hiss been found between nitrogen fixation
activity and nodule mass (10, 17),

Fotal nitrogenase activity values allow a separation of the
inoculant strains inta three ditferent groups (Table 1), Group
1 ocontains wild-tvpe strain CE-3. which had the highest
vishue Tor total nitrogenase activity, Group 2 contains EMA07
and CIFN2202,
activity of group 1, Group 3, which contains CEN2210, was
totally ineffective for N, fixation. Wild-type strain CE-3
ranked hivhest for aivogenase specific activity,  Strains
curryving mitations in f region a (EM407) o aif region b
(CENII0Y) rinked intermedinte to CE-Y and CIFN2210, with
H977 of the nitrogenise specific activity of the Tatter strains,
Stramy CEN2210L carrying mutations in both adf region a and
nif region b was ineffective, A significant linear correlation
wits ohserved hetween mitrogenase specific activity and
number of active pif veiteridions (0 = 09R3, signilicant at the

which had 2597 of the totat nitrogenase

S5 feveh). These results indicate that nitrogen fixation re-
sponds o the gene dosage level of the nifl1DR reiterations,

Results of dry weight and nitrogen analyses ire shown in
Table 1. No significant differences between treatments were
observed for shoot dry weight, However, significant difter-
ences between striins were found for both percentage of
pitrogen and totd nitrogen in the shoot. Wild-type strain
CE-3 had the highest vatue for total nitrogen in the shoat,
Strains EMA07 and CFN2202 were intermediante., with vajues
falting  between those for CE-3 and CFN2210. Strain
CFN2210 was ineffective for symbiotic nilmg.cn fixation and
had the Jowest value Tor total nitrogen in the shout, which
was not significantly dilferent from that of the uninoculited
control. Vilues for the positive nitrogen control indicated
that the main limitation in our growth system was nitrogen
availability from N. fixation, Values [or percentage of nitro-
gen were also significantly different between strains, This
difference was expected., because values far total nitrogen in
the shoot showed that significance and dry weight villues
were unilorm amang treatments, This tread still holds (Fable
1). Strain CE-3 showed the highest percentage of nitrogen.
strains EMA07 and CFN2202 ranked intermediate, and strain
CEN221O was indistingnishable from the uninocutated con-
trol in pereentage of nitrogen.

These data clearty indicate that both #if region a .md nif
region b, carrving aiffIDK reiterations. are needed for
optimal nitrogen fixation in P, vedgaris, indicating a gene
dasage effect for these reiterations,

ll wits nol possible to analyze the effect of mutations in nif
region ¢ o nitrogen fixation, since the mutants availuble
appear to be extremely unstable (unpublished data). How-
ever, aif vegion ¢ atone is unable to conler any mitrogen
fixation ubility, since mutant CFN2210 s totally incffective
CTable 1), ha previous report (14). we were unable to detect
differences in nitrogen fixation ability analogous to those
reported bere. However, those tests were carried owt under
canditions restrictive 1o plant growth (anitrogen-free nutricent
agar) and for sharter durations (17 versus 28 days), which
made it difficult ta detect the dilterences reported here.

Reiteration of nitrogenase structural genes has been found
in other members of the genus Rivzabinm, such as R, fredii
(D and Rhizobivm sp. strain QORSSTL 8, 9). For R. fiedii, o
correlation between the loss of plasmid-borne nif’ gene
copies wnd o reduction in symbiotic effectiveness hiis been
found (6). However, in that study the loss of ajf reiteratjions
wits achieved by plasmid curing. thus muking it difticult 1o
ascribe the observed differences in symbiotic effectiveness
solely to the loss of nif reiterations. For Rhizohinm sp. strain
ORSS71. o functionsd study of the two »if reiterations
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indicates that both are needed 1o achieve optimal nitraogen
fixation (91, Reiteration of nodid genes has been found in K.
mefilon, and o mutational study indicates that at least two
aod) genes are necessary for etlicient nodulution of alfally
(3. We conclude that both sif region a and aif region b,
carrying nifHIDA reiterations, are pecded for full symbiotic
ellfectiveness in K. phaseoli, indicuting a gene dosage eflect
for these reiterations,
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One remarkable characteristic of the genomes of some Rhizobium species is the frequent occurrence of
rearrangements. In some instances these rearrangements alter the symbiotic properties of the strains.
However, no detailed molecular mechanisms have been proposed for the generation of these rearrangements.
To understand the mechanisms involved in the formation of rearrangements in the genome of Rhizobium
phaseoli, we have designed a system which allows the positive selection for amplification and deletion events,
We have applied this system to investigate the stability of the symbiotic plasmid of R. phaseoli. High-frequency
amplification events were detected which increase the copy number of a 120-kb region carrying nodulation and
nitrogen fixation genes two to eight times, Deletion events that affect the same region were also found, albeit
at a lower frequency. Both Kinds of rearrangements are generated by recombination between reiterated
nitrogenase (nifl{DK) operons flanking the 120-kb region.

Rhizobium spp. are gram-negative soil bacteria studied
primarily for their ability to establish nitrogen-fixing symbi-
oses with leguminous plants. Intensive genetic analysis
during the past decade has led to the identification of genes
essential for the nodulation (nod genes) and nitrogen fixation
(nif and fix genes) processes, In all the fast-growing Rhizo-
bium species, these genes are carried on large plasmids, the
so-called Sym plasmids or pSym (20, 24),

One interesting characteristic of the Rhizobium genome is
the presence of a large number of reiterated DNA se-
quences. For Rhizobium phaseoli, the symbiont of the
common bean (Phaseolus vulyaris L.), we have estimated
the presence of about 700 reiterated elements, belonging to
200 different families (9), This high degree of reiteration is
not restricted to R. phaseoli; other members of the Rhizobi-
aceae family, including the closely related bacteria Agrobuc-
terium tumefaciens, possess a large amount of reiterated
DNA (9, 24). For other organisms, it has been shown that
recombination between pairs of repeated elements may lead
to different kinds of genomic rearrangements, including
additions, ampllhc‘ttons deletions, and inversions (2, 31)

Frt.quem genomic rearrangements (ln the range of 10 * 1o
10~ 3) have been commonly observed in different Rhiizobhium
species, including Bradyrhizobium japonicum, Rhizohium
trifolii, and R. phaseoli, These rearrangements, which are
frequently deletions, may affect the symbiotic propertics of
the strain, either for nodulation or for nitrogen fixation (4, 7,
10, 14, 18, 39, 44), Unfortunately, the mechanisms involved
In the generation of genetic instability in these species have
been poorly analyzed.

In order to understand the mechanisms involved in the
genetic instability of R. phaseoli, we have developed an
experimental approach for the general selection of genomic
rearrangements, This system allows the positive selection of
different kinds of rearrangements, including amplifications,
deletions, insertions, and loss of plasmids. We have used
this system to study the stability of pSym of R. phaseoli. We

—_—_—
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have detected high-frequency amplification and deletion
events which affect a 120-kb region carrying nodulation and
nitrogen fixation genes. These rearrangements are generated
by recombination between reiterated nitrogenase (nifHHDK)
operons flanking this region.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and media, Escherichia coli
HB101 (5) was the host employed for all the recombinant
DNA procedures; E. coli S17-1 (38) was used as the host for
conjugative transfer of intermediate vectors to R. phaseoli.
R. phaseoli CFN42 (33) was the parental strain. Linear maps
of the plasmids used in this work are shown in Fig. 1. E. coli
strains were grown at 37°C in LB medium (25), and R.
phaseoli steains were grown at 30°C in PY medium (27).
Media containing sucrose at a 5 or 12.5% (wt/vol) final
concentration (see below) were prepared by adding appro-
priate volumes of a filter-sterilized, concentrated sucrose
solution to autoclaved PY or LB medium. When needed,
antibiotics were added at the following concentralions: ka-
namycin, 30 pg ml™! (E. coli) or 15 to 100 p.g ml~! (R.
phaseoli, see below); nalidixic acid, 20 pg ml~! (R. phase-
oli); spu.nnomycm 100 pg ml~ ! (E. coli or R. phaseoli); and
tetracycline, 2 ug mi™ ! (R. phaseoli) or 10 pg mi~! (E. coli).

Recombinant DNA  procedures, Recombinant plasmids
were purified by an alkaline lysis method (21). Restriction
endonucleases and T4 DNA ligase were purchased from
Amersham Corp., and the reaction conditions were as spec-
tfied by the manufacturer. Transformations of E. coli strains
with recombinant plasmids were done by a calcium chlonde
procedure (21).

Plasmid construction and site-directed mutagenesis. A
4.2-kb Pstl fragment of pGS100 (6a), carrying the kanamy-
cin/gentamicin and spectinomycin/streptomycin resistance
determinants of pSa, was ligated into the unique Ps¢I site of
pUCDBO00 (11), and E, cofi HB101 was transformed with the
ligation mixture., Km" Sp™ sucrose-sensitive colonies were
screened for plasmids with the desired restriction pattern,
and one of these was named pGUS3. From this plasmid, the
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FIG. 1. Physical maps of the plasmids utitized in this work. Details of plasmid construction are given in Materials and Methods. mob,
Origin of transfer from RP4; lacZ, structural gene for RB-palactosidase from E. coli; nifH, structural gene for nitrogenase reductase from R,
phaseoli (nif region a); secRB, structural loci for levansucrase from B. swbrilis; Ap, Om, Km., Sm. Sp, and T¢, ampicillin, gentamicin,
kanamycin, streptomycin, spectinomycin, and tetracveline resistance determinants, respectively. Abbreviations: B, BamHI; Bg. Bglll; P,

Pstl. Arrows indicate direction of transcription.

newly constructed cassette (GDYNI1) was excised as a
5.7-kb BamH] fragment and ligated in the unique Bgl/ll site
of pEM1S (26); E. coli HB10) was transformed with this
DNA preparation, and clones with a Tc" Sp' sucrose-sensi-
tive phenotype were selected. Such isolates were surveyed
for plasmids with the desired construction, yielding the
intermediate plasmid pDR20. Since the pEMIS parental
plasmid is a pSUP205 (38) derivative carrying one of the
three nif regions of R. phaseoli (nif region a), insertion of the
GDYNI1 cassette leads to an interruption of the nifl! coding
sequence (codon 147). R. phaseoli CFNXS was constructed
by replacing the nif region ¢ sequences on the pSym of R.
phaseoli CEN42 with the insertion Jocated in pDR20 by an in
vivo gene replacement procedure (38). This strategy takes
advantage of the extended homology between nif region a
and nif region ¢, which spans over 1.3 kb. To this end,
pDR20 was transformed into strain S17-1, and the transform-
ant was mated on PY plates with R. phascoli CFN42,
Transconjugants were selected on PY plates containing 20
pg of palidixic acid mI™! and 1§ pg of kanamycin ml™!,
Double recombinants were identified by their sensitivity to
tetracvcline.

Isolation of R. phaseoli derivatives carrying amplifications
of a genomic sector. In order to isolate derivatives carrying
amplifications, strain CFNXS5 was grown overnight in liquid
PY medium containing 15 pg of kanamycin ml™! and diluted
in a solution containing 10 mM MgSQO, and 0.01% Tween 40
(vol/vol), and appropriate dilutions were plated onto PY
plates containing 50 (selection for duplications} or 100 (se-
Jection for highesr-order amplifications) pg of kanamycin
mi~!. Colonies carrying either duplications or amplifications
usually appeared after 3 to 4 days at 30°C. However, this
procedure appears to be nonlethal for unamplified strains; at
longer incubation times (6 to 9 days, depending on the
kanamycin concentration), smaller colonies began to appear.
These small colonies, upon further testing, did not show any
evidence of amplification. Therefore, all the scoring and
colony isolation were done only for colonies growing in a 3-
to 4-day period at 30°C, Frequencies are giver as the number
of colonies resistant to the indicated kanamycin concentra-
tion per total CFU. :

Isolation of R. phaseali strains carrying deletions. To isolate
strains carrying deletions, the indicated R. phaseoli strains
were grown overnight in liquid PY medium without antibi-
otics, diluted, and plated onto PY plates containing sucrose
at 12.5% (wtfvol). Scoring was done for rapidly growing
colonies afler 3 to 4 days at 30°C.

Filter biot hybridization, plasmid profiles, and quantitation
of copy number. Genomic DNA was digested with BamH]I,
subjected to electrophoresis in 19 agarose gels, blotied onto
nitracellulose (Hybond C; Amersham Corp.), and hybrid-
ized as described previously (10). Plasmid profiles were
obtained by the in-gel lysis method of Eckhardt (8), blotted
onto nitrocellulose, and hybridized similarly. The internal
nifH fragment used as a probe was a 0.27-kb Safl fragment
from the R, phaseoli nifH gene {(from codon 29 to codon 120)
located in nif region 4 (34). The extent of the R. phaseali
nifD- and nifK-specific probes is shown in Fig. 4. For the
quantitation of copy number, blots were autoradiographed
and hybridization signals were integrated by scanning the
autoradiographs with a GS300 scanning densitometer by
using the GS350 data system (Hoefer Scientific Instruments,

- San Francisco, Calif.), taking care to be within the linear
range of the film,

Assay for nodulation and nitrogen fixation, Sterile P, vul-
garis ¢v. Negro Jamapa seedlings were grown in nitrogen-
free plant nutrient agar and scored for nodulation and
acetylene reduction 17 days after inoculation with a specific
striin, as described previously (34), ‘

RESULTS

Experimental approach to study genomic rearrangements,
A system was constructed for positive selection of different
types of genomic rearrangements, The relevant features of
the GDYN1 element (acronym for Genome Dynamics) are
shown in Fig. 2a. This cassette contains a segment of
plasmid pSa which carries kanamycin/gentamicin and spec-
tinomycin/streptomycin resistance markers. We have found
that upon introduction into R. phaseoli, these genes confer a
high level of resistance to spectinomycin (100 ug ml~!) but a
lower level of resistance to kanamycin (15 ug ml™"). Higher
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F1G. 2. (a) Relevant features of the 5.7-kb GDY N1 cassette. The
approximate localization of the kanamycin/gentamicin and specti-
nomycin/streptomycin resistance determinants as well as the sacR-
sacB sequences is indicated by boxes., The kanamycin/gentamicin
determinant also confers resistance to tobramycin {Tm). Restriction
sites; B, BumHI; P, Pstl. (b) Schematic structure of pSvm of R.
phaseoli CFEN42, Localization and relative extension of nif regions
a, b, and ¢ (34) are indicated by boxes. Boxes are al a scale eight
times larger than the rest of the circle. Arrows indicate transcription
direction in each region.

levels of kanamycin resistance can be achieved by increased
gene dosage (see below), providing us with a simple way to
identify and quanmdtu amplified variants. The GDYNI
cassette also carries the sacR-sacB genes of Bacillus subtilis.
The sacR gene is a regulatory locus; the sacB gene codes for

the enzyme levansucrase (41), which confers sucrose sensi-

tivity in several gram-negative bacteria (11). Selection for
sucrose-resistant derivatives can be used to isolate ditferent
Kinds of rearrangements. including deletions (17), insertions

(11), and loss of plasmids (17).

We have used the GDYN1 cassette to explore the stability
of pSym of R. phaseoli CFN42. The complete physical map
of this 390-kb plasmid as well as the localization of some
nodulation and nitrogen fixation gene sequences has been
determined recently in our laboratory (11a). This plasmid

 contains two nifHDK operons (nif region a and nif region b)

(33, 34) in direct orientation, separated by 120 kb (Fig. 2b).
A third nif7f gene (nif region ¢) (33, 34) as well as sequences
hybridizing with nodB-, nodC-, nodD-, and nifA-specific
gene probes is located within this region. The orientation of
nif region ¢ is inverse to that of the other two aif regions
(1la). We incorporated the GDYNI cassette into the nif
region ¢ coding sequence, by using site-directed mutagenesis
agd)a gene replacement procedure {see Materials and Meth-
ods
The resulting R. phaseoli strain (CFNX3) has normal-

sized pSym (Fig. 3a, lanes 1 and 2). Southern blots of this
strain probed with an internal sequence of the R. phaseoli
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niff{ gene give a band pattern consistent with that for an
insertion in nif region ¢ (Fig. 3b, lane 1). Since this probe is
hybridizing with a sequence that is identical in the three nifH
reiterations (34), the three bands are equally mtense Strain
CFNX3 is resistant up to 15 pg of kanamycm m!~! and is

sensitive to sucrose (12.5%).

High-frequency tandem duplu.atmns in pS;,m formed by
recombination between reiterated niffIDK operons. When
strain CFNX3 was grown in liquid culture and then plated on
kanamycin (50 g ml™Y), resnsmnt colonies were obtained at
a frequency of 4 x 107 Five of six resistant colonies
(representgd by’ strain CFNX26, Fig. 3) differ from the
CFNXS parental strain in several aspects, namely: (i) there

- is no normal-sized pSym, (ii) Southern blots of the plasmid

profile probed with either an internal nifH tragment (Fig. 3a,
fane 4) or the whole pSym plasmid (data not shown) reveal a
plasmid of higher molecular size (around 500 kb), (iii)
Southern blots of BamHI-restricted total DNA probed with

“an internal nifH fragment show an additional 5.2-kb band

(Fig. 3b, lane 2), and (iv) nifH-positive bands were not of
equal intensity; the band carrying the cassette (nif region c)
has a double relative intensity. The other kanamycin-resis-
tant strain {(CFNX28) is similar to the ones described before,
except that pSym is of higher molecular size (around 600 kb)
(Fig, Ja, lane 6) 'md the band stoichiometry (Fig. 3b, lane 3)
is different,

Our interpretation of these results is that strains CFNXZ()
and CFNX28 have undergone a tandem duplication and
triplication, respectively, of the 120-kb sector bounded by
nif regions a and b (see Fig. 6). These rearrangements are
generated by recombination between nif region a and nif
region b, thus giving rise to a new nif reiteration (5.2-kb
band) carrying the §' end of nif region b and the 3’ end of nif
region a. This interpretation predicts that the new nif reiter-
ation must be a complete nifHHDK operon (Fig. 4). Hybrid-
ization of genomic DNAs of strains carrying duplications or
triplications against R. phuseoli nifD- and nifK-specific
probes indicates that this is indeed the case (Fig. 5). Other
authors had observed this new nifHHDK reiteration (26);
however, they failed to recognize the existence of amplifi-
cations in their strains,

Further support for this interpretation was obtained by
hybridization of genomic DNAs of these strains against a set
of cosmids covering the whole pSvmi plasmid. Hybridization
with cosmids encompassing the 120-kb sector as probes
gives a higher overall densitometric intensity than with
cosmids covering the remainder of pSym (data not shown).

Isolation of derivatives carrying higher-order amplifications
in pSym. Higher-order amplifications were obtained by plat-
ing strain CFNXS on 100 pg of kanamvcin ml™!; resistant
derivatives were detected at a frequency of 2 x 1077,
Analysis of five derivatives indicated that they contain five
to eight copies of the 120-kb region. One example (strain
CFNX39) is shown in Fig. 3. Southern blots of total DNA of
strain CFNX39 probed with an internal nifH frapment show
the same four-band pattern observed in strains carrying
duplications: however, band stoichiometry is severely al-
tered, with the 5.2-kb band and the nif region ¢ band being 7
and § times more intense, respectively, than the nif region a
and nif region b bands (Fig. 3b, lane 4). This is the precise
stoichiometry that we expected for a strain carrying eight
copies of the 120-kb region. A symbiotic plasmid has been
detected in highly amplified strains (Fig. 3a, lanes 7 and 8).
This plasmid has undergone a massive enlargement in size,
from the original 390 kb to nearly 1,200 kb. The low
hybridization signal observed may be due to extensive
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FIG. 3. (a) Plasmid profiles and localization of pSym in R. phaseoli derivatives. Odd-numbered lanes are plasmid profiles. stained with
ethidium bromide. Even-pumbered lanes are Southern blots of each plasmid profile probed with an internal nifff fragment. Letiers on the left

side of the panel mark the position of the corresponding plasmid; plasmid d is pSym. Approximate sizes are 150 (a.b), 270 (¢). 350 (d), 510
(e), and 630 () kb. Strains CFNXS (lanes 1 and 2) and CFN42 (lanes 11 and 12) were the starting strains. Derivatives carrying amplifications
of a sector of pSym are in lanes 3 and 4 (CFNX26), Sand 6 (CFNX28), 7 and 8 (CFNX39), and 13 and 14 (CFNXT6). Derivatives carrying

deletions in pSym are in lanes 9 and 10 (CFNXS55) and 15 and 16 {CFN

%77). (b) Southern analyses of derivatives carrying amplifications or

deletions. Genomic DNA of each strain was digested with BamH] und hybridized to an internal nifH fragment. Relative dcnsimmelric
intensities are given below with the Jane number from the uppermost to the lowermost band in each lane. Letters on the left side of the panel
indicate the position of each nif region. Strains CENXS (lane 1, 1:1:D) and CEN42 (lane 6, 1:1:1) were the starting strains. Derivatives carrying
amplifications are CFENX26 (lane 2, 2:1:1:1), CENX28 (lane 3, 3:1:1:2), CFNX39Y (lane 4, 8:1:1:7), and CFNX76 (lane 7. :1:1:2). Derivatives

cartying deletions ar¢ CENXS5S (lane 5) and CFNXT77 (lune 8).

breakage of such a large plasmid during the electrophoretic
procedure,

Recombination between reiterated nifHDK operons also
Jeads to high-frequency deletions in pSym. Deletion frequency
in pSym was evaluated by plating strain CFNXS$ on medium
with a high sucrose concentration (12.5%); resistant colonies
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FIG. 4. Physical maps of nif region a and nif region b and the
expected products for reciprocal recombination. All the maps are
drawn in a §' to 3' direction in regard to the nifH gene. The location
of the nifH gene is indicated by the black box. A reciprocal
crossover anywhere between the broken lines should yield two
recombinant products (5'b/3'a and 5'a/3’b). The origin and extent of
the R. phaseoli nifH-, nifD-, and nifK-specific probes are indicated
by bars. B, BamH]; E, EcoRl,

arose at a frequency of 4 X 1074, All eight derivatives
analyzed carry the same kind of deletion, represented by
strain CENXS5 (Fig. 3). These strains harbor a pSym plas-
mid of reduced molecular size (around 270 kb; Fig. 3a, lanes
9 and 10). That this rearrangement involved recombination
between nif region a and nif region b was determined by
hybridizing restricted DNAs of these strains with an internal
nifH sequence. In these strains, instead of the three nifH
reiterations observed in strain CFNXS5, only one band of
altered size is observed (Fig. 3b, lane 5). Its size (9.9 kb) is
consistent with a recombination between nif region @ and nif
region b, thus generating @ hybrid band that carries the §'

a b ‘ c

1 2 3 1 2 3 1 2 3

r At ety sy
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Fi1G. §. Hybridization analysis of strains carrying either duplica-

tions or triplications. Genomic DNAs of strains CFNXS (lanes 1),

CENX26 (lanes 2), and CFNX28 (lanes 3) were digested with

BamH1, blotted, und hybridized against nifH (a)-. nifD (b)-, and nifK

(¢c)-specific probes.
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end of nif region a and the 3’ end of nif region b (Fig. 4).
Hybridization analysis of double-restricted DN As confirmed
this interpretation (data not shown). This kind of recombi-
nation must delete the whole 120-kb region; hybridization
with a set of cosmid clones covering pSym confirmed this
gxpectation (data not shown),

This sucrose selection scheme was also used to determine
the deletion frequency in strains CFNX26 and CFNX28. For
both strains, deleted derivatives were obtained at a fre-
quency of 8 x 1077,

Instability of derivatives carrying tandem duplications in
pSym. It has been reported that tandemly amplified deriva-
tives are unstable structures that return to the original state
at high irequency (2, 31, 37, 43). This characteristic was
explored by plating stritins bearing duplications ar triplica-
tions on media with a lower sucrose concentration (5%). In
this condition, we have found that ampliRed strains are
sensitive, while the parental strain CFNXS is resistant. For
strains CFNX26 and CFNX28, derivatives resistant to 5%
sucrose were isolated at a frequency of 9 x 107}, Forty
derivatives analyzed for each starting strain were phenotyp-
ically indistinguishable from the CFNXS strain {i.e., they
were sensitive to 50 pg of kanamycin mi™! or 12.5% sucrose
but resistant to lower concentrations of both substances).
Therefore, these results indicate that strains carrying dupli-
cations or triplications of the 120-kb region are unstable,
reverting at a high frequency.

Duplications and deletions are also found in an unmarked
strain. To determine whether these rearrangements do occur
in the absence of any selective system. we screened several
single-colony isolates of the CFN42 wild-type strain (Fig. 3)
for modifications in the size of pSym. Among 320 isolates,
one carried a tandem duplication (strain CFNXT76; Fig. 3a,
lanes 13 and 14, and Fig. 3b, lane 7) and another carried a
deletion (strain CFNX77; Fig. 3a, lanes 15 and 16, and Fig.
3b, lane 8) corresponding to the rearrangements described
above. Thus, these results indicate that amplification and
deletion events occur in otherwise unmodified straios.

Symbintic phenotypes of strains carrying deletions or dupli.
cations in the pSym. Symbiotic properties of strains CFNX76
and CFNX77 were analyzed on P, vulgaris L. As expected,
strain CFNX77, which carries a deletion of the 120-kb
region, was unable to nodulate P. vulgaris. A derivative
carrying a tandem duplication of this region (strain CEFNX76)
was able to nodulate and to reduce acetylene at rates
comparable to those of the wild-type strain. However, since
these tests were cairied out under laboratory conditions,
they may have failed to detect subtle, albeit important,
differences in symbiotic properties, More work is needed to
ascribe a definitive symbiotic phenotype for amplified
strains,

DISCUSSION

In this communication, we have described the construc-
tion and use of a genetic element (the GDYN1 cassette)
which allows the easy isolation of different kinds of genomic
rearrangements. The GDYN1 cassette has several advan-
tages over other previously published experimental ap-

proaches. This element allows the positive selection of

deletions. amplifications, and deamplifications, by variation
pf selective conditions. Therefore, one genetic construction
15 syﬁiciem to determine the frequency of all these events for
a given genomic region. Selective conditions can be manip-
ulated to obtain defined copy aumber increases. Since the
use of the GDYNI cassette does not make any assumption
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FIG. 6, Schematic representation of the observed rearrange-
ments in the symbiotic plasmid of R, phaseali CFN42, Large arrows
around the circles indicate the extension of the amplified unit. Other
symbols are as defined in the legend to Fig. 2b. Numbers above the
arrows are frequencies of the respective rearrangement, rounded to
the nearest potency.

on the nature of the region being screened, this element is
useful to determine the dynamics of different sectors of the
genome. Moreover, since the genes contained in the GDYNI1
cassette are active in several bucterial species, this element
may be useful for the selection of rearrangements in other
gram-negative bacteria,

Figure 6 summarizes the observed rearrangements for
pSym of R. phaseoli CFN42, obtained by using the GDYN1
cassette, These rearrangements alter not only the presence
but the relative copy number of a genomic region containing
genes relevant for the symbiotic process. One interesting
characteristic of these rearrangements is the diversity of
plasmid sizes that may be generated, ranging from 270 to
nearly 1,200 kb. Such variability gives rise to plasmid
structures equivalent in size up to one quarter of the bacte-
rial chromosome.

All the rearrangements described in this paper occur at a
frequency far above that observed for spontaneous muta-
tion, and all were generated by recombination between
reiterated #if HDK operons. This endpoint preference is
remarkable, because there are several different pairs of
reiterated elements flapking the region where the GDYNI1
cassette was inserted that should be potentially useful for the
generation of rearrangements (11a). We believe that this
endpoint preference is due to the extended homology be-
tween the reiterated nifHDK operons, which spans over SKkb
(34). Of these, at least 1.3 kb is identical in nucleotide
sequence; that the remaining 3.7 kb is highly homologous
was estimated by heteroduplex experiments under stringent
conditions, as well as by conservation in restriction sites
(34). Assuming a linear relationship between extent of ho-
mology and recombination rate, other pairs of reiterated
elemeats should be regions with shorter and/or imperfect
homology between them, thus making these regions less
available for recombination. According to this hypothesis,
under conditions in which pairing between the nifHDKN
operons is restricted, use of other pairs of reiterated ele-
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F1G. 7. Models for the generation of plasmid molecules with a
deletion or with a duplication of the 120-kb region. In the righ! part
of the figure, an intramolecular recombination event between nif
regions a and b gives rise to a deleted plasmid molecule (270 kb) and
to a smalter 120-kb circle. Homologous recombination between the
120-kb circle and a normal plasmid molecule gives rise to a dupli-

cation of the 120-kb region. This recombination event may occur
anywhere within the 120-kb region; an example is shown. For the
left part of the figure, an unequal crossover event between nif
sequences in a partially replicated plasmid gives rise to two plasmid
molecules after full replication and resolution, one with a deletion
and the other with a duplication.

ments as rearrangement endpoints must be readily cbserved.
Experiments are under way to test this hypothesis,

We have shown previously that both nifHDK operons are
needed for an optimal symbiotic efiectiveness in R. phaseoli
(36). The finding that they can recombine to give rise to
amplifications and deletions suggests that whatever their
origin and other present-day functions, they participate in
the generation of genome rearrangements. In this regard, it
has been shown that recombination between long, reiterated
sequences in direct orientation leads to either amplifications
or deletions, both in plasmid (6, 29, 30, 37, 43) or chromo-
somal (1, 2, 12, 15, 19, 31) systems,

An important aspect to be analyzed is the mechanism
involved in the formation of these rearrangements. At the
time of this writing, we are considering two alternative
models, namely, unequal crossing-over between reiterated
nifHDK operons or circle excision and reinsertion models
(Fig. 7). We believe that triplications and higher-order am-
plifications are formed after the intermediate generation of a
duplication by either of the models presented here. Similar
models have also been suggested to explain amplification of
R-factor drug resistance pla.smids (6, 29, 30, 37, 43) dnd
chromosomal rcglons (1, 2, 12, 15, 19, 31).

Reiteration of nitrogenase structural genes and other ge-
nomic regions is a common feature not only in R. phaseol:
strains (9, 22, 23, 33, 34) but also in other Rhizobitm species
(3, 9, 13, 14, 16, 18, 28, 32, 35, 42). Therefore, we believe
that rearrangements similar to these may occur in other

1 Bactoriol,

Rhizohium strains. In fact, recombination between reiter-
ated sequences is involved in deletion of a symbiotic region
in B. juponicum (14, 18).

Tandem amplifications in prokaryotes are commonly
viewed as a rapid and reversible adaptation of a cell popu-
lation 10 certain environmental factors that require overex-
pression of some genes (2, 12, 37, 40). In nature, Rhizobium
spp. encounter a variety of different microenvironments,
both inside and outside the legume host. Whether or under
which conditions the rearrangements described above may
be useful adaptations remains to be determined.
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RESULTADOS ADICIONALES.

A) USO DE OTRAS SECUENCIAS REITERADAS COMO SITIOS DE
RECOMBINACION PARA LA GENERACION DE AMPLIFICACIONES

Y DELECIONES.

Los datos presentados en el articulo "Amplification and

deletion of a nod-nif region in the symbiotic plasmid of

Rhizobium phaseoli", demuestran la generacidén de amplificaciones
y deleciones con una alta frecuencia que afectan una regidn de 120
kb gque cubre varios genes nod y nif. En ambos casos, estos
rearreglos se forman por recombinacidén entre las reiteraciones.

nifHDK (regiones a y b).

Si se analiza el mapa fisico del plasmido simbidtico de la
cepa CFN42 (fig. 1) puede apreciarse la existencia de un gran
nimero de reiteraciones; varias de ellas flanquean la regiodn para
la cual se han observado amplificaciones y delecioﬁes. cPueden
usarse estas otras reiteraciones para la generacion de

rearreglos?.

Para que estas reiteraciones puedan ser usadas para generar



fiiy

26
rearreglos deben cumplir al menos dos condiciones. La primera es
que estas se encuentren en orientacion directa, mientras que 1la
segunda es gue ambas reiteraciones sean suficientemente similares
en secuencia nucleotidica come para poder ser reconocidas
eficientemente por el sistema de recombinacién que esté generando
estos rearreglos. Una violacién de cualquiera de estas dos
condiciones puede conducir al resultado cbservado, esto es, un uso

preferencial de las regiones nifHDK para 1la generacion de

rearreglos.

Sin embargo, creemos que esta preferencia puede deberse a la
similaridad entre las reiteraciones nifHDK, la cual cubre al menos
5 kb. Si asumimos la existencia de una relacion lineal entre
extension de homologia y tasa de recombinacidn, comc se ha
observado en otros sistemas bacterianos (Shen y Huang, 1986), esta
preferencia se explicaria suponiendo que otros pares de elementos
reiterados podrian ser regiones con zonas de similitud mas pequenas
o imperfectas, siendo asi menos accesibles para recombinacion.
Esta hipotesis predice que si se restringen las posibilidades de
apareamiento entre los operones nifHDK, debe de observarse el uso

de otros elementos reiterados para la formacidn de rearreglos.

La manera mas sencilla de probar esta hipotesis consiste en
insertar el cassette GDYN1l en las reiteraciones nifHDK, ya sea en
la regioén a o en la regioén b. Como se ve en la fig. 2, ahora no

cualquier entrecruzamiento entre las 5 kb de las reiteraciones

s st
e
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nifHDK conducira a amplificacidn o delecidén de las secuencias del
cassette GDYN1l; para gque un entrecruzamiento conduzca a una
amplificacion o delecidén reconocible, debe ocurrir dentro de la
region delimitada por las lineas interrumpidas. Entrecruzamientos
dentro de las 5 kb de la regiones nif pero fuera de la region
marcada con las lineas puede conducir a la amplificacion o delecion
de la regioén de 120 kb; sin embargo, éstos tipos no son detectables
en este enfogue, dado gque no producen una variacion en el numero
de copias del cassete GDYN1. Como se ve, con este enfoque la
region "accesible" para recombinacidén ha quedado reducida a 3.8 kb
para el caso de una inserciodn en la regidn b, mientras que para una

insercion en la regidén a, la regidn accesible es de solamente 1 kb.

Para obtener las cepas con la insercidén del cassette GDYN, en
la regién a o b, se cruzdé la cepa S17-1/pDR20 con R. phaseoli
CFN42, de manera similar a como se describid en el articulo
"Amplification and deletion.....". Las dobles recombinantes
obtenidas se analizarbn por hibridizacidén tipo Southern contra un
detector especifico para nifH. De_esta manera se obtuvieron las

cepas CFNX4 (nifHa::GDYN1l) y CFNX6 (nifHb::GDYN1).

Estas cepas se crecieron en medio no selectivo y se platearon
en medio selectivo para deleciones (PY con sacarosa 12.5%) o0 para
duplicaciones (PY con kanamicina SOpé mlq). En la tabla 2 se
presentan los resultados de este experimento. Como se ve en esta

tabla, la insercioén de GDYN1l en la region b (cepa CFNX&6) presenta
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una frecuencia de obtencidn de deleciones o duplicaciones, similar
a la observada en una cepa con insercion de GDYN1l en la regidén ¢
(cepa CFNX5). Por otro lado, la insercion de GDYN en la regidn
a (cepa CFNX4) 1l1lleva a una fuerte reduccidn en la frecuencia de
obtencién de deleciones o duplicaciones (aproximadamente 20 veces)
en comparacion a la observada en la cepa CFNX5. Esta reducciodn
es claramente mayor a la esperada (5 veces) por 1lo que
probablemente otros factores, aparte de la reduccién en el tamano
de la region '"accesible", estan operando para producir una

disminucidén en la frecuencia de rearreglos.

Para determinar si los rearreglos obtenidos a partir de las
cepas CFNX4 y CFNX6 son causados aun por recombinacion entre las

reiteraciones nifHDK, se analizaron las derivadas obtenidas para

perfil de plasmidos y patrones de hibridizacion contra un detector

nifH asi como para hibridizacidn contra césmidos que cubren el

pSym. En la fig. 3 se muestran algunos tipos representativos,

‘hibridizados contra un detector nifH. Todas las duplicaciones

aisladas a partir de la cepa CFNX6 (6 cepas analizadas),
corresponden al que llamaré tipo I, el cual es generado por
recombinacion entre las regiones nifHDK a y b. Para este caso,
se esperan 4 bandas con hibridizacién contra nifH: una de region
g::GD¥N1 (11.3 kb), una 5'b/3'a::GDYN1 (10.9 kb), una de regiodn a
(9 kb) y otra de regidén ¢ (aprox. 4 Kkb). Todas estas bandas
serian de intensidad sencilla, salvo la banda de region ¢, que

tendria una intensidad doble. Dada la proximidad en tamano de las
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bandas de region b::GDYN1l y de 5'b/3'a::GDYN1 y la pobre resolucidn
del gel caracteristica de esta zona, ambas bandas migrarian
aparentemente como una sola, dando lugar a gque el patron diera
solamente 3 bandas, con intensidades densitométricas relativas
2:1:2 (fig. 3, carril 8, cepa CFNX32). Estas cepas se analizaron
también para perfil de plasmidos y patroén de hibridizacidén contra
césmidos que cubren el pSim (datos no mostrados). Los resultados
obtenidos indican que las duplicaciones obtenidas a partir de‘la
cepa CFNX6 se generan por recombinacion entre las regiones nifHDK,

provocando duplicaciones en tandem del sector de 120 kb.

Para comprobar si a partir de la cepa CFNX6 pueden obtenerse

amplificaciones de orden superior, la cepa CFNX6 se plated en PY

con kanamicina 100 ug ml'. Se obtuvieron derivadas resistentes

a una frecuencia de 107°. La caracterizacidon de cinco derivadas

mostrd gque estas se generan también por recombinacion entre las

reiteraciones nifHDK, provocando repeticiones en tandem (de 5 a 8

veces) del sector de 120 kb (datos no mostrados).

Por ultimo, se analizé un grupo de 8 deleciones obtenidas a

partir de la cepa CFNX6, Como se ve en la fig. 3, carril 10, las

ocho deleciones presentan una sola banda de hibridizacidon con nifH,
con una migracion caracteristica de una banda hibrida 5'a/3'b.

Esto indica que las deleciones a partir de la cepa CFNX6 se generan
también por recombinacién nif-nif (tipo I). Los datos de patron

de plasmidos y perfil de hibridizaciodn contra césmidos que cubren

e st s,
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el pSim corroboran esta interpretacidon (datos no mostrados).

En contraste a la uniformidad en tipo de rearreglo observada
cuando el cassette se encontraba en la regidn ¢ (CFNX5) o en la
regién b (CFNX6), al analizar las derivadas obtenidas a partir de
una inserciodén en la region a (CFNX4) se observaron nuevos tipos de

rearreglos.

Al analizarse 8 derivadas de la cepa CFNX4 portando supuestas
deleciones para perfil de plasmidos y para hibridizacién contra
nifH y una coleccion de césmidos del pSim como detectores (fig. 4),

se pudieron definir cuatro tipos de eventos.

El primer tipo (tipo I, fig. 3, carril 5, cepa CFNX87) se
genera por recombinacién entre las reiteraciones nifHDK a y b
(bandas 1 y 25 del pSim, respectivamente). Este tipo de
recombinacidén provoca que estas derivadas contengan ahora solamente
una banda de hibridizacion contra. un detector nifH, con una
migracion caracteristica para una banda hibrida 5'a/3'b (fig. 3).
Esta recombinacion provoca una delecidn continua que cubre de la
banda 2 a la 24 (fig. 4). Las bandas gue permanecen -al
hibridizarse estas cepas con césmidos que cubren esta region
corresponden a reiteraciones con otros sectores del pSim o con el
resto del genomna. El plasmido resultante tiene un tamafo de 270

kKb. Cinco cepas derivadas de CFNX4 corresponden a este tipo de

deleciodn.
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El segundo tipo (tipo II, cepa CFNX63), al analizarse por
hibridizacion contra un detector nifH, muestfa una sola banda de
hibridizacion con una migracién caracteristica para la regiodn nifHb
Por tanto, este nuevo tipo no fue generado por recombinacion tipo
nif-nif, sino que debidé de haber empleado otras secuencias. Al
analizarse esta derivada con una coleccidén de cdésmidos del pSim
(fig. 4) se observa que esta porta una delecidn qﬁe afecta de 1la
banda 83 a la 24, para un total de 135 kb. Esta delecion traslapa
casi en su totalidad con la afectada en las deleciones tipo I (fig.
5). En las bandas extremas de este tipo de delecidn (bandas 83
Yy 24) se ha detectado 1la presencia de elementos reiterados
pertenecientes a la familia ¢ (Girard, et al., 1991). Por tanto,
esta delecidn probablemente se genera por recombinacién entre el
elemento C2 y el C3, generando una banda hibrida nueva, observable
en la hibridizaciodén con ¢GD7 (fig. 4). El plasmido resultante es

de un tamano cercano a 270 kb. Solamente una delecion derivada

de CFNX4 corresponde a este tipo.

El tercer tipo (tipo III, fig. 3, carril 6, cepa CFNX88) es
similar al tipo II en el sentido de que solamente tiene una sola
banda de hibridizacién con un detector nifH, siendo esta
caracteristica de nifHb. Sin embargo, este nuevo tipo porta una
delecidn que va de la banda 85 a la 21, a diferencia de los casos
anteriores., Las bandas extremas de este tipo de delecion

comparten elementos reiterados pertenecientes a la familia E
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(Girard et al., 1991), por lo que esta delecidén probablemente se
origina a consecuencia de una recombinacién entre los elementos E2
Yy E3, produciendo una banda hibrida observabkle en la hibridizacion
con cGD15 (fig., 4). El plédsmido resultante es de aproximadamente
300 Kkb. Solamente una delecion derivada de CFNX4 corresponde a

este tipo (fig. 5).

El dltimo tipo observado en este conjunto de cepas corresponde
a una curacioén del pSim. No se observd ninguna hibridizacion ni
conrel detector nifH ni con un conjunto de cdésmidos que cubren
tanto la region de 120 kb como 90 kb adicionales en tres diferentes
sectores del pSim. Solamehte una cepa CFNX89 corresponde a este
tipo, lo cual permite estimar la frecuencia de curacién espontanea

del pSim en aproximadamente 10,

Ha resultado muy dificil aislar duplicaciones a partir de la
cepa CFNX4. De hecho, de 6 derivadas aisladas, solamente 2 de
ellas presehtan amplificaciones reconociblés. Se desconoce la
razon de esto. De estas dos cepas, una de ellas (CFNX24) presenta
un perfil de hibridizacioén con un detector nifH compatible con una
duplicacioén tipo I (fig. 3, carril 2). En esta cepa se observaron
4 bandas de hibridizacién contra un detector nifH. Una
corresponde a la regiodén a::GDYN1l (14.7 kb), una a 5'b/3'a::GDYN1
(10.9 kb), una a la regién b (5.6 kb) y otra a la region ¢
(aproximadamente 4 Kkb). Todas estas bandas son de intensidad.

sencilla, salvo la banda correspondiente a la region ¢, la cual es
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de intensidad doble. El anadlisis de perfil de plasmidos y patrdn
de hibridizacidén contra cosmidos que cubren el pSim confirman que

esta cepa es una duplicaciodn tipo I (datos no mostrados).

La otra amplificacidn aislada a partir de la cepa CFNX4 (cepa
CFNX18) presenta un perfil de hibridiéacién con un detector nifH
diferente al de las duplicaciones tipo I. Como se ve en la fig.
3, carril 3, en esta cepa se observaron tres bandas de
hibridizacién contra un detector nifH; una corresponde a la region
a::GDYN1l (14.7 kb), una a la region b (5.6 kb) y la tercera a la

regién ¢ (aproximadamente 4 kb). Al realizarse un andlisis por

densitometria se encontro que estas bandas se presentan en una

estequiometria 3:1:3, respectivamente. De estos datos podemos

concluir que el rearreglo en la cepa CFNX18 es:

a) Una triplicacién (no una duplicacién) que afecta, al
menos parcialmente, el sector de 120 kb, dadc qgue la
banda correspondiente a la regidén ¢ aumenta en abundancia

a—

relativa vy,

b) Este evento no se origind por recombinaciodn entre los
operones nifHDK, dado que no aparece la banda hibrida

caracteristica de las amplificaciones tipo I.

El analisis del patrdén de hibridizacidén de esta cepa contra

un conjunto de coésmidos que cubren el sector de 120 Kb permite
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aclarar el origen de esta triplicacion (fig. 6). Esta
triplicacion provoca un aumento en la intensidad relativa de un
sector que cubre de las bandas 84 a la 23 del pSim; esto es
diferente a lo observado para las duplicaciones tipo I, donde se
observa un aumento en la intensidad de las bandas 2 a la 24, Aun
mas, en el patron de hibridizacion de la cepa CFNX18 contra cGD7
se observa una banda adicional de hibridizacion, la cual no aparece

en las amplificaciones tipo I (fig. 6).

Estos datos son compatibles con una triplicacion generada por
recombinacién entre elementos reiterados en las bandas 83 y 24,
esto es, los elementos C2 y C3. Por tanto, esta seria una
triplicacidn tipo II, corr?spondiendo al evento reciproco al de
las deleciones tipo II, Para corroborar esto, se hibridizo el
DNA gendémico de la cepa CFNX18 contra la banda 83 como detector.
De ser cierta esta interpretacién, deberia observarse una banda
adicional de hibridizacién, con la misma migracion que la
observada para la banda adicional revelada con cGD7. Los datos

obtenidos confirman esta prediccién (fig. 7).

En la tabla 3 se presenta la clasificacidén de los diferentes

tipos de rearreglos aislados y caracterizados en este trabajo.

De estos datos puede concluirse que:

a) Ocurren rearreglos a alta frecuencia en el plasmido
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simbidtico de Rhizobium phaseoli CFN42. Estos

rearreglos son amplificaciones y deleciones

de un sector de este plasmido.

Estos rearreglos se generan principalmente por
recombinacidon entre las reiteraciones nifHDK localizadas

en orientacidn directa en este plasmido.

En condiciones en las cuales se "limita" el uso de las
reiteraciones nifHDK como sitios de recombinaciodn,
pueden usarse como tales al menos otros dos pares de
reiteraciones en este pléasmido. La recombinacidén entre
estas reiteraciones ocurre, sin embargo, a menor

frecuencia que para el caso de las reiteraciones nifHDK.

La frecuencia de curacion espontdnea del plasmido

simbiotico de R. phaseoli CFN42 se estima en 1079,

B) FENOTIPOS CARACTERISTICOS DE CEPAS PORTANDO AMPLIFICACIONES O

DELECIONES EN EL PLASMIDO SIMBIOTICO DE R. phaseoli CFN42.

En este momento me encuentro analizando si las amplificaciones

o deleciones reportadas en este trabajo confieren algun o algunos

fenotipos caracteristicos. Hasta el momento, no he encontrado
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diferencias en motilidad en ausencia de atractantes o en produccién
de exopolisacdaridos en ninguna de las cepas analizadas. Ademéé,
no parece ser que las deleciones, sean estas tipos I, II ¢ III
confieran alguna auxotrofia, ya que cepas portando estas deleciones
pueden crecer en medio minimo con succinato de sodio como fuente
de carbono y cloruro de amonioc como fuente de nitrdgeno. Tampoco
he detectado diferencias con respecto al uso de fuentes de carbono
en cepas portando ya sea amplificaciones o deleciones. Dentro de
las fuentes probadas estuvieron succinato, glucosa, lactoesa,

maltosa, fructosa, glicerol,'lactato Yy manitol.

Sin embargo, se han detectado diferencias significativas con
dos fenotipos, los cuales son produccion de melanina y capacidad

de nodulaciodn.

Con respecto a produccion de melanina, se sabe desde hace

tiempo que Rhizobium phaseoli es capaz de producir este pigmento
(Beynon et al., 1980). La produccién de melanina no es, sin

embargo, una capacidad exclusiva de R. phaseoli, ya que puede

presentarse en otras especies de Rhizobium (Cubo et al., 1988).
Con respecto a la localizacidn de los genes necesarios para la
sintesis de melanina se sabe que estos se encuentran localizados

en el plasmido simbidtico, tanto en la cepa CFN42 como en otras

cepas de R. phaseoli (Borthakur et al.,, 1987; Cubo et al, 1988).
De hecho, Martinez-Salazar et al, (1991) han demostrado gue una

cepa derivada de R. phasgeoli CFN42, portando una delecidén en su
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plasmido simbidtico, es incapaz de producir melanina. Esta

delecion corresponde al tipo I descrito en este trabajo.

Con estos antecedentes, decidimos explorar las capacidades de
produccién de melanina de cepas portando diferentes tipos de
rearreglos. Corroborando datos de la literatura, encontramos que
la cepa CFNX89, la cual es una derivada curada de pSim, es incapaz
de producir melanina. Por otro lado, hemos encontrado que la cepa
CFNX55, la cual porta una delecidn tipo I, es todavia capaz de
producir melanina, aunque en cantidades apenas detectables. Sin
.embargo, una cepa portando una deleciodn tipo III (CFNX88) produce
melanina en cantidades normales. Esto plantea la existencia de
dos loci necesarios para la sintesis de melanina, uno de elloé
localizado entre las bandas 21 y 25 y el otro localizado entre las

bandas 25 a 83 (ver discusiodn).

Al analizar la produccidn de melanina en cepas llevando
amplificaciones tipo I (CFNX26, CFNX28, CFNX39 y CFNX76) o una
triplicacién tipo II (CFNX18) se encontrd que estas son capaces de
producir mas melanina que la cepa silvestre. Esto implica que 1la
amplificacién del 1locus localizado éntre las bandas 21 a 25
conlleva un efecto de dosis génica, expresado éste como un aumento

en la produccioén de melanina (ver discusién).

El segundo fenotipo observado en cepas portando deleciones o

amplificaciones en el pSim se refiere a la capacidad de nodulacion.
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Como se describid en el articulo "Amplification and deletion ...",
una cepa que porta una delecidn tipo I es incapaz de nodular a

Phaseolus vulgaris. De manera similar, cepas que portan

deleciones tipo II ¢ tipo III son también incapaces de nodular a

P. wvulgaris. Estos datos pueden explicarse por la pérdida de

genes esenciales para nodulacidn, como nodBC en las deleciones tipo

I vy nodA y nodBC en las deleciones tipos II y III (ver discusiodn).

Al analizar 1la cinética de nodulacion de cepas portando
diferentes tipos de amplificaciones, se encontrd que cepas portando
duplicaciones (CFNX26, CFNX76) o triplicaciones (CFNX28) tipo I
pueden nodular P. vulgaris con una cinética indistinguible a la de
las cepas progenitoras (fig. 8). Sin embargo, la cepa gue porta
una triplicacién tipo II (CFNX18) estd inhibida fuertemente en su
capacidad de nodulacion, produciendo menos nédulos y a tiempos mas
largos que la cepa progenitora (fig. 8). Este efecto no se debe
a un aumento en la cantidad total de DNA en el bsim o a un aumento
en el numero de copias del cassette GDYN1l, ya que la cepa CFNX28,
la cual porta una triplicacién tipo I nodula con uné cinética
normal (fig. 8). Por otro lado, la cepa CFNX39, la cual porta una
amplificacién (8 veces) tipo I se encuentra inhibida también en
cinética de nodulacidén, aunque menos severamente que la
triplicacién tipo II (fig. 8). Los fenotipos observados podrian
explicarse por sobreproduccidn de genes especificos para nodulacidén

(ver discusidn).
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Con el fin de comprobar si los ndédulos observados fueron
formados por la cepa usada como inoculante y no por revertantes
que (en el caso de amplificaciones) hayan regresado a la estructura
normal del pSim, se aislaron bacterias de nodulos inducidos por
cada cepa y se caracterizaron por el perfil de pléasmidos para
presencia de un pSim normal o amplificado. No se observdé ningun
crecimiento bacteriano proveniente de la superficie de los nodulos,
por lo que las cepas aisladas provienen del interior de ellos.
Los datos obtenidos se encuentran en la tabla 4. Como se ve en
esta tabla, las cepas que estdn ocupando los nddulos corresponden
al tipo usado como inoculante, cuando se emplearon la cepa CFNX5
o duplicaciones y triplicaciones tipo I (CFNX26 y CFNX28,
respectivamente) derivadas de ella. La unica excepcion es la de
una cepa aislada de nddulos inducidos por CFNX5, la cual parece
llevar una amplificacidn. Eh este momento 'me encuentro

caracterizando a que tipo pertenece.

En contraste a la uniformidad descrita en el parrafo anterior,

cuando P. vulgaris en inoculado con cepas que tienen una desventaja

en nodulacidén, pueden observarse tipos correspondientes a un
regreso a la estructura normal del pSim. Para el caso de la cepa
CFNX39, la cual esta inhibida de manera intermedia en nodulacion,
2/12 de las cepas llevan un pSim normal, mientras que cuando la
inhibicidn es mas pronunciada, como en el caso de la cepa CFNX18,

8/16 cepas llevan un pSim normal (tabla 4).
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Como conclusion a este apartado, hemos encontrado diferencias
en cepas portando amplificaciones o deleciones con respecto a

produccién de melanina y cinética de nodulacion. La

caracterizacion fenotipica de estas cepas debe considerarse aun

como incompleta, ya que deben analizarse todavia otras

posibilidades (ver discusion).
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We shall not cease from'exploration
And the end of all our exploring
Will be to arrive where we started
And know the place for the first time.

T. S. Eliot.
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a) Significado funcional de la reiteracion de los genes nifHDK

en R. phaseoli,

Los datos presentados en el articulo "Effect of naturally

occurring nif reiterations on symbiotic effectiveness in Rhizobium

phaseoli", muestran claramente que tanto la regidén a como la region

b (portando ambas reiteraciones nifHDK) son necesarias para una
fijacién de nitrégeno optima en P. vulgaris. Esto indica 1la
presencia de un efecto de dosis géhica para estas reiteraciones.
Ademds, los datos presentados indican que la regidn ¢ por si sola

es incapaz de conferir la capacidad de fijar nitrdgeno.

En un reporte previo (Quinto et al.,, 1985), no se encontraron
diferencias en efectividad simbiotica similares a las encontradas
agui. Creemos que esto fue debido a gque las pruebas reportadas
anteriormente se llevaron a cabo bajo condiciones restrictivas para
el crecimiento vegetal y, ademds, se realizaron a tiempos mas
cortos (17 vs. 28 diaS). Ambos factores hicieron dificil el
detectar las diferencias reportadas aqui. Por otro lado, el
presente estudio fue mejorade por 1la inclusion de mejores
estimadores de la capacidad de fijacion de nitrogeno, como la

medicioén del contenido de nitrogeno total en la planta.

La presencia de reiteraciones nifH funcionales no es un hecho

restringido a R. phaseoli. Como se ve en la tabla 1, al menos

otros dos organismos poseen reiteraciones nifH funcionales (A.
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caulinodans y R. sp. NGR234) y se sospecha que un tercero

(S. fredii) posee también esta caracteristica. Estos ejemplos
ilustran el hecho de que la reiteracién nifH no es una
caracteristica restringida al microsimbionte del frijol; esta se
presenta también en microsimbiontes de la soya (S. fredii), de

Sesbania rostrata (A. caulinodans), o aun en una cepa con amplio

rango hueésped (R. sp. NGR234). Tampoco es esta una caracteristica
obligatoria para los simbiontes de estas plantas. Por ejemplo,
el frijol puede ser nodulado y fijar nitrégeno en simbiosis con dos
especies distintas, R. phaseoli y R. tropici sp.nov. (Martinez et

al., 1985, 1991); la primera de estas especies posee reiteraciones

nifH, mientras que la segunda no. Un ejemplo similar es la soya,

la cual puede interactuar como un simbionte que posee (S. fredii)

o carece (B. japonicum) de reiteraciones nifH.

De cualquier manera, la reiteracion de nifH parece ser una
variacidn que permitié incrementar el nivel de fijacion de
nitrdgeno en una cepa o especie dada. Desde luego, la reiteracion
nifH es sélo una de las posibles alternativas para incrementar la
actividad de nitrogenasa; otra alternativa pudiera haber sido una
mutacién que elevara el nivel de expresiodn y/o estabilidad del
producto de una sola copia. Sin embargo, la reiteracion de genes
a partir de copias existentes, abre la posibilidad de generar
proteinas variantes o aun nuevas (Ohno et al., 1986). Para el
caso que nos ocupa, resultaria interesante que alguna de estas

reiteraciones nifH pudiera volverse la "materia prima" para la
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evolucion de una nitrogenasa alternativa (vease Valderrama, 1989;
para una discusién de esta posibilidad). De hecho, 1las
reiteraciones nodD cobservadas en diferentes organismos (tabla 1)
pudieran ser un ejemplo de duplicacion seguido de divergencia, dado
que difieren en sus funciones regulatorias. De un analisis de los
datos de la tabla 1, se observan 6 genes due presentan
reiteraciones funcionales. Este numero de reiteraciones

funcionales excede ya del observado en E. coli (Riley y Krawiec,

1987), a pesar de que, para el caso de Rhizobium, se ha analizado
solamente una parte proporcionalmente pequena de su genona. De
ser esto representativo del resto del genoma, nos encontrariamos
ante un genoma bacteriano "sencillo"” dondé la duplicacion de genes

funcionales ha sido extremadamente frecuente.

b) Plasticidad en el genoma de Rhizobium: mecanismos y

perspectivas.

Como se ve en el articulo "Amplification and deletion of a

nod~-nif region in the symbiotic plasmid of Rhizobjum phaseoli" y
en la seccidn de resultados adicionales de esta teslis, he
demostrado la existencia de rearreglos que afectan a alta
frecuencia (10'3 a 104) la estructura del plasmido simbidtico de
R. phaseoli CFN42. Estos rearreglos son principalmente
amplificaciones y deleciones que afectan un sector de 120 kb en

este plasmido. Los rearreglos observados se generan
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principalmente por recombinacion entre las reiteraciones nifHDK
localizadas en orientacidén directa en este pSim. A menor
frecuencia, pueden usarse también como sitios de recombinacion,

otros dos pares de reiteraciones en este plasmido,

Estos datos confirman las ideas presentadas anteriormente, de
gque las secuencias reiteradas podian participar en la generacidn

de plasticidad gendmica en Rhizobium. Asimismo, se presentan dos

modelos que podrian explicar la generacion de rearreglos, uno
basado en entrecruzamiento desigual y el otro basado en excision
de una molécula circular por recombinacién entre secuencias

repetidas y su posterior reinsercion.

Recientemente, se han obtenido datos en mi grupo que sugieren

gque un mecanismo que puede operar en Rhizobium es uno de excision

de moléculas circulares y reinsercion (Duran, 1991). Para este

fin, hemos empleado un sistema simplificado para detectar

amplificacion. Este sistema emplea un plasmido incapaz de

replicarse en Rhizobium el cual porta ademdas una secuencia homologa
al genoma de este organismo (en este caso, la reiteracion nifHa).
Este plasmido puede integrarse en el genoma por un sdélo evento de
recombinacién tipo Campbell, generando en este caso una estructura
nifHa~vector~nifHa. Si se aplica una seleccidén gque demanda una
mayor expresioén de un gene localizado en el vector (tal como un
aumento en el nivel de resistencia a cloramfenicol) pueden

obtenerse amplificaciones por recombinacidn desigual entre las dos

b e ——
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regiones que flanquean al vector. Sistemas similares a éste han
sido empleados anteriormente en otros organismos (Gutterson vy

Koshland, 1983; Young, 1984).

Al aplicarse este sistema en Rhizobium, se logro detectar

amplificaciones en tandem de la regidén nifHa y el vector (Duran,

11991). Dependiendo de la concentracion de cloramfenicol

utilizada, pudo amplificarse hasta 12 veces esta region. Lo mas
interesante con respecto a esta discusion es que en cepas portando
este tipo de amplificacién, se observaron una serie de elementos
circulares gque corresponden a mondmeros Y multimeros de una
estructura nifHa-vector. Estos elementos se presentaron solamente
al ejercer selecciones para amplificacidn, desapareciendo en su
ausencia. La abundancia de estos elementos, ademds, se incrementa
en relacidn directa al grado de amplificacioén (Duréan, 1991).

Estas observaciones y otras adicionales, son consistentes con gue
el mecanismo de amplificacidn que estd operando es uno de excisidn

de moléculas circulares y reinsercioén (Durdn, 1991).

Ademas del mecanismo empleado, otra pregunta interesante
consiste en la naturaleza del sistema de recombinacidn que cataliza
estos rearreglos. En E. coli se ha observado dque cuando las
secuencias empleadas como sitios de recombinacidén para la
generacidén de rearreglos son secuencias largas, el sistema es

dependiente de recA (Hill y Petes, 1988), mientras gque si las

secuencias son menores a 20 pb se emplea un sistema independiente
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de recA (Albertini et al, 1982; Shyamala et al., 1990). Para
probar que sistema de recombinacidn estaba operando, Jaime Martinez
Salazar, (1991); probo 1la frecuencia de amplificaciones y}
deleciones en fondos genéticos silvestres o deficientes en recah.
Se encontro que la frecuencia tanto de amplificaciones como de
deleciones en un fondo genético deficiente en recA se abatia al
menos 100 veces, probandose asi el papel de recA en la formacién

de rearreglos en R. phaseoli (Martinez-Salazar, J., 1991).

En este momento, planeo extender los estudios de formacion de

amplificaciones y deleciones para analizar otras regiones del pSim.

Se ha analizado solamente un intervalo que cubre un tercio de la
estructura de este plasmido. La insercidn del cassette GDYN1 en
otros sitios del plasmido simbidtico nos permitira generar un "mapa 
dé plasticidad", el cual se complementara coh la localizacion de
otros genes de importancia. Esto nos permitira entender la
plasticidad del pSim como un replicon modelo del genoma de

Rhizobium. Por otro lado, la existencia de amplificaciones no se

restringe al pSim. En otros estudios, se ha encontrado evidencia
de que otras regiones del genoma pueden portar eventos de

'amplificacién que se generan a alta frecuencia (Brom et al., 1991;

‘M. Flores y R. Palacios; datos no publicados).

Ademas, nos encontramos analizando la posibilidad de que
rearreqlos de los tipos amplificacioén o delecidn puedan ocurrir en

el pSim de otras cepas de R. phaseoli. Este estudio es
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particularmente importante, ya que la evidencia de genética de
poblaciones sugiere que esta especie pudiera estar formada por
tanto como cinco linajes cromosomales muy diferentes (Pinero et
al., 1988). Dada la imposibilidad técnica de analizar un nudmero
muy amplio de cepas, en este momento estamos analizando
representantes tdnicos de cada linaje, con un énfasis en aquellos
miembros que posean un ihtere’s agronémico (César Rodriguez S.,

tesis de Maestria en Ciencias, en proceso).

Es necesario, sin embargo, el explorar otros tipos de eventos
que sabemos ocurren a alta frecuencia en este genoma. Entre estos
se encuentran curaciones de plasmidos especificos (Brom et al.,
1991), cointegraciones entre plasmidos (Brom et al., 1991;
Martinez~-Salazar, 1991) asi como al menos un ejemplo de
translocacidén (Martinez-Salazar, 1991). Por otro lado, la
estructura misma del pSim sugiere la posibilidad de inversiones.

Nuestro plan a largo plazo consiste en entender el papel de estos

rearreglos en la estructura y dinamica del genoma de Rhizobium.
Sin embargo, tal vez el mayor reto en este momento consiste en

identificar las posibles alteraciones fenotipicas conferidas por

estos rearreglos.

c) Consecuencias fenotipicas de los rearreqlos cobservados.

Al momento de comenzar este trabajo, deseabamos comprender
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los factores involucrados en la dinamica de familias reiteradas en

el genoma de Rhizobium phaseoli. Al mismo tiempo, nuestra

intencion era comprender los mecanismos de inestabilidad de la
nodulacidén y fijadidn de nitrdégeno. Como se ve de la informacion
analizada en la introduccién, se han emprendido muchos estudios
tendientes a aclarar las causas de este problema. Sin embargo, por
lo comun, se piensa que los rearreglos genomicos, cuando se
presentan, conducen inevitablemente a alteraciones dafinas para

los fenotipos simbidticos de la cepa.

Considero gque esta es una vision parcial, Si bien los
rearreglos genomicos pueden conducir a la | perdida de
caracteristicas deseables, también pueden llevar a una mejoria en.
estas caracteristicas. El caso de las amplificaciones en tandem
es particularmente claro en este sentido, ya que se han endontrado
nunerosos ejemplos de estos rearreglos' permitiendo adaptacion
rapida a condiciones ambientales que demandan la alta expresidﬁ de
un producto génico (Anderson y Roth, 1977; Hill y Petes, 1988;
Sonti y Roth, 1989). Por otro lado, la frecuente reversibilidad
presentada por este tipo de rearreglos (Anderson y Roth, 1977;
Koch, 1979) es particularmente atractiva, ya que permite la
generacién de adaptaciones utiles sin comprometer irreversiblemente
la estructura del genoma. Por tanto, consideré importante el
incluir en nuestra estrategia, la posibilidad de seleccidén para

este tipo de rearreglos.
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Al analizar las capacidades de nodulacidén en cepas portando
deleciones, encontré que todas ellas producen un fenotipo Nod’,
independientemente del tipo de delecion. Esto no es sorprendente,

ya que las deleciones tipo I carecen de varios genes esenciales

para nodulacidn, como son los genes nodB, nodC y una de las copias
de nodD, mientras que las deleciones tipos II y III carecen de los
genes nodA, nodB, nodC y todas las copias de nodD. El gene nodD
es un factor regulatorio positivo, el cual, en respuesta a
compuestos flavonoides exudados por las plantas, puede activér la
sintesis de un grupo de genes requeridos para nodulacion (Kondorosi
et al., 1991), como son los dgenes nddABC. Recientemente se
demostro que los genes nodABC, asi comb otros genes nod, estan
involucrados en la sintesis y modificacidén de un compuesto
mitogénico especifico para la planta huésped, el cual es esendial

para iniciar la organogénesis del ndédulo (Lerouge, 1990; Roche,

1991). En todas las especies de Rhizobium analizadas, los genes
nodABC forman un operon o al menos tienen una 1ocalizaciéh
contigua. Sin embargo, en R. phaseoli el gene nodA esta separadb
de los genes nodBC por 20 kb (fig. 1), formando dos unidades
transcripcionales separadas (Girard et al., 1991 ; Vazquez et al.,

1991) .

Al analizar 1la cinetica de nodulacion de cepas portando
diferentes tipos de amplificaciones, se encontro que aquellas que
portan duplicaciones o triplicaciones tipo I poseen una cinetica

de nodulacioén indistinguible de las cepas progenitoras. En
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contraste, una cepa portando una triplicaciodén tipo II se encuentra
severamente inhibida en su capacidad de nodulacidn. La cepa que
porta una amplificacidn (8 veces) tipo I se encuentra inhibida
también en su cinética de nodulacidn, aunque menos severamente que

aguella que porta una triplicacién tipo II.

Debe recordarse que los eventos tipo I y los tipo II afectan
una region comuin, la cual incluye a los genes nodBC y al menos una
copia de nodD. Los eventos tipo II, ademas, afectan una zona que
incluye el gene nodA y la copia restante de nodD. Hace algunos
anos, se reportd que los genes nodABC, clonados en un pléasmido
multicopia, pueden inhibir la nodulacién del chicharo por una cepa

normal de R. leguminosarum (Knight et al., 1986). Conociendo el

papel de los genes nodABC en la producciodn de un factor mitogénico
especifico, es tentador suponer que la inhibicién de nodulacidn en
una cepa portando una triplicacién tipo II es debida a la
sobreproduccion de este factor. Alternativamente, lo que podria
estarse produciendo es un factor con una estructura alterada,
debido esto probablemente a un desbalance en la dosis de los genes_
encargados de la produccion de este factor. En este momento nos
encontramés analizando, en colaboracidén con el grupo de la Dra.
Esperanza Martinez, el tipo y cantidad de factor producido por

estas cepas.

Otro fenotipo que presentan cepas portando amplificaciones o

deleciones es variaciodn en la capacidad de producir melanina. De
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hecho, cepas portando amplificaciones tipo I 6 II pueden producir
mas melanina que la cepa silvestre, Por otro lado, cepas portando
deleciones, pueden producir cantidades normales o fuertemente
reducidas, dependiendo del tipo de delecidn. En otras cepas de
R. phaseoli se ha realizado un andlisis genético de la produccion
de melanina (Borthakur et al., 1987). Este andlisis reveld la
existencia de dos loci (mel I y mel II) necesarios para la
biosintesis de melanina. Mutaciones en cualquiera de los dos loci
abolen la sintesis de melanina, pero las mutaciones en mel II
presentan un segundo fenotipo: eliminan la capacidad de fijar
nitrégeno (Borthakur et al., 1987). Estos autores sugieren que

el locus mel IT es en realidad nifA, el cual codifica para un

- regulador positivo de los genes nif y fix (Borthakur et al., 1987).

- Los datos del mapeo del plasmido simbiodtico indican la existencia

de un probable gene nifA en la banda 21 de este plasmido; este
pudiera corresponder a uno de los loci mel propuestos en”eSte
trabajo (mel II). ' El otro locus, localizado entre las bandas 25

a 83, podria corresponder a un analogo de mel I.

La caracterizacién fenotipica presentada aqui debe
considerarse aun como preliminar, Para comprender la relevancia
bioldgica de estos rearreglos, deben de analizarse todavia otros
muchos fenotipos relevantes, como nodulacién en presencia de
amonio, nodulacién de otras leguminosas, capacidad de fijar
nitrdgeno, capacidad de utilizar exudados radiculares:como fuentes

de carbono o nitrégeno, competitividad, quimiotaxis especifica,
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etcétera.

Otro punto gue debe estudiarse aun es la frecuencia de estos
rearreglos en respuesta a diferentes condiciones ambientales. La
frecuencia de rearreglos descrita aqui debe de considerarse como
la situacion basal bajo condiciones de laboratorio. ¢ Pueden
existir condiciones naturales gque varien la frecuencia de

rearreglos? Tal vez el cambioc ambiental mds radical que

experimenta Rhizobium es la transicidon de sapréfito a simbionte.
clLas condiciones fisioldgicas existentes en el nodulo pueden
afectar la tasa de formacidn de rearreglos? De afectarse estas
tasas de manera diferencial, nos encontrariamos ante una situaciodn
de alternancia en tasas de variacion genética, lo cual podria tener

profundas consecuencias evolutivas (Hall, 1990).

Resta todavia mucho por hacer. Sin embargo, es mi conviccion
el que del andlisis de este tipo de preguntas se obtendra una
comprension mas completa de la estructura, dinamica y evolucion del

genoma.
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TABIA 1.-Secuencias reiteradas identificadas en Rhizobium.

Organismo

Numero de
copias

Comentarios
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nodPQ

R. meliloti

S. fredii

B. ‘taponicum

R. trifolii RS1051

R. phaseoli

R. meliloti

2

Gene regqulatorio especifico de genes
involucrados en nodulacién. En R.
meliloti las tres copias son

funcionales. (Honma et al., 1987;
Gyorgypal et al., 1987) .

nodDl es necesario para activar genes

de nodulaciodn.

nodD2 parece regular sintesis de

exopollsacarldos. (Appelbaum et al.,
1988) . | |
(Hennecke et al., 1988; Appelbaum et
al., 1988). - |

No todas las cepas de R. trifolii

B

tienen reiterado este gene; se sugiere -

gque ambas copias son funcionales.
(Rodriguez~-Quinones et el., 1989).

Las tres copias son activas pero
difieren en patrones de regulaciodn y
en capacidad para activar otros genes
nod (Davis y Johnston, 1990 a,b). -
Una de las copias (megaplasmido a)
codifica para una ATP sulfurilasa que
podria modificar un factor de
nodulaciodn; se desconoce si la segunda
copia (en megaplasmido b) es activa.

QL



fixN cluster

"1.7kb"nod

B. japonicum

R. phaseoli

R.sp.NGR234

A. caulinodans

S. fredii

R. meliloti

R.trifolii RS1051

| R.meliloti

it

SRR

(Schwedock y Long, 1990).

Codifica para un factor o alternativo
para RNA polimerasa (054). Ambas copias
activas pero con diferente regulacion.
(Kullik et al., 1991).

Todas las copilas son idénticas y
activas funcionalmente. Regiones a y b
llevan ademas copilas de nifD y nifkK.
nifH es el gene estructural para ﬂ
nitrogenasa reductasa (Quinto et al.,
1985; este trabajo).

Ambas copias son idénticas y llevan
ademds genes nifD y nifK. Ambas copias
parecen ser funcionales (Badenoch-Jones
et al., 1989).

Copias altamente similares. Una lleva
genes nifD y nifK, la otra no. Ambas
copias son funcionales. (Norel y
Elmerich, 1987). |
Varias senales de hlbrldlzac1on. Se
desconoce si éstas representan genes
activos. Se sugiere la existencia de

copias en pSym y/0 cromosoma en algunas

cepas (Prakash y Atherly, 1984;
Barbour, 1985).

Agrupamiento de genes necesarios para
fijacion de nitrdgeno. Copias en el
pSym, separadas por 260 kb. Ambas
cepias son funcionales (Renalier et
al, 1987; David et al., 1987).

Al menos dos copias en pSym. ambas son
funcionales y necesarias para
nodulacidn (Rodrlguez—Qulnones et al
1989).

Locus aparentemente dupllcado.
Mutaciones en una de las copias afectan
la capacidad de invadir railces de

.QL



Secuencias
repetidas
relacionadas
a nif.

REtRS

ISR 1

- ISRml

ISRm2

RSa

R.meliloti

R.trifolii

R.lupini

R.meliloti

R.meliloti

B.djaponicum

1 a ll

12

alfalfa (Hoying et al., 1990).
Secuencias reiteradas cortas (aprox.
300 pb); dos de ellas llevan promotores
de genes nif (Better et al, 1983).
locus mos, que codifica para genes
requeridos para sintesis de una opina,
porta una reiteracién de la regidn
regulatoria y el amino terminal de
nifH. (Murphy et al., 1988).

Caso similar al anterior; andlisis de
tres copias revela la existencia de
reiteracién de la region promotora de
nifHDK y, en ocasiones, del amino
terminal de nifH (Scott et al., 1984;
Watson y Schofield, 1985).

Secuencia de insercion (1260 pb)
identificada por frecuente
transposicion a RP4. Porta una
secuencia abierta de lectura larga y
tres mas peguenas. Numero variable
entre cepas (Priefer et al, 1981,
1989) .

Secuencia de insercion descublerta por
su integracioén preferencial en genes
involucrados en fijacidén de nitrdégeno
en la cepa 1021 (Ruvkun et al., 1980).
Existente en muchas cepas, con un
nimero variable de copias (Wheatcroft
y Watson, 1988). |
Secuencia de insercidn (2700 pb)
descubierta al insertarse en genes de
nodulacién de la cepa 41. Encontrada
frecuentemente en cepas de R.meliloti.
(Dusha et al., 1987).

Secuencia de 1126 pb con
caracteristicas similares a secuencias
de insercioén. Localizacion preferencial

LL



RSB

"RSY

RSé

RSE€

B.japonicum

B.japonicum

B.ijaponicum

B.japonicum

12

10

alrededor de los genes nifH y nifDK.
Involucrada en formacion de deleciones.
(Kaluza et al., 1985; Hahn y Hennecke,
1987) .

Localizaciodon preferencial en regiones
nif; involucrada en formaciodn de

deleciones (Kaluza et al., 1985; Hahn y

Hennecke, 1987).

Localizacidén preferencial alrededor de
las regiones nif; probablemente
involucrada en formacioén de deleciones.
(Hahn y Hennecke, 1987).

Localizacion preferencial alrededor de
las regiones nif; probablemente
involucrada en formacidn de deleciones.
(Hahn y Hennecke, 1987).

Localizaciodn preferencial alrededor de
las regiones nif; probablemente
involucrada en formacién de deleciones.
(Hahn y Hennecke, 1987).

a;



TABLA 2.-Frecuencia de rearreglos en el pSim de varias cepas de
| R. phaseoli.

S INSERCION DE FRECUENCIA DE:
CEPA | GDYN1 EN: DUPLICACIONES DELECIONES

- CFNX4 nif, region a <2x10°“ 2X10°°
CFNXS nif, regioén c 5X107 4%X107"
CFNX6 nif, regién b 3%10°3 2X10™
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TABLA 3.-Resumen de los diferentes tipos de rearreglos aislados y
- caracterizados en este trabajo.

CEPA INSERCION DE NUMERO DE REARREGLOS OBSERVADO*

PROGENITORA  GDYN1 EN: TIPO I TIPO II TIPO III CURACION pSim
 CFNX4 ~ nif, regioén a 6 2 1 - 1
. (5D,1A) (1D, 1A) (1D)
CFNXS nif, region c 19 - B -
| - (8D, 11A)
CFNX6 | nif, region b 19 - - -
- (8D, 11A)

* A, amplificaciones; D, deleciones.

08



TABLA 4.-Estabilidad de cepas portando amplificaciones después de
nodular a Phaseolus vulgaris L.

CEPA EMPLEADA TIPO DE NUMERO DE AISLADOS DE NODULO CONTENIENDO:

PARA NODULACION REARREGLO pSim NORMAL | pSim AMPLIFICADO
CFNX5 - | 15 1

CFNX26 - Duplicaciodn, tipo I 0 16
CFNX28 . Triplicacién,'tipo I 0 9

CFNX39 | 8 veces, tipo I 2 | . io
CFNXlB | Triplicaciodén tipo II 8 | 8

18
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Fig. 1.-Mapa fisico del plasmido simbidtico de R. phaseoli CFN42
(Girard et al., 1991). El mapa estda subdividido en los fragmentos
BamHI que lo componen. Las flechas internas representan las familias
reiteradas dentro del pSim. Cada familia se identifica con letras
mayusculas (A a K):; la familia A corresponde a nifH. Las flechas
eXternas indican bandas con reiteraciones comunes al plasmido indicado
(a a £f). En la zoné extendida se muestra la localizacidn probable de
algunos genes relevantes para la simbiosis, asi como la extensidén de

los coésmidos empleados en este trabajo.
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Fig. 2.-Mapa fisico de 1las regiones nif, a y b, indicando 1la
localizacién del cassette GDYN1l en la cepa CFNX4 (parte superior de la
figura) o en la cepa CFNX6 (parte inferior). Cualquier
entrecruzamiento en las regiones delimitadas por lineas interrumpidas

conducirda a deleciones o amplificaciones detectables.
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Fig. 3.-Analisis por hibridizacién tipo Southern de cepas portando
amplificaciones o deleciones. El DNA gendmico de cada cepa se dirigio
con BamHI y se hibridizdé contra un fragmento interno del gene nifH como
detector. Las letras en el lado izquierdo indican la localizacidn de
cada region nif. Las cepas en los carriles 2, 3, 5 y 6 fueron
obtenidas a partir de la cepa CFNX4; aquellas en los carriles 8 y 10,
a partir de la cepa CFNX5. Carriles: 1, CFNX4 (nifHa::GDYN1l):; 2,
CFNX24 (duplicacidén tipo I); 3, CFNX18 (triplicacion tipo II); 4,
CFNX4; 5, CFNX87 (delecidn tipo I); 6, CFNX88 (delecidn tipo III);: 7,

CFNX6 (nifHb::GDYN1l); 8, CFNX32 (duplicacidn tipo I); 9, CFNX6;

10, CFNX81 (delecién tipo I). La cepa CFNX63 (no mostrada) muestra un

patréon idéntico al presentado en el carril 6.
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Fig. 4.-Mapeo fisico de las delecicnes obtenidas en este trabajo. El
DNA gendmico de cada cepa se digirié con BamHI y se hibridizo contra el
cosmido indicado (ver fig. 1). Los numeros en el lado izguierdo de
cada panel indican la banda correspondiente (ver fig. 1); R indica una
reiteracion, ya sea interna o externa al pSim. Las flechas marcan
bandas que no aparecen en el perfil de la cepa silvestre. En los
carriles P, se muestra la cepa progenitora (CFNX4), carriles I, CFNX87
(deleciodn tipo I); carriles II, CFNX63 (delecién tipo II); carriles

IITI, CFNX88 (delecion tipo III).
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Fig. 5.-Mapa fisico de la regidén afectada por los diferentes tipos de
deleciones aisladas en este trabajo. Las secuencias reiteradas de
interés se representan con blogues negros. La extension de cada tipo

de delecion se ilustra con lineas interrumpidas.
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87
Fig., 6.-Andlisis por hibridizacidén tipo Southern de una cepa portando
una triplicacién tipo II. El DNA gendmico de las cepas CFNX4
(carriles 1) y CFNX18 (carriles 2) se digirio con BamHI y se hibridizo
contra el codsmido correspondiente como detector. Los numeros en el
lado izquierdo de cada panel indican la banda correspondiente (ver fig.
1); R indica una reiteracion, ya sea interna o externa al pSim. La
flécha (cGD7, carril 2) indica una banda nueva, caracteristica de la

cepa CFNX18.
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88
Fig. 7.-Fragmentos gendmicos homélogos al segmento 83 del pSim,. £l
DNA gendmico de las cepas CFNX4 (carril 1) y CFNX18 (carril 2,
triplicacion tipo II) se digirid con BamHI y se hibridizé con un
detector correspondiente al segmento 83 del pSim. La flecha indica

una banda caracteristica de la cepa portando este rearreglo.
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Fiq; 8.~Cinética de nodulacidn de cepas portando diferentes tipos de
amplificaciones. +, CFNX42; O, CFNX76 (duplicacion tipo I); N,
CFNX5; , CFNX26 (duplicacidn tipo I); +, CFNX28 (triplicacidn tipo I);

%X, CFNX39 (8 veces, tipo I); 4, CFNX4; A, CFNX18 (triplicacion tipo

IT). DSMg qgss diferencia significativa minima (5%), para los datos de 14

dias.
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