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RESUMEN

Amplificacifn y delecidn por recombinacién entre nifH de
Rhizobium phaseoli (Un fendmeno general entre cepas?.

Recientemente, han detectado - la . ocurrencia de eventos
frecuentes de amplificacién y delecidn en el plismido simbidtico
de R. leguminosarum bv. phaseoli CFN-42, . Estos eventos afectan
la region nod-nif de éste pldsmido, y estas son comunmente
generadas por recombinacidn entre 1los operones reiterados nifHDK
(1). Concebiblemente. estos rearreglos podrfan ocurrir en los
plismidos simbidticos de otras cepas de R.leguminosarum
bv.phaseoldi.

Sin embargo, este biovar presenta um alto grado de diver-
sidad genética. Un estudio previo de genética de poblaciones,

enfocado en mayor medida a los caracteres cromosomales, indica
la existencia de seis linajes separados en este biovar, con
distancias genéticas m3s alejadas entre ellas que las

reportadas para cualquier otra especie de bacterias (2). Estos
datos elevan la pregunta de que tan comunes son los rearreglos
en el pl3smido simbfotico en diferentes miembros de este biovar.
Para analizar esta pregunta, se establecid una coleccidn de
cinco cepas (TAL-182, NITRAGIN-8251, CIAT-894, BRASIL-5 y F-14)
las cuales representan algunos de los linajes descritos para
este biovar. El plismido simbidtico de cada cepa fue marcado por
la introduccidn del casette GDYN1 (l), @éste proveéun sistema de
seleccidn positiva para diferentes tipos de rearreglos
gendmicos. Despué&s de 1la seleccidn, las cepas que tenian
rearreglus fueron caracterizadas por hibridizaecidn contra un
Jjuego ordenado de clonas de los cosmidos del pldsmido
simbidtico de la cepa CFN-42 (3). Los datos obtenidos indican
que: (a) 1los eventos de amplificacidn y delecidn ocurren a
alta frecuencia en los plismidos simbidticos de 1las distintas
cepas de este biovar; (b) frecuentemente, estos rearreglos
fueron generados por recombinacidn entre los operones reiterados
nifHDK. Sin embargo, algunas cepas presentan tipos nuevos de
rearreglos y (c¢) a pesar de la presencia de numerosos RFLP's ,
la organizacidn global de la regidn nod-nif parece ser similar
entre las cepas pertenecientes a los distintos linajes
cromoscmales.

(1) Romero,D. et al.,J. Bacteriol. 173:2435-2441 (1991).
(2) Pifiero,D. et al.,Appl.Environ.Microbiol.54:2825-2832 (1988).
(3) Girard,M.L. et al., J. Bacteriol. 173:2411-2419 (1991).




INTRODUCCION

LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

En la naturaleza, los organismos han desarrollado distintas

estrategias ﬁara satisfacer sus necesidades, siendo una de las

mis relevantes l1a de asimilacidn de compuestos orgdnicos e

inorgdnicdbs utilizados para a su crecimiento y desarrollo. De los
elementos presentes en la bidsfera, el nitrdgeno y los compuestos
nitrogenadns son requeridos para sintetizar sus componentes esen-
ciales. Asf, aunque el Np representa el 78% de los gases
atmosféricos, solamente algunos organismos procariotes son
capaces de captarlo y reducirlo a amonio; los demds organismos
8810 lo asimilan en sus formas combinadas como nitrito, nitrato,
amonio o compuestos orgdnicos.

Newton (1987) sefiala que el nitrdgeno atmosférico puede ser
fijado a través de varios procesos; a) los no bioldgico naturales
que contribuyen en um 15%, b) la produccidn industrial de amonio
para fertilizante aporta el 25% y c) la fijacidn biolégicu que
representa el 60Z. Al respecto Kuhlbush, et al (1991) mencionan
que una proporcidn considerable (del 5 al 50%) del nitrégeno
fijado bioldgicamente es reincorporado en la atmdsfeva como
nitrdgeno molecular por la denitrificacidn durante la oxidaciédn
de la biomasa.

Aunque la fijacidn biloléglca del nitrdgeno esta limitada a
los procariotes, no es una caracteristica exclusiva de un s8dlo

grupo; é&sta actividad estd presente en familias no relacionadas
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,AHe oignn{amﬁé,‘ itre estos encontramos; los gram-positivos, gram-
négativos{ fotosincéticoe. heterotrdficos, ‘anaerobios obligades,
facuiéag;von :yibaccerius herabicus. Indepeﬁdiéntémen:c del tipo .
d§ oré;nismn, el origen Eomﬁn de esta funcidgn es evidente dada la

“propledade’s. quImicas

del .-complejo enzimdtico .y .la;xcoiﬁeEQacfﬁn~ de las secuencias

génicas de 'las nitrogenasas presente: e procariotes fijadores

de nitrdgeno.

E1l cﬁmplejo enzimécicp—vde. »génis "cohsta de dos
componentes prn:e{cos; . ﬁna:'es ‘la éf;teiﬁa Mo~Fe, llamada
dinitrogenasa, y la otra  una proteina 'que contiene -Fe, 1la
dinitrogenasa reductasa, La * dinitrogenasa es un tetrimero de
245XDa compuesto de dos pares de diferentes subunidades (2 2 )3
que contiene cuatro niicleos (4Fe-4S) y dos moléculas del cofactor
Mo-Fe, que es un componente esencial, constituido por ocho dtomos
de fierro y seis de azifre por idtomo de molibdeno, formando el
niicleo 4Fe-4S. La dinitrogenasa reductasa es un dimero de 64KDa
compuesto de dcc subunldades i1dénticas con un niicleo simple (4Fe~
48) (Burris, 1991). La descripcidén mis completa del mecanismo
para la reduccidn del Ny por la nitrogenasa es la propuesta por
Lowe-Thorneley, en donde se sefiala que la disociacidén del
complejo constituido por 1la dinitrogenasa y la dinitrogenasa
reductasa después de la transferencia de un electrdén con la
concomitante hidrdlisis de MgATP, es el paso limitante para toda
la reaccidn de nitrogenasa (Smith, 1990).

Otra caracteristica comiin de las nitrogenasas es su

sensibilidad al oxigeno, ya que éste la inactiva
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irreversiblemente y reprime 1la sintesis de sus componentes
protefcos. Asf los organismos fijadores de ‘nitrdgeno tienmen
distintos mecanismos de proteccidn al oxIgeno cowmo: la difusidn
controlada, proteccidn respiratoria, actividad de hidrogenasa,
produccidn de enzimas antioxidantes y cambios conformacionales.

En -parcinular las bacterias de los géneros Rhizobium,

Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium establecen

relaciones mutualistas con las rafices de algunas leguminosas, en
estructuras altamente diferenciadas denominadas '"nddulos”, donde
se efectua la fijacidn del nitrdgeno atmosférico. Es notable que
88lo un 1Z de todos las especies de angiospermas desarrollaran

este tipo de simbiosis.

INTERACCION Rhizobium - LEGUMINOSAS

Para . establecer esta relacidn simbidtica, se requieren de
varios mecaniswos tanto de la bacteria como de la planta que.
permite la interaccidn entre estos organismos, los cuales se
describen brevemente a continuacidn.

Esta interaccidn se inicia debido al recenocimiento
especifico que realiza la bacteria por los exudados de ralz de
la planta, adhiriéndose a los pelos radiculares y colonizando
la superficie de la raiz. Posteriormente ocurre la deformacidn de
los pelos radiculares con la subsecuente invasidn bacteriana. Las
bacterias crecen y penetran las distintas capas celulares de la

rafz, a través de un hilo de infeccidn originado a partir de los
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céjidus vééefgles; véugnﬁoj:el. hilo de - infeccidn alcan;a la
cqrte?é‘ex:erna;ufse induce una actividad meribtemdtica a distan=-
ciarsoﬂre lnskcélulask Qe la  corteza interna, generindose un
meristemé que forma un nddulo primario. En el momento en que las
bacterias alcanzan a &stas c&lulas, el hilo de infeccidn se ha
ramificado .y finalmente se abre llenando a las c@lulas vegetales

de Dbacterias diferenciadas y rodeadas por una membrana peribac-

teroidal. En el estado de bacteroide Rhizobium lleva a cabo la
fijacion de nitrdgeno. El nitrdgeno reducido en el nddulo es
asimilado por las c&lulas vegetales, ya que las enzimas

necesarias para la asimilacién de amonio estan reprimidas en el
bacteroide. A su vez, los bacteroides reciben de la planta los
metabolitos empleados en la reduccidn de nitrdgeno atmosférico
(Long, 1989a).

Debido al gran avance logrado en los {iltimos afios sobre el
estudio del proceso la fijacidén de nitrdgeno, hay wuna vasta
informacion en lo referente a los aspectos méé importantes de
esta relacidn er cuantov 4: la ecologia de las cepas (Bottomley,
1992), 1la ecuiog!a global del ciclo del nitrdgeno (Sprent, 1987),
la competencia entre cepas (Dowling y Broughton, 19863 Triplett,
1990), el intercambio de sefiales (Halverson y Stacey, 1986; Dixon
y Lamb, 1990; Pet;rs y Verma, 1990), en la diferenclacidn celular
(Rolfe y Gresshoff, 1988), 1los cambios metabdélicos asocilados
(Dilworth y Glenn, 1984; Layzell, et al., 1990; Appleby, 1984;
Evans, et al., 1987) y en los aspectos biotecnoldgicos (Phillips

y Teuber, 1985; Paau, 1989; Ronson, et al., 1990; Bryant, 1991).



TAXONOMIA DE Rhizobium

Woese (1987) incluye en la divisidn alfa .de  las bacterias

purpuras' a la familia Rhizobiaceae : y dencro de esta familia

Jordan (1984) las agrupa en cinco géneros que se caracterizan por
la capaéidad de interaccionar con plantas superiores. Agrobac—
terium . forma. hipertrofias de rafz o. tumores, Phyllobacterium

produce hipertrofias de hoja, Rhizobium, Bradyrhizobium y Azor-

hizobium establecen simbiosis con 1las rafces de las
leguminosas. Sin embargo, recientemente Young (1991) al estudiar
las filogenias de las secuencias del gen rRNA 165 ha puesto en
duda la organizacidn actual de la familia Rhizobilaceae al
demostrar que estos genes son muy diferentes entre si, agrupando

a las cepas de Rhizobium, Agrobacterium, Rhochalimaea y Brucella

(estas dos dltimas son patdgenas de animales) y en otro grupo se

incluyeren cecpas de EBradyrhizcbium, Azcrhizcbium 3y Rhodop-

seudomonas.

La divi;i&n en especies ha sido establecida en base a sus
caracteristicas fenotipicas y principalmente dependiendo del
hospedero de cada bacteria, donde la mayoria de los genes que
controlan esta respuesta estdn localizados en pldsmidos
simbidticos (pSim) de alto peso molecular. Al respecto Broughton,
et al (1987) sefialan que la transferencia de &stos plismidos por
conjugacidn parece ser un fendmeno comidn en Rhizobium, con-
firiendo la capacidad de establecer una simbiosis efectiva, .
aunque la frecuencia parece ser mi#s alta en laboratorio que en el

suelo. El1 evento natural ha sido apoyado por las incosistencias
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en el agrupamiento de cepas al comparar genotipos plasmidicos o
cromosomales (Kaijalainen, 1989). )

Considerando lo anterior, estd el caso de la soya que puede
establecer simbiosis con dos especies diferentes; R. fredii y
R. xingiangensis, las ‘cuales posiblemente hayan intercambiado

sus plismidos simbidticos o parte de ello, de manera que pueden

nodular al mismo hospedero. En contraste con los otros
hospederos de Rhizobium la relacidn ha sido especifica; Eardly,

et al (1990) reportarn que las variedades de alfalfa perene y

cultivada son reconocidas distintivamente por R. meliloti
pudiendo ser divididas claramente en dos tipos. En R.

leguminosarum la simbiosis ocurre en hospederos como el trébol,
frijol y chicharo dependiendo del bilovar al que pertenecen
(trifoli, phaseoli o viciae respectivamente) puesto que contienen
diferentes pSim que codifican distintas especificidades para
nodulacidn. Para el caso de R. pgalegae &ste reconoce a dos

especies distintas del mismo género Galegae oficinialis y

G. orientalis. Por {iltimo, estd el caso de las cepas que no han
sido c¢lasificadas taxondmicamente, como la MPIK-3030 y 1la
NGR~234. De esta Gltima Young (1991) reporta que tiene la
capacidad de establecer simbiosis con 19 especies distintas de
plantas pertenecientes a cinco familias.

En Rhizobium han sido definidos diferentes grupos de
bacterias basados en caracteres cromosomales y de acuerdo a las
similaridades del rRNA 235 reconociendose tres grupos

(Martinez, et al., 1990):



GRUPO 1 ; GRUPO 2 :GRUPO 3
R. meliloti’ R. loti A ‘R. galegae
R. leguminosarum L _r, i ... Bradyrhizobium (SUS
bv. trifolii 5 ESPECIES)
bv. phaseoli g B. japonicum
bv. viceae '
R. fredii
5in embargo, se ha‘gstablecido la existencia de una enorme
diversidad entre las bacterias del biovar phaseoli por

diferentes criterios como el patrdn de proteinas, resistencia
antibidticos, tipo serolédgico, electroferotipo de enzimas,
hibridizacién DNA-DNA, perfil de pldsmidos y estructura de
exopolisaciridos, caracterizindolo como un grupo gendticamente
heterogéneo.

Asi, a partir de los estudios de una gram coleccién de aisg-

lados nativos de nddulos de Phaseolus vulgaris (frijol) Martinez,

et al (1985) han distinguido dos especies de Rhizobium con las
siguientes caracterIisticas:

1) R.1. bv. phaseoli constituido por las cepas mds abundantes,
con reiteracién de los genes nifH y un estrecho espectro
de hospedero, estableciendo simbiosis comn P. wvulgaris
principalmente y P. coecineus. Cabe sefialar que el patron

de restriceidn con la enzima BamHI permite separar a éstas

cepas en cinco Tipos de acuerdo al tamafio de las
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reiteraciones nifH. Vdzquez, et al (1991) han establecido
que esta especie posee un arreglo particular de.lo; genes
comunes de nodulacidn, donde el gen nodA - se “encuentra
separado de los genes nodBC formando dos unidades fransctip-
cionales distintas con una regulacidn coordinada. Ademds,
este grupo posee el gen pgi, el cual d4interviene en la
regulacidn de la sintesis de exocpolisaciridos (Borthakur, et
al., 1985).

2) Rhizobium tropici la cual tiene dos subgrupos que correspon-
den a las cepas tipo IIA y IIB (Martinez, et al., 1991) que
se caracterizan por carecer de reiteraclones nifH vy
presentar un amplio espectro de hospederos formando nddulos

con P. vulgaris, Leucaena leucocephala, Pachyrhizus erosus y

varias leguminosas tropicales; los genes nodABC estdn
arreglados en wun operén al igual que en otras bacterias de

Rhizobium y Bradyrhizobium (Vargas, et al., 1990), y ' no

hibridizan con el gen psi.

EL GENOMA DE Rhizobium

Las bacterias de este género tiemen la informacidn genética
necesaria para dirigir, en coordinacidn con la planta, 1la
formacidn de un nddulo fijador de nitrdgeno. De ecsta manera,

algunos genes 1nvolucrados en este proceso han ~sido carac-

terizados como son los genes de: nodulacidn (nod); ‘fijacidén de

nitrégeno (nif y fix); exopolisacdridos (exo, - psi,psr y.pss);
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lipopolisacdridos (lps);

sintesis de . B-glucano {ndv);
especificidad de huésped (hsn); ¥y sintesis del grupo hemo

(hem). Una caracteristica relevante del genoma de Rhizobium es
el alto contenido de informacidn genética presente en plésmidos
(25 al 35%) los cuales varfan en nimero de uno a ocho depen-
diendo de la cepa. Ademds en el pSim se localizan los genes nod,
nif y fix (que varfan desde 120kb hasta 1600kb) a excepcidn de
B. japonicum y A. cculinodans donde estos genes se encuentran
en el cromosoma.

Asi, el papel del cromosoma consiste en proveer el ambiente
genético y fisioldgico necesarioc paraz que los pSim funcionen
como una poza genética accesoria para el crecimiento
prototrdfico pero indispensable paré la simbiosis. Sin embargo
el hallazgo de otros pldsmidos diferentes al pSim que pueden
alterar aspectos ilmportantes del proceso simbidtico, plantea la
posibilidad dc coevslucldu de diferentes plidsmidos. Al respecto,
Charles y Finan (1991) han enceontrado enrn plasmidos funciones
consideradas como esenciales, involucradas en transporte de
dicarboxilatos, sintesis de exopolisacdridos, 1lipopolisacdridos
y de tiamina. Brom, et al (1992) reportan en R.1l. bv. phaseoli
la participacidn de un plismido diferente al pSim en la sintesis
de lipopolisacdridos y sefiala ademd3s la importancia de otros
plasmidos para el crecimiento en vida 1libre y también para
competitividad en nodulacidn.

Una segunda caracteristica del genoma de Rhizobium es la
abundancia de secuencias reiteradas, estimada en 700 elementos

reiterados pertenecientes a 200 familias discintas. (Flores, et
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al./'1987)iuomo“sénflés'Ezcdéﬁcias’dé insercidn ¥ ieguiadares. la

regiBn'fix{ los géneq‘nod y -nif, etc. Este nivel de reiteracidn
es’ pdé&‘ frecuente en prb:a:iotés, inicamente en Halobacterium

(S;pienza};et al., 1982) "y Sﬁtagtomxces (Hasegawa, et al., 1985)
‘han sido demostrados niveles tan altos de reiteraciones.

En R.1. bv. phaseoli las familias reiteradas estin presentes
tanto en el cromosoma como en pldsmidos especificos, otras se
distribuyen entre diferentes plismidos o entre plasmidos y el
cromosoma. Independientemente de su papel funcional, los elemen-
tos repetidos pueden participar en la plasticidad interna del
genoma, al permitir recombinacidn homéloga produc;l.endo
rearreglos gendmicos con alta frecuencia (Flores, et al., 1987,
1988).

La :etc:ra.carac:eristica del genoma de Rhizobium es la gran
cantidad de rearreglos gendmicos, como son la alta frecuencia de
variantes afectadas en sus capacidades simbidticas (Labandera y
Vincent, 1975; Mathis, et al,, 1986; Weaver y Wright, 1987), el
incrementoc de la frecuencia de obtencidn de variantes y curacidn
de plismidos por el incremento de la temperatura (Zurkowski,
1882), 1la transposicidn de secuecias de insercidn hacia regiones
involucradas en el proceso simbidtico (Ruvkun, et al., 1982) y la
generacidn de la inestabilidad simbidtica por las secuencias
reiteradas (Kaluza, et al., 1985).

Fiores, et al (1988) han detectado en R.1. bv, phaseoldl
frecuentes rearreglos gendmicos bajo condiciones de laboratorio,
ocurriendo delecicnes de algunos de los elementos a una frecuen~

cia de 1072 a 1073, Para B. japonicum USDAl10, 1las  deleciones
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cienen 5US: sitios de: enc:ectuzamienco entre secuencias rei:eradas

,en el cromusomn ocalizadas alrede: (Kaluza;

gt al.,;—1985) y en R. meliloci 1021 1n ISRml:: :ranspone preferen—“

a regian nit al una 10'3 (Ruvkun, Tet

1982).

Soberdn-Chdvez, et al (1986) reportardén en R. 1. bv phaseoli
la: presencia. de cepas incapaces de nodular al perder las tres

régiones nifH existentes a una frecuencia del 1%, Estas cepas no

presentan alteracidn aparente en el patrdn plasmidice, pero
tienen una pérdida de al menos B0 kb adicionales localizadas en
el pSim (Soberdn-Chdvez, et al., 199la). El modelo propuesto es
una delecidn acompafiada de una amplificacidn de la parte restante
del pSim, por recombinacidén entre secuencias reiteradas. Sin
embargo la evidencia presentada en sus trabajos resulta
insuficiente para sustentar su modelo (Soberdn-Chdvez, et al.,
1989; 19391 b).

Mientras la dindmica interna ha jugado un papel importante
en la estructura del genoma de Rhizobium 1la introduccidn de
elementos genéticos externos permite reconocer también esta
dindmica. Brewin, et al (1982) y Christensen y Schubert (1983)
al introducir un pSim en una cepa R. leguminosarum, obtuvieron unm
pldsmido hibrido por recombinacidén entre el pSim entrante y el
residente. En otros ejemplos dos pSim's pueden coexistir, perc
rearreglados o con alteraciones fenotipicas después de pasar por

planta (Djordjevic, et al., 1982; Sadowsky y Bohlool, 1985).



PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO DEL TRABAJO

Por.lo anteriormente descrito se deduce que el genoma de
Rhizobium posee alto grado de plasticidad. Cabe seiialar quée los
elementos - de la familia reiterada nif se caracterizan por
mantener una gran identidad entre ellos y debido a su importancia
en la fijacidn simbiStica del nitrdgeno, resulta de inter&s el
estudio de los mecanismos moleculares 1involucrados en la
dindmica’ de esta familia.

El pldsmido simbidticoé de las especies de Rhizobium es la
eétrpccuta que lleva los genes de la nitrogenasa (nif) asi como
los genes que determinan varios pasos en el proceso de nodulacidn
(nod). Estos genes estdn estrechamente ligados con separaciones
de 10 a 20 Kb, lo cual contrasta con B. japonicum donde los genes
correspondientes estan localizados en el cromosoma.

En particular, el pSim de la cepa de R.1l. bv. phaseoli
CFN-42 es una estructura circular de 390 kb, que corntiene cerca
de 85 fragmentos de restriccidn BamHI, en el cual hay cerca de 10
familias de elementos reiterados, una dec cllas esta compuesta de
las tres regiones diferentes (a,b y c) que poseen los genes nifH
(Quinto, et al., 1982; Divila, et al., 1988), l1os cuales presen-—
tan homologia total entre las tres fegioneé (Quinto, et al.,
1985). '

Las regiones a y b tienen homologia por 5 kb y mantienen or-
ganizado como un operdn los genes estructurales de la nitrogenasa

con la direccidn de transcripcidn nifH-nifD-nifK (Quinco, et al.,
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.1935;' Ségbvia, 1988) como ocurre en . Klebsiella. pneumoniae,

R. meliloti, R. trifoli y R. leguminogarum. Cabe sefialar que en

B. japonicum el gene nifH se encuentra  separado ' de- los. genes
nifDK (Scett, et al., 1983).. Particularmente, en R.l. bv.
phaseoli la regidn ¢ contiene solamente a nifH y mantiene wuna
homologia de 1.3 Kb con 1las regiones a y b , recientemente
Valderrama (1989) y Valderrama, et . al(l992) reportaron. en. la
regidn ¢ hibridizacién positivé con un detector nifD de R.1l. bv.
phaseoli, que corresponde a la regidn amino terminal de NIFD.

Al analizarse en R.l. bv. phaseoli el comportamiento en cada
uno de los tres genes nifH (Morett, et al., 1988) demostraron
que la actividad de estos genes esta regulada en las regiones a
y b mientras que en la regidn ¢ la expresidn no fue claramente
demostrada porque las cepas presentaron rearreglos a wuy alta
frecuencia. Romero, et al (1988) reportaron emn R.1l. bv.
phaseoll que las regiones a y b que llevan los operones olfllDK,
son necesarias para la fijacidén Sptima de nitrdgeno en Phaseolus
vulgaris, indicando un efecto de désis génica para é&stas
reiteraciones y en cambio la regidn c por si sola fue iﬂcapaz de
realizar la fijacidn de nitrégeno.

Martinez, et al (1985; 1991) han demostrade que la
reiteracidn de los genes estructurales de 1la nitrogenasa es
compartida por todos los aislados como R.l1. bv. phaseoll y no es
una caracteristica compartida con los recientemente clasificados
como una especie nueva, denominad& Rhizobium tropiei.

La reiteracidn de 1los genes nifH no es una caracteristica

exclusiva de R.l. bv. phaseoli, debido a que se han encontrado
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este tipo de secuencias reiteradas en Anabaena, Azotobacter,

Calotrix, Clostridium, Frankia, Rhodopseudomonas y varias cepas

Qe‘Rhizobium (Long, 1989b).
Estas secuencias reiteradas tienen consecuencias importantes
para la plasticidad interna del genoma de Rhizobium, puesto que

en Escherichia coli y Salmonella typhimurium se ha reportado que

la recombinacidén entre pares de elementos 1dénticos, ‘cualquiera
de ellos, sean secuencias de insercidén o no, pueden producir in-
versiones, adiciones, deleciones y amplificaciones de grandes
segmentos, dependiendo de su tamafio y orientacidén de las secuen—
cias.

Al respecto Romero, et al (1991) han detectado
amplificaciones y deleciones de una regidn del plasmido
simbidtico de R.l. bv. phaseoli CFN-42,generadas &stas por
recombinacidn entre los genes nifH de las regiones a y b. Esto
se obgerva al integrar en el gene nifH de la regidn c, el
cassetta GDYN! que confiere sensibilidad a sacarosa y resistencia
a kanamicina, que depende de la ddsis gé&nica. Los rearreglos
mds frecuentes fueron los eventos de amplificacidn obteni&ndose
duplicaciones y triplicaciones a una frecuencia de 1073,
Independientemente del grado de amplificacidn la reversidn al
pSim original fue de 102, En el caso de las deleciones, &stas
se seleccionaron por resistencia a sacarosa presentindose a una
frecuencia de 10~% (Fig. 1).

Romero, (1991) reporta que estos rearreglos son generados
principalmente por recombinacidn entre las reiteraciones nifHDK

localizadas en orientacidn directa pero ademds pueden usarse



otros elementos repetidos :a qeno' £tecuéh:ia(;dumo sitios de

recombinacién -en -el pSim. ‘fA ,éu yéz,Harfinez;Salazar (1991)
demostrd que los eventos:de amplifiéaciﬁn“y3delec16n son depen-
'd;gntes de recA, ya que en uﬂ ﬁondp carente de . TecA la frecuen;ia
de los eventos disminuyen al menos cien veces.

Hasta el momento Romero, et al (1991) han propuesto que los
mecanismos que pueden operar en el pSim de R.1l. bv phaseoli CFN-
42 para la generacidén de plasticidad son: por entrecruzamiento
desigual o por 1la de excisién de wuna molécula circular por
recombinacidn entre secuencias repe:;das y su posterior
reinsercidén en un pSim Integro (Fig. 2). Al respecto, Durdn
(1991) sugiere que para los fendmenos de amplificacién en
R.1.bv. phaseoli CFN-42, el mecanismo que esta operando en 1la
generacidn de rearreglos es el de excisién y reinsercién de
moléculas circulares.

Cabria preguntarse s8i los rearreglos nnali;adas en el
pldsmido simbidtico de R.1l. bv. phaseoli CFN-42 pueden ocurrir en
el pSim de otras cepas. La evidencia originada del estudio Qe
genética de poblaciones sugiﬁre que 1la e;pécie de R.1. bv.
phaseoli este constituida por cinco linajes cromosomales (Pifiero,
et al., 1988). De tal manera, resulta de interés estudiar los
mecanismos de amplificacidn y delecién por recombinacién entre
los genes nifH de algunas de las cepas de R.1. bv. . phaseoll rep-
resentantes de cada linaje (Fig. 3) para establecer si estos
rearreglos son una estretegila generalizada entre los pldsmidos

simbidticos.



Por -lo .tanto.‘los:

2. Evhiuarfia fre
ampiifichci§n354y
Vest;a»éépa;VA o

3. Determina; el- o~ los “mecanismos »y»luéfgios en la
generacidn de estos‘reéfregibs ‘en ;12b51ﬁf

4. éstimar, én base a la re;oluci&n de  1los objetivos

anteriores, que tan generales son los mecanismos

encontrados en el pSim de R.1. bv. phaseoli CFN-42.

ESTRATEGIA ESPERIMENTAL.

Con el fin de generar en las cepas seleccionadas de
R.l.bv.phaseoli 1inserciones del cassette GDYNl en cada una de
las reiteraciones nifH; se procedid a realizar las cruzas entre
las cepas de Rhizobium y E. coli S17~1 que contiene clonado
el cassette GDYNI en el plasmido suiecida pDR20 (Fig. 4).

Después se seleccionaron las cruzas en el medio selectivo y
(Fig. 5), 1los marcadores de las células transconjugantes se
verificaron por la té@cnica de picado en réplica. Primeramente
para asegurarnos de la pérdida del vehicule de c¢lonacidn, 1la

seleccion de las cepas resistentes se hizo en tetraciclina y
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para garantizar la preéencia deL~caséétté GﬁYhi én alguna de. las

marcadores
gentamicina). A su’vez,

que  tuvieran resistencia-a::

estreptomicina, para excluifw‘ confieran alta

resistencia al marcador elegido (Fig.isitv
Una vez identifi:Adas' 1ﬂ§ :eﬂa; p;r los marcadores, se
procedid a realizar el andlisis de perfii de plidsmidos y el ais-
lamientc de DNA total; para caracterizarlas mediante 1la
hibridizacién con los detectores de nifH ,del cassette GDYNL y
del vehfculo de clonacidn (Fig. 6).
Con las cepas ya construidas (nifH::GDYNl), se procedid a
seleccionar cepas con amplificacidn por resistencia al aumento en
antibiético (ddsis génica) y las cepas con eventos de delecidn

se determinaron por resistencia a sacarosa (Fig. 5).
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS

khLas*cepégvﬁf;lizgdﬁﬁ dézRﬁiéobium,leguminosatum bv  phaseolil

s;r 1;caif;;; é;’réi ﬁenéog;ama de 1la Fig. 3, indicando la
dis:ancig_g;nética entre ellas y en la tabla I se presentan
algunas  de .las caracterfsticas distintivas de cada Tipo de cepa.
La ceéé de Escherichia coli S17-1 se caracteriza por ser recA~™ y
tener ‘integrado cromosomalmente los genes tra del pldsmido RP4,
por lo cual es usada como hospedero del plismido suicida pDR20
(Fig. 4), para 1la transformacidn conjugativa a las cepas de
Rhizobium. El plismido pDR20 contiene clonada la regidn nifHa de
R.1. bv. phaseolil CFN-42 y en el codén 147 de 1la secuencia
nucleotidica se encuentra insertado el cassette de 5.7 kb
denominade GDYNl (Romero, et al. 1991). E1 cassette posee los
genes de Bacillus subtilis; sacB que codifica para la enzima
" levansucrasa involucrada en la sintesis de levan y la hidrélisis
de la sacarosa (Gay, et al., 1983) y sacR que es un locus
regulador que funciona como un atenuador (Steinmetz, et al.,
1985). Ademds el cassette posee los genes que confleren resisten-
cia a estreptowmicina (Sm), espectinomicina (Sp), kanamicina (Km),

gentamicina (Gm) y tobramicina (Tm).
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“cepaside Ril. bvkbhaseoli'se empled
984) goﬁﬁgs:enté,ei 0.5% . de peptona

de ;aseinq y::0,3% dealex:rac:o ‘de- levadura . disueltos en agua

b;deétila@a yvddtdclaveadps durante 20 minutos. Posteriormente
vaeQJA{aégaiﬁgclnruré de calcio a una concentracidn f£inal de 7 mM.
E;,cééa;aé'réquerir el medio s8lido se agregd agar bacterioldgico
glvi;éi.,‘ Las cepas en este medio se incubaron en perfodos de 16
hnfus”para cultivos 1iquidos o en intervalos de 2 a 4 dias segin
las condiciones de seleccidn a 30°C en medlos s&lidos.

La cepa de E. coli se cultivd en el medio de Luria (Miller,
1972) que contiene 1Z de peptona de caselna, 0.5Z de extracto de
levadura, 11X de cloruro de sodio disueltos en agua bidestilada y
esterilizados. Se adicions 1.5% de agar bacterioldgico para
preparar los medios sdlidos. La cepa en este pedic se incubd de
18 a 24 horas a 37°C. )

Cuando fue necesario, a los medios ya esterilizados se
adicionaron los antibidticos (SIGMA) en las siguientes
concentraciones: kanamicina 10 ng.ml'l, estreptomicina
100 ng.ml‘l, espectinomicina 50, 100, 800 y 1000 ng.ml‘l,
dcido nalidixico 20 mg.ml™! y 100 wg.m1~!, gentamicina 5, 40, 50,
80 y 90 Ag.ml'l. tetraciclina 2 y 10 jg;mlfl y cloramfenicol 25
ug.ml‘l.

La produccidén de melanina en R.1 bv. phaseoli fue hecha de

acuerdo a Lamb, et al. (1982) con las:

{guientes modificaciones;

las colonias fueron crecidas en medio P éﬁvle@eppndas con. CuS0,
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20 ug. ml‘l y L= titosina‘lOO »g.ml . Despues; de’ 41'dias de

crecimien:o, 1as colonias fueron 1isadas al cnlocarles encima un

filetro de pa el

CONJUGACION

VVSg;qulkivaron toda la noche 5wl . de las . cepas donadora y
teceptofé hasta su fase estacionaria, se tomd una alfcuota de 3ml
pari su ' centrifugacidn (Centrifuga Beckman Medelo TJ-G) por 10
minutes a 7000 rpm, el sobrenadante se decantd y la pastilla
celular fue resuspendida (Vortex Genie 2, Fisher Brand) en 3ml de
una solucidn de MgS0,10mM.

Se tomaron 25ul de cada una de las cepas y se platearon
separadamente los controles en cajas de Petri con medio PY. Para
las cruzas se colocaron 100ul de la cepa receptora (Rhizobium) 21
centro de la caja y encima se adicionaron 50ul de 1la cepa
donadora (E. colil) procediendo al plateo de la mezcla, las cajas
plateadas se incubaron a 30°C por 24 horas.

Para cosechar las células se adiciond a las cajas de Petri
una sgolucidn de MgSO0,10mM + Tween0.01%Z, con un ml para los con-
troles y 3ml para las cruzas. Posteriormente se tomd el con-
centrado celular realizando las series de dilucidn (100 a 10"8) y
se colocaron en el medio selectivo a fin de evaluar sus cuentas
viables. Los marcadores de las c¢é&lulas transconjugantes se

verificaron por la t@cnica de picado en réplica.
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DETECCION DE PLASMIDOS

La ﬁécnica empleada para la visualizacidn de los pldsmidos

fue .la .de . ECKHARDT (1978). Se crecieron las c&lulas hasta la
fase exfoneneial temprana (aproximadamente entre una densidad

EﬁtiC$ de 150 a 200 kletts) se tomd una alicuota de 1lml y se
‘centrifugd (centrifuga Eppendorf Modelo 5412).  El1 medio se
’dgcautS y la pastilla celular se resuspendid en lml de Sarcosyl
0.1% (Lauryl-sarcosinato) en TE50/20 (Tris HCl 50mM y EDTA 20mM a
pH8), centrifugdndose de nuevo. El sobrenadante se decantd y se
lavé la pastilla en 0.5ml de TE 50/20 volviendo a centrifugar,
se elimind todo el liquido y la pastilla celular se congeld por
10 minutos a -20°C.

Posteriormente la 'paatilla se resuspendid sucesivamente en
40ul de la solucidn A (lizosima 7500u/ml, RNasa 0.3u/ml, azul de
bromofenol 0.05%, xilene cyanol 0.05Z y ficoll 400000 al 20% dis-
ueltos en una solucidn de TBIY (Tris &9al, 4dcldu bérico 6%mM y
EDTA 2.0mM a pH8) dejdndose incubar 10 minutos a temperatura am-
biente. La suspensidn generada se depositd en los pozos de un
gel de agarosa 0.7Z en TB 1X (150mm X 150mm X 3mm) y se afiadieron
4Qu) de la solucidn B (dodecylsulfato de sodie-SDS 0.2%Z y Ficoll
400000 al 102 en TBLIX) y se mezclaron cuidaddsamente las dos
soluciones . Posteriormente se afiadieron 100ul de la solucidn C
(SDS al 0,22 y Ficoll 400000 al 5% en TBlX) sin mezclar y por
Ultimo se sellaron los pozos con la misma agarosa con la que se
hizo el gel dejando entre 10 a 20 minutos a 4°C.

Se 1inicid la electroforesis con una corrida de una hora a
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8mA constantes y 4 horas a l70volts coﬁétahCas; ‘al £inal de " la

corrida los geles se tiﬁérqﬁ»v minutos con una solucidn de

bromuro de etidio 5 ug/ml, 8 'agarﬁn ‘con * agua bidestilada
durante 20 minﬁcos .y.se ﬁ&t,grgi{arggrapbré‘pna limpara de -luz

ultravioleta (FOTODYNE)'confbeiiculh;poiaroid 55.

AISLAMIENTO DE DNA TOTAL

Se tomd una azada de la cepa requerida-y se colocd en 5 ml
de medio 1liquido incubdndose toda la noche. Las células se
cosecharon en la fage estacionaria por centrifugacién a 10000 rpm
y s8e 1lavaron con un ml de una solucidn de TE50/20,
resuspendiéndose la pastilla en 400ul de TE50/20. Posteriormente
se adicionaron 50ul de pronasa (PROTEASA K 2.5mg/ml predigerida
una hora & 37°C) y se mezcld por inversidn suave; se aﬁadieron
50ul de SDS 10% disuelto en TE50/20 pH8 mezclando suavemente y se
incubd una hora a 37°C. La mezcla se pasd por jeringa insulinica
5 veces.

Acto s8eguido se extrajo la mezcla 3 veces con una solucidn
de F:C:1 (fenol-cloroformo-alcohol iscamilico, 24:24:1) y dos
veces con cloroformo. Se precipitd el DNA agregando 1/25 del
volumen total de NaCl5M y 2 1/2 volimenes de etanol absoluto
frfo, agitando suavemente. Se precipitd el DNA por una hora a
-20°C y luego se centrifugd obteniéndose una pastilla de DNA, 1la

cual se lavé tres veces con etanol al 70X y se secd en una
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microfuga equipéAa”con’;acfo'(sﬁvanc):' in DNA ée résuspendiﬁ en
40ul ‘de TELO0/1 (Tris HCL 10mM y EDTA 1mM a pH8) y Be afiadieron
10ul de una solucidn de RNasa (10mg/ml .en TEIO/I hervidn por
cinco minutos) incubdndose una hora a 37°C. k

Se tomarcn 4ul de la muestra y se checd la cuncencraciSﬁ del’
DNA en un gel de agarosa 1% en TA IX (TA 10X es Tris 0 4M,‘~
114.2m1 de dcido acético glacial y EDTA 0.5M a pH8) y se realizc b
la electroforesis durante una hora a 90 volts constante. Se ob-

tienen aproximadamente 60ug de DNA.

CONDICIONES DE DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

E1 DNA fue digerido con la endonucleasa BamHl. Las con-
diciones para la digestidn fueron 5pug de DNA, 5 unidades de en-
zima por ug de DNA, solucidn amortiguadora de reaccidn E61X
(E610X es Tris-HCl 10mM, NaCli00mM, MgCl, 7mM y B mercapto etanol
7uM disueltos en agua HPLC a pHB) y agua HPLC para aforar.

La reaccidén se mezcld en vortex 5 segundos y se did un pulso
de 15 segundos en centrifuga. La digestidn se realizd en horno de
microondas al miximo nivel dando 5 pulsos de 10 segundos a in-
tervalos de 3 minutos. Para checar la digestidn se tomaron 4ul
de la reaccidn y se colocaron en un gel de agarosa al 1T en TAIX
y 8e reallizd 1la electroforesis a 70volts constante durante una

hora.
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ELECTROFORESIS DE DNA TOTAL . (Maniatis, et al. 1982)

21, 1% en TAIX. La cantidad 1icac d arril fue de 1 ug-de

“en " agua...

HPLC) ‘¢imaras de

«y ‘agua
‘:‘ ssﬂsoo) con TAIX a
30v, conscan:éélqﬁfa 7_- ge  tifieron
durante 15 m{nutés éd 3 15 : : &e etidio . (5ug/ml)
enjuagandose con agua bidisti ‘ ‘:4“132 fotografiaron
sobre una (FdfObYﬁE) con pelicula

Polaroid 55.

DE NITROCELULOSA

TRANSFERENCIA "DEL’ DN.

de acuerdo a la té&cnica

de Southern (1975). ratamiento:del-gel en tres

soluciones a‘'4°C, ée'réalizgrdﬁ dos veces los lavados en cada
solucidn. Primeramente se tratd en. una solucidn de HCl 0.25M en
agitacidn durante 10 minutos, cada vez, se decantd; se virtid en-
seguida una solucidn de NaOH 0.5M NaCl 1.5M en agitacidn durante
20 minutos, cada vez, se decantd y - por {dltimo se aifiadid la
solucidn de TrisHCl 0,.5M, NaCl 1.5M a pH7.4 en agitacidn durante
30 minutos, cada vez.

Las membranas de nitrecelulosa (HYBOND~-C EXTRA, Amersham) se

hiervieron por 10 minutos en agua destilada.y se enjuagaﬂ en una
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solucidn de SSC6X (SSCZOX‘EB citrato de sodio 1.5M y NaCl3M ).

Para realizar la transferencia del DNA bidireccionalmente
(sandwich), se colocd un pagquete de 7 toallas de papel absor-
vente, encima se pusieron 2 filtros de papel Whatman 3MM en-
juagados en SSC6X a la vez se colocd la membrana de
nitrocelulosa y arriba de esta se puso el gel tratado, se realizd
el mismo procedimiento en orden invertido y al final se coloecd un
peso de 500gr. Durante 12 horas se dejd que el DNA se trans~
firiera por capilaridad a las membranas.

Al sacar 1la transferencia se enjuagaron las membranas en
SSC6X, se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente
el DNA se £ij6 a las membranas por incubacidn durante dos horas a

80°C en un horno equipado con vacfo (Labline DuoVac Oven).

HIBRIDIZACION
a) Detectores.

Los plismidos usados como detectores ge presentan en la Fig.
6 ; fueron el pSUP202 (Simon, et al., 1983) el pGUS3
(Romero, et al. 1991) y el pl5b (Valderrama,1989). Ademids

se geleccionaron 11 c6smidos (Fig. 7) que dan una cobertura

completa del pSym de la cepa CFN42 (Girard, et al. 1991).
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27

Marcaje Radiocactivo.

Los detectores se marcaron radioactivamente por el método de
Rigby, et al (1977). Se comnt%n 200 ng del DNA a _ marcar,
incubdndose con una mezcla de deoxiribonucledtidos frios,
32p. _deoxiCTP y la enzima DNA polimerasa I y Agua HPLG para
aforar. La reaccidn se incubd por dos horas a 1l4°C
(Hotpack~-bafio circulador refrigerado).

La marca incorporada se separd de la marca libre mediante
una columna de sephadex G75 (7cm X 0.5cm) adicionando 1la
solucidn amortiaguadora de columna (Tris lOmM, NaCl 100mM,
EDTA 1mM y SDS 0.1Z) '

Se recuperaron 600ul radiocactives, de los cuales se tomd una
alicuota de 5pl y en un detector de radiaciones beta (Probe

count, Oncor) se cuantificé la marca incorporada.
Hibridizacidn.

Las hibridizaciones fueron hechas en Hornos Hybaid Oven en
condiciones de alta severidad, 1las cuales permiten un 90-
1002  de ﬁomologin (bajas concentraciones de sales y alta
temperatura).

La solucidn empleada para las mezclas de prehibridizacidn e
hibridizacidn fue la siguiente: Denhardt 10X (Denhardt 100X
es 2% Ficoll, 22 BSA (seroalbumina bovina), 2% PVP
(polivinil pirrolidina) en agua HPLC, amortiguador de fos-

fatos 0.1M ( Fosfatos 1M es NazH2P04 O.SM-NaZHPOQ 0.5M a
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pH6.7) SSC5X, - DNA desnaturalizado de esperma-de ﬁalhﬁnﬂ‘loo

ung/ml y agua HPLC.

Las membranas se prehibridizaron dﬁfante’ll‘ oras a:65°C. Al

finalizar, se decantéd lai mézgia:d 1ai%§ci6n ¥ se
adiciond la mezcla de hibridi;adian,;;léichgl*bogkieﬁe - ek
detector marcadeo radioactlvnménte; se hibridizd durante 12
horas a 65“0. Al cabo de éSCaE,. se lavaron . las membranas
para eliminar el exceso de marca radiactiva, primeramente se
desechd 1la mezcla de hibridizacidn y se adicionaron 10ml de
una solucidn de SSC2X-SDS0.1Z se agitd vigorosamente diez
segundos y se decantd. Se afadieron 500ml de la misma
solucidn y se lavaron durante 15 minutos a temperatura am-
biente. E1 segundo lavado se realizd con la solucidn de
$SC0,1X-5DS0.12 a 55°C durante 30 minutos, repitiéndose este
procedimiento cuatro veces y por Gltimo se lavaron dos veces
en una solucidn de SSCO0.1X por 15 minutos.

Las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente ¥y
luego se hornearen 10 minutos a 65°C, se colocaron en papel
y se forraron con enveltura adherente para después montar—

las en cassettes para autorradiografia.
Autorradiografia.

En los cassettes para autorradiografia com pantallas inten-
sificantes se colocaron placas de radiografia Kodak (X Omat
K) sobre las membranas hibridizadas y la radiografia se

llevd a cabo a -70°C en un REVCO (Kelvinator Serie 100) y
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se expusieron durante un perfodo de 12 horas a una semana.

ANALISIS DE PERFILES DE HIBRIDIZACION POR DENSITOMETRO.

La intensidad de las sefiales de hibridizacidn detectadas en
una placa de autorradiografia se visualizan como bandas y depen-
der de la cantidad de marca hibridizada en 1la secuencia
especifica y estas a su vez son un reflejo del niimero de copias

de la banda en el genoma.

Asi para evaluar el nimero de " ‘copias de.  una banda con
respecto a otras bandas en un carril.de una autorradiografia se
utilizd un densitdmetro de barrido 65500:&‘e1 sistema de andlisis
de datos GS350 de Hoefer Scientific Instruments (San Francisco,

Ca.).
MAPEO DE LAS DELECIONES

La estrategia a seguir para realizar el mapeo de las deleciones
encontradas fue mediante las hibridizaciones con los cdsmidos
del pSim de R.1. bv. phaseoli CFN42 (Fig. 7) bajo los siguientes

criterios:

1) Los cdsmidos del pSim de la cepa CFN42 contienen 390 kb. Los
pldsmidos simbidticos de las cepas analizadas s8son més
grandes (460 kb, 510 kb y 573 kb). por lo tanto es posible

que no se haya evaluado la totalidad de la informacién con~



2)

3)
4)

5)

6)
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tenida.en ellos al utilizar Estos cismidos como detectores.

“Localizacidn de los césmidos en 1os cuales hubo pérdidas de

. bandas.

‘Localizacidn de-los césmidos que'no perdieron bandas.

Este primér ordenamiento nos permitid caracterizar de manera

general a 1los pSim indicando que la zona deletada en las

Vcepas analizadas comprendid a los. césmidos ¢GD7, 101,28,15 y

45 (Fig. B8) ubicado entre -las  reglones de los operones
nifHDK.

Para realizar el andlisis del mapeo banda por banda de las
deleciones, se tomd como nga. a la delecidn mayor,

considerando:

a) las bandas que se revelan en los cdsmidos deletados se
localizan en la parte que no participd en la delecidn.

b) la presencia de bandas tenues entre dos bandas intensas
se consideraron reiteraciones del DNA y no se tomaron
en cuenta para el andlisis.

c) poer comparacidn con la cepa parental y las otras
deleciones se establecieron las bandas comunes del

cdsmido y su ordenamiento se realizdé por eliminacidn.

Al realizar las comparaciones, se considerd la concentracidn
del DNA por «carril, pues un exceso del DNA en un carril
revelarfa bandas tenues que no son observadas en las otras

deleciones.



31

7).. La presencia de una banda nueva correspoﬁde a:

a) sitfo de recombinacién (banda hibrida)
b) bandas tenues que no se veian antes, son el reéultado
' de ‘una replicacidn mayor del pldsmido simbistico en 1la

cepa que. ahora revela-reiteraciones,



RESULTADOS

{OCURREN LOS REARREGLOS MAS FRECUENTES EL - pSim -de

phaseoli ENTRE LAS REITERACIONES nifH?

Recilentemente se ha demostrado que la maybt ffecuenéia de
los rearreglos en el pSim de R.1l.bv. phaseuliulcfﬁ;hzf ocurreﬁ
entre las regiones nifH aun y cuando se puedeﬁ utili?at en menor
medida otras secuencias reiteradas , posiblemente menos extensas
para producirlos. Para investigar la posibilidad de que la plas-
ticidad del pSim generada por las reiteraciones nifH sean una
caracterfstica comiin en las cepas de R.l.bv.phaseoli se selec-
cionaron cinco cepas perceqeciendo a cinco de los linajes
descritos por Pifiero, et al (1988).

Considerando que en el pSim de la cepa CFN-42, 1los operones
nifHDPK en las regiones a y b comparten homologfa por 5.kb ofrecen
un sustrato adecuado para recombinar cuando el cassette GDYNI
estd insertado en la regidn nifHc. Sin embargo, en la medida que
el cassette GDNYl esta insertado em la regidn nifHb la regidn ac-
cesible para recombinar es disminuida a 3.8 kb y en el caso que
el cassette GDYNl se encuentre en la regidn nifHa la porcidn de
DNA susceptible para recombinar queda reducida a 1 kb, de tal
forma que al ir restringiendo parcialmente las regiones para
recombinar entre los genes de la nitrogenasa en el plidsmido se
favorece a que otras secuenclas internamente reiteradas puedan

ser usadas como sitios para recombinar amplificando o deletando
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distintasg tegioﬁes del ‘pSim.

CONSTRUCCION DE LAS CEPAS R.1.  bv.  phaseold

EL CASSETTE

con

GDYNL EN LOS GENES nifH

La construccidn de las cepas de Rsl: bv. phaseoli con el
cassette GDYNl en las tegianéi‘ﬁé'los genes de la unitrogenasa fue
variable ya que depende dé 1a:héﬁoloéiu entre las secuencias nifH
del pSim de la cepa elegida y de nifHa::GDYNl del pDR20, ademas
de que algunas de las cepas pertenecen a distiantos tipos de
reiteracidn nifH.

Las cepas del Tipo I presentaron una mayor aceptacidn del
cassette GDYNL. Para 1la cepa TAL-182 se obtuvieron 4374
transconjugantes de las cuales 13 fueron dobles recombinantes
(0.32%) obteniéndose un total de 10 inserciones en nifHa, 1 en
nifHb, 1 en nifHec y una delecién nif-nif. En la cepa NITRAGIN-
8251 se aislaron 11137 transconjugantes, 10 fueron dobles recom-—
binantes (0.122) con el cassette insertado s&lo en las regilones

nifHa(7) y nifHb(2), ademds se detecto una delecidn nif-nif.

En la cepa CIAT-894 del Tipo II se obtuvieron 37 transcon-
Vjugantes y se aisld una doble recombinante (2.75Z) con el cas-
sette en nifHa.

Para el caso de las cepas BRASIL-5 Tipo III y F-l4 Tipo IV
se obtuvieron 1824 y 2411 transconjugantes respectivamente; 5
cepas de la BRASIL-5 y 8 cepas de la F-14 se seleccionaron por

marcadores como debles recombinantes. Sin embargo, al hibridizar




34

con el detector pSUP202 se observé una sefial positiva en 1la
regidn nifHa al igual que con los detectores pGUS3 y pl5b (Fig.
6). Dado que para las cepas BRASIL-5 y F-14 sdlo se obtuvieron
recombinantes sencillas, a partir de €stas se procedid a buscar
los fendmenos de delecidn, phesto que para las amplificaciones
ocurrirfa el aumento en niimero de copias arreglado en tandem
de nifHa-vector-nifHa::GDYNl de manera similar a lo reportado

para R.1l. bv. phaseoli CFN-42 (Durdn, 1991).

CEPAS DEL TIPO I: TAL-182 Y NITRAGIN-8251

AMPLIFICACIONES

En la cepa TAL-182 se obtuvieron los eventos de
amplificacidn al sBeleccionar con gentamicina a 90 ug/ml. Se
analizaron 4 derivadas en el caso de la insercign del cassette

GDYN1 en la regién nifHc y 5 derivadas de cada una de las inser-

ciones del cassette en las regiones nifHa y nifHb. En todos
los casos los sitios de recombinacidn utilizados para producir
amplificaciones fueron las regiones nifH (Fig. 9). Sin embargo 1la
frecuencia a la cual ocurrid este evento fue variable dependiendo
en donde se insertd el cassette GDYNIL.

En la Tabla II observamos que para la cepa TAL-182 1a

insercidn en nifHb presentd la mayor frecuencia de amplificacion,

siendo 2 veces mayor que los eventos con el cassette en la
regidn nifHc y estos {Ulitimos & su vez fueron 46 veces mis

frecuentes que las amplificaciones con el cassette en la regién
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nifHa. “Cabe sefialar que estas diferencias son muy grgndes para
atribuirlas solamente a la reduccidn de la zona de recombinacidn,
por lo que es probable que otros factoxes esten participando.
Para la cepa NITRAGIN-8251 los eventos de amplificacidn se
obtuvieron al seleccionar con gentamicina a 50ug/ml o en espec-
tinomicina a 800ug/ml., Asi, para realizar el anidlisis de las
cepas con el cassette GDYN]l insertado en la regidn nifHa y nifHb
se escogieron 7 cepas derivadas para cada insercidn. En ambos
casos- el fendmeno de la amplificacidn sucedid por recombinacidn
entre las regiones pnifHa y nifHb (Fig. 9). Pero como se obaserva
en la Tabla I para la cepa NITRAGIN-8251 la frecuencia a la cual
ocurren estos eventos fue 47 veces menor al encontrarse el

cassette en nifHa, esta diferencia es mucho mayor a lo esperado

por la reduccidn en la zona accesible para recombinar de manera
que posiblemente otros factores estén actuando para producir esta
disminucidn de la frecuencla de los rearreglos.

La @nica insercidn del cassette GDYN1 en la regidn nifHc se
obtuvo en la cepa TAL~182 (Fig.9; carril 4) se analizaron las
cepas seleccionadas para amplificaciones ) por el perfil de
pldsmidos, hibridizacidn contra los detectores plS5Sb, pGUS3 (Fig.
6) y los cdsmidos que cubren el pSim de la cepa CFN-42 (Fig. 7)
El andlisis con el detector espec{fico de nifH nos indica el
patrdn caracteristico de bandas para una cepa amplificada cuando
el cassette esta en la regidn nifHc (Fig. 9, carril 10) donde se
esperan cuatro bandas: nifHc::GDYN1 (9.5 kb), nifHa (9.0. kb),
nifHb (5.6 kb) y una banda hibrida nifH 5'b/3'a (5.2 kb). Debido

a la baja resolucidn del gel entre las bandas de nifHb y nifH
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5'b/3'a, no permite una buena separagiﬁn én estakzoha.‘ Asi,” ai’
realizar 1la densitometrfa para calcular el nimero r?la:ivo de
copias se encontro la proporcidn caracteristica de tres bdnd&s
que corresponde a la relacidn 2:1:2 Tomando en cuenta la -‘an-
terior para la cepa analizada TAL~182 nifHc::GDYN! se obtuvo una
proporcidn de bandas de 7:1:7 mostrando claramente que se tratd
de una septuplicacidn de la regidn entre nifHa y nifHb (Fig. 9;
carril 10).

En 1las cepas TAL-182 nifHb::GDYN1 y NITRAGIN-8251
nifHb::GDYNI (Fig. 9; carriles 3 y 13) los perfiles de plismidos
obtenidos por Eckhardt se hibridizaron con los distintos detec~
tores mencionados anteriormente para determinar si los rear-
reglos son aidn causados por recombinacién entre las reiteraciones
nifHDK, Las amplificaciones derivadas para ambas cepas muestran
que efectivamente las secuencias que contienen los genes de la
nitrogaenasu son utilizados en la recombinacidn ya que al carac-
terizarlos mediante la hibridizacidn con el detector pl5b (Fig.
9; carriles 9 y 17) se observan cuatro bandas: nifHb::GDYNI

(11.3kb), una recombinante nifH5'b/3'a::GDYNl (10.9 kb), niflHa

(9.0 kb) y nifHc (4.0 kb). Por la baja resolucidn del gel
entre las bandas nifHb::GDYNl y nifH 5'b/3"a::GDYN1, en esta

zona las bandas migran aparentemente como una sola. Al realizar
el analisis densitom@trico para las cepas amplificadas se observd
el patrén caracterisitico de tres bandas con la proporcion
2:1:2. Los resultados de la densitometrfa para la cepa TAL-182
nifHb::GDYNI(Fig. 9; «carril 9) presentaron la relacidn de bandas

6:1:6 indicando que es una amplificacidn de seils veces y
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para la cepa NITRAGIN-8251 nifHb::GDYNL la proporcidn encontrada
fue . 3:1:3" correspondiente A una friplibaciﬁn;(Fig. -i93 ;nriil

17).25 las ‘dos cepas analizadas la amplificacidn 'ocuiris entre

la regidn nifHa y nifiHb.

El " caso miAs extremo donde la regidn para recombinar quedd
re&ucidn a 1 kb entre los operones nifHDK a y b se analizd en las
cepas derivadas de 1la TAL-182 nifHa::GDYNI y NITRAGIN-8251
nifHa::GDYNLl (Fig. 9; carriles 2 y 12) mediante el perfil de
plismidos, 1la hibridizacidn con el detector nifH y los cdsmidos
del pSim de la cepa CFN~42, Encontridndose que en ambas cepas las
amplificaciones fueron pgeneradas por recombinacidn entre las
reiteraciones nifHDK a y b. En la figura 9 los carriles 8 y 16
muestran el patrdn caracterIsitico de hibrizacidn con el detec~

tor de nifH donde se observan cuatro bandas: nifHa::GDYN1 (14.7

kb), una recombinante nifH 5'b/3'a::GDYN1 (10.9 kb), nifHb (5.6

kb) y la idltima nifHe (4.0 kb). E1l andligis densitom@trico in-
dica que en una duplicacidn todas las bandas son de dintensidad
similar, salvo la regidn nifHc que es doble, asi en la cepa

derivada de la TAL-182 nifHa::GDYNl (Fig. 9; carril 8) se en-

contro la proporcién 1:2:1:3 correspondiendo 2 una triplicacidn
y en la cepa derivada de la NITRAGIN-8251 nifHa::GDYN1l (Fig. 9;
carril 16) la relacidn obtenida fue 1:4:1:5 mostrando claramente
la presencia de una amplificacidn de cinco veces entre la regidn
nifHa y nifHb.

El perfil de pldsmidos para la cepa TAL-1B2, representativa
de las amplificaciones (Fig. 10 ; carriles 13 y l4), corresponde

a una amplificacidn (nifHa::GDYN1) de 1la regidn entre los nifHDK
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de tres.veces,la ‘cual generd un pSim dgy»aprox}madém?ﬂte; 800 kbv
que hibridizé conrel detector de Eijg. . T

Las hibridizaciones con los chmidos‘dei pSiﬁ,de la‘cepn de
R.1.: bv.phaseoli CFN-42 (Fig. 7) nos.permitieron caracterizar a
las amplificaciones derivadas de las cepas TAL-182 nifHa::GDYNI
(Fig. 11), TAL-182 aifHb::GDYNl (Fig. 12) y TAL-182 nifHe::GDYNI
(Fig. 13); delimitando que las zona entre los cdsmidos 7 y 45
fué donde se detectd DNA amplificado y la hibridizacién con los
cGsmidos restantes no reveld bandas amplificadas (datos no
mostrados). Se encontrd que el orden de los cdsmidos establecido
para la cepa CFN=-42 (Fig. B8) coincidid con el observada para
la TAL-182, lo «cual se corrobord por la caracterizacidn de las
deleciones obtenidas (ver resultados m3s adelante).

En el caso de las cepas amplificadas derivadas de 1la
NITRAGIN-B251 analizadas mediante la t&cnica de Eckhardt (Fig.l5;
carriles 11 y 12). Se observa al hibridizar con niifH, que el
pSim incrementa Su tamafio en aproximadamente 250 kb utilizando
como sitios de recombinacién para la amplificacidén los operones
nifBDK . Las hibridizaciones con los cdsmidos de la cepa CFN-42
se pregentan en laas figuras 15 y 16 respectivamente, para 1la

cepas NITRAGIN-8251 nifHa::GDYNlI y NITRAGIN-8251 nifHb::GDYN1 ,

indicando <que unicamente la regidn entre los cdsmidos 7 y 45
presento bandas amplificadas , no asI , con los cdsmidos res-
tantes (datos no mostrados). Asimismo nos indicd que el or-
denamiento de los cdsmidos caracterizado para el pSim de la cepa
CFN-42 (Fig. 8) fue mantenido en la cepa NITRAGIN-8251, lo cual

se confirmo posteriormente por el mapeo de las deleciones ob~
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tenidas en estas cepas (ver resultados mis adelante).

~DELECIONES

Las deleciones en'la cegn TAL-182 se seleccionaron en el
medio con sacarosa al 17;5Z.Vana1iz§ndo§e 8 cepas derivadas de la
TAL-182 nifHa::GDYNL, 12 cepas derivadas de 1a TAL-182
nifHb::GDYNLl y 25 cepas derivadas dé la TAL-182 nifHc::GDYNI. En
todos los casos se detectaron en mayor medida la produccidn de
deleciones (Tipo 1) entre los operones nifHDK a y b .En menor
proporcidn se detectaron otros tipos de delecidn (Tipo III y V)
que wutilizan para recombinar secuencias distintas a los de los
genes nifH. Estas solamente se obtuviercon con las inserciones en
nifHa y nifHc (Tablas III). La frecuencia a la cual ocurren estos
rearreglos fue nuevamente variable, aunque la frecuencia de
aparicidn de los fenSmenos de delecidn mantiene la prediccidn de
restriccidn de los sitios para rvecombinar, asi con la insercidn
en nifHe es 2.3 veces mayor que la insercidn en nifHb y esta a
Bu vez es mids grande por 16 veces que en nifHa (Tabla IIL).

En la cepa NITRAGIN-8251 los eventos de delecidn se aislaron
seleccionando con sacarosa én concentraciones que variaron del
2.5 al 10%Z, analizdndose 18 cepas derivadas de la insercidm en
nifHa::GDYN1 y 17 cepas derivadas de la ingercidn’ en
nifHb::GDYNI1. También en esta cepa las deleciones entre las
reiteraciones nifHDK a2 y b (Tipo I) fueron las mds frecuentes y

solamente con la insercidn en nifHa se encontrd la curacidn del
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pSim (Tabla III). La frecuencia a la cual se presentaron estos
eventos fue 3.4 veces menor con la insercidn en nifHa con
respecto a la insercidn en nifHb, ‘lo.cual es consistente con  la
reduccidn de 1la zona para recombinar entre los nifH siendo
proporcional al drea restringida (Tabla II).

La caracterizacidn de las cepas deletadas de 1la TAL-182 y
NITRAGIN-8251 se realizd mediante el andlisis de los perfiles de
plésmidos (Fig. 10 y 15) hibridizados con el detector de nifH
(Fig. 9) y cosmidos del pSim de la cepa CFN-42 (Fig. 14 y 18).
Para ambas cepas al realizar la hibridizacidn con el detector de
los genes de la nitrogenasa (Fig. 9; carriles 5 y l4) se observa
la presencia de una sdla banda con la migracidn caracterisitica
de una banda hibrida nifH5'a/3'b generada por recombinacidn entre
los operones nifHDK a y b, correspondiende a la delecidn Tipo I.
El tamafio de 1la delecidn fue de aproximadamente 180kb para la
cepa TAL-182 y de 131 kb para la cepa NITRAGIN-8251 (Fig. 10 y
15).

Particularmente en la <cepa TAL-182 con las inserciones en
nifHa y nifHec (Tabla III) se generaron dos tipos mds de
deleciones (Tipo III y V), observandose mediante la té&cnica de
Eckhardt y caracterizandolas al hibridizar con el detector de los
nifH (Fig. 9). Una cepa posee solamente la banda caracteristica
de nifHb, correspondiendo a la deleecidn Tipo IIl (Fig.9; carril
6) vy el perfil de plidsmidos nos muestra que es una delecién de
aproximadamente 128 kb (Fig. 10; carriles 9 y 10). La delecidn
Tipo V no da sefial de hibridizacidn con el detector de nifH

(Fig. 9; carril 7) y corresponde a una delecidn de
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aproximadamente 323 kb (Fig. 10' carrileS'll y 12).;~

orden establecido

el
corresponde al encontradu para
las deleciones Tipo I y 'V los. cosmidos que perdieron bandas
fueron el c¢GD 7,101, 28, 15 'y 45 (Fig. .8) y la delecidn Tipo III
s3lo perdio bandas en los césmidos 7,101 y 28; cabe sefialar dge
el céemido 101 fue el idnico que se deletd completo en las tres
deleciones (Mapa I). En cambio, con los otros cdsmidos se per-~
dieron solamente algunas de sus bandas. Con respecto a los
cosmidos del 47 al 103 (Fig. 7) no se detectaron pérdidas de ban-
das en ninguno de ellos (datos nec mostrados).

La suma del tamafio de las bandas perdidas para la delecidn
Tipo I fue de 155 kb y 107 kb para la delecidn Tipo III (Mapa 1),
presentande una pequefia diferencia de 25 kb y 21 kb de menos
para las deleciones Tipo I y III respectivamente, en relacidn al
tamafio de 1las deleciones caracterizadas por la técnica de Eck-
hardt (Fig. 10). Posiblemente esta diferencia se deba a 1la
resolucidn del gel en esta zona.

En la delecidn Tipo V la suma del tamafio de las de bandas
perdidas fue de 188 kb (Mapa 1), estableciéndose una diferencia
no explicada con respecto al tamafio calculado del perfil de
pldsmides (Fig. 10). Esta diferencia de aproximadamente 135 kb,
s8lo es explicable con el argumento de DNA no detectado, ya que
el pSim de 1la cepa TAL-182 (573 kb) es mayor que el pSim de la

cepa CFN-42 (390 kb) y por lo tanto no podemos detectar 1las 180
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kb de DNA extra que p5aeei;_Lh:uiicéhlﬁﬁwd;ifDFA o‘detacﬁaé; f%ﬁ
el pSim es vnriuble; sin eﬁbntéo Ae acuefd§ aivﬁééa imp03£iamo§
sugerir que una buena parte (135 kh)raé ibéalizaiésehrkl Easmidn
45 entre las bandas 45.7' (nifHb) 'y 45.47 Hasta este momento no
sabemos de donde provienen estas secuencias para poder carac—
terizar regidn.

En el Mapa 1I, gque eaéuematiza log resultados obtenidos para
la cepa NITRAGIN-8251 se observa claramente que el orden de los
céemidos se mantiene igual al que se presento en la cepa CFN-42
(eCG?7, 101, 28, 15 y 45 ; Fig. 8)., La suma de las bahndas
deletadas fue de 121 kb, presentando una pequefia diferencia de 10
kb con respecto a la delecidn caracterizada por el andlisis de
pldsmidos (Fig. 15 carriles 7 y 8). La cepa derivada de 1la
NITRAGIN-B8251nifHa::GDYNI la cual presentd curacidn de su pSim
(Fig. 15 ; «carriles 9 y 10) no di6 sefial de hibridizacidn con el

de:eptot nifH y con los cdsmidos del pSim de la cepa CFN-42

(Fig. 7).

CEPA DEL TIPO II: CIAT-894

AMPLIFICACIONES

Para la cepa CIAT-B894 88lo se aisld una amplificacidn
procedente de la insercidn del cassette GDYNl en la regidn nifHa
(Fig., 19; carril 2) obteniéndose en el medio selective con gen-—
tamicina a 40ug/ml. Sin embargo al determinar la condicidn para

obtener duplicaciones, nos encontramos con que la cepa se
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amplificd, ~ durante el perfodo de los subcultivos. De manera que

la frecuencia obtenida fue de 1.12 como se observa en. la Tabla II

haciendo dificil por tanto la estimacién real del evento de
amplificacidn, La cepa se analizd con el detector nifH y

localizamos la presencia caracterIstica de las cuatro bandas
resultantes de un evento de amplificacidn entre nifHa y b
nifHa::GDYN1 (19 kb), nifH5'b/3'a::GDYNL (16 kb), nifHb (5.6 kb)
y nifHe (4 kb) (Fig. 19; carril 6). Al realizar el andlisis por
densitometria se encontrd la proporcidn de bandas 1:2:1:3 in-
dicando claramente que la cepa posee una triplicacidn generada
por recombinacidn entre los operones nifHDK a y b.

El perfil de pldsmidos (Fig. 20; carriles 21 y 22) muestra
que el pSim de la cepa CIAT-894 ha aumentado de tamafio
aproximadamente 200 kb debido a la triplicacidn dec la regidn
entre los nifH a y b. Al realizar la hibridizacidén los cdsmidos
del pSim de la CFN-42 (Fig. 21) se observd el incremento en in-
tensidad de algunas bandas indicando que la regidén entre 1los
césmidos 7 y 45 (Fig.8) fue amplificada no asi en los cdsmidos
restantes del pSim (datos no mostrados), lo cual es confirmado
por el andlisis de las deleciones obtenidas para esta cepa(ver

los resultados mds adelante).

DELECIONES

Las deleciones en la cepa CIAT-894 se aislaron con sacarosa

al 10%Z, analizdndose 24 cepas derivadas de la insercién en nifHa
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(Fig.  19;  ‘carril '2) ocurriendo los eventos de delecién a una
f:ecnenéi;a 'd‘e vl’O'rs (.T‘i‘lbvlﬂi II). AL c;'aracterizar las dniecione§
obtenidas con el detector de ﬁ'(?ig. 19; carriles 3, 4 y°5) se
observo que ninguﬁa de ellas agrupadas en tres tipos distintos,
(Tipo 1IIXI,IV- y V) se produjeran por recombinacidn entre las
necuan:ias.de los operones nifHDKa y b, como se demostrd para el
caso de Alas amplificaciones en esta cepa, por lo tanto los
fendmenos de delecidn ocurren preferentemente usando otro tipo de
elementos reiterados en el pldsmido.

La caracterizacidn de las cepas por 1la presencia de ‘los
nifH, nos permitid separar a las deleciones en los Tipos III, IV
y V (Fig., 19; carriles 3,4 y 5). El andlisis mediante el perfil
de plismidos (Fig. 20) nos permitid distinguir cinco patrones
diferentes de delecidn en el pSim de la cepa CIAT-894 y cabe
sefialar, que. el tamafio de los pSim deletados fue diferente en
cada caso, aunque pertenezcan al mismo tipo de delecidn .

La caracterizacidn de las deleciones del pSim de 1la cepa
CIAT~894 mediante las hibridizaciones con los césmidos de la cepa
CFN-42 (Fig. 7); nuevamente indican que la regidn deletada quedd
comprendidda entre los cdsmidos 7 y 45 (Fig. 8 y 21), puesto que
la hibridizacién con los césmidos del 47 al 103 estan conservados
en todas las cepas deletadas (datos no mostrados).

Al realizar el andlisis con los cdsmidos del pSim de la CFN-
42 correspondientes a la delecidn en el pSim de la cepa CIAT-894
se construyd el Mapa III, donde se observan siete patrones de
delecidn estableciéndose para cada tipo de delecidn el uso de

distintas secuencias reiteradas para recombinar, razén por lo
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“eual subdividimos a’ 1os qiéosgﬁé,d?!eéiﬁﬁ (fIf; iy ﬁ'v) en - los
subtipo; 1; 2 yFJQI“ ; I : )

Los ;émaﬁﬁs:de los pSim:éonrlés distintas deleciones fueron
cardcterizados por la t&enica de Eékhardc, donde se observa que
la deleciSn menor fue de 99 kb aproximadamente y de 271 kb para -
la delecidn mayor (Fig. 20), 1o cual contrasta con el andlisis de
la suma de bandas deletadas, ya que 1la delecién mds pequeiia
perdid 22 kb aproximadamente y 136 kb la delecidn mayor (Mapa
II1). Por lo cual, incluimos 1la presencia de DNA no detectado,
en el cSsmido 7 entre las bandas 7.3 (nifHa) y 7.4 para equi-
librar el peso de las deleciones detectadas por el andlisis del
perfil de pldsmidos. Dado que los césmidos de 1la cepa CFN-42
cubren al menos 390 kb y puesto que el pSim de la CIAT-894 es
aproximadamente 120 kb mayor, hasta este momento nO CONOCEmMOS
que tipo de secuencias esten contenidas en el DNA no detectado,

para poder caracterizarlo.

CEPA DEL TIPO III: BRASIL-5.

DELECIONES

Las deleciones en la cepa BRASIL-5 se obtuvieron a partir de
la recombinante sencilla con la iunsercidn en nifHa (Fig. 19; car-
ril 8) en el medio selectivo con sacarosa al 10Z. En la tabla II
se observa que la frecuencia a la cual se presentaron las
deleciones fue la mayor de todas las inserciones en nifHa en las

distintas cepas y correspondid a 10-4,
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:-tiianﬁiisis de las cepas ﬁediante el perfil de plismidos in-
diqa que el p§im deletd al menos 180 kb (Fig. 23, carril 7) y al
->é;?éc:éiii;r ios nifH de estas cepas se observéd que todas las
délégiones mantenian las reiteraciones nifHb y nifHc (Fig. 19
carril 9) correspondiendo al Tipo IV de delecién (Tabla ILII) que
también es presentado por la cepa CIAT-894. Nuevamente en la
cepa BRASIL-5 se presenta el uso de otras secuencias reilteradas
para la recombinacidn en lugar de los operones nifHDK.

‘Al realizar las hibridizaciones con los césmidos del pSim de
la cepa CFN-42 (Fig. 7) fue sorprendente el hecho de que las
cepas deletadas de la BRASIL-5 conservaran ea su totalidad las
bandas de los cSsmidos de las regiones entre nifHa y nifHb, ob~-
viamente a excepcidn a: la banda 7.1 (nifHa) localizada en el
cSsmido 7 de su pSim (Fig. 23) y ademds en los césmidos restantes
no se perdid ninguna banda (datos no mostrados). Debido a que
el pSim de 1la cepa BRASIL-5 es de aproximadamente 510 kb ,
nuevamente requerimos el argumento de DNA no detectado para ex-—
plicar & las deleciones de 180 kb puesto que los césmidos usados
como detectores cubren al menos 390 kb y se encuentran presentes
en las cepas deletadas por lo tanto la posicidn del DNA no
detectado se localizd entre el cdsmido 7 y 47. Actualmente no
sabemos que tipo de material genético contiene esta regidn

sugerida.
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CEPA TIPO IV: F-14
DELECIONES =~ -

Las delecigﬁés.e;-ﬁrcéﬁa F;ih éerobt;vieroB’A;éa;ci;::Ae7 la
insercién 3;1 ;ass;tie ¢DYN17:aQ S la r;gié{’éigﬂgiﬁediaﬁté un
evento de recombincidn sencilla (Fig. 19, carril-11) aislado en
el medio selecti;o con espectinomicina 100ug/ml. Estas cepas se
caracterizaron por hibridizacidn con los detectores pl5b, pGUS3 y
pSUP202 (Fig.  6) dando sefial positiva los tres probadores en la
regidn de nifHa y en su pSim. Dada la alta frecuencia de curacidn

del pSim de la F-14 y por ende la baja tasa de obtencidn de

transconjugantes con el cassette GDYNI inserto en cualquiera de
las regiones nifH. Se decidid checar otra vez las cepas antes

mencionadas, las cuales se mantuvieron aproximadamente durante un
afic en el medio de seleccidn, siendo resembradas cada 45 dias.

Primeramente mediante la técnica de Eckhardt se encontré sorpren—

dentemente una cepa con una delecidn en su pSim no seleccionado -

con sacarosa (Tabla TII) que produjo dos pldsmidos de
aproximadamente 220 kb y 390 kb (Fig. 23, carrii 11 y 12).
Nuevamente se hibridizd con los detectores plSb, pGUS3 y pSUP202
(Fig. 6) dando sefial positiva en ambos plismidos. Ante 1la
posibilidad de tener cepas mezcladas se obtuvieron colonias ais-—
ladas a partir de la cepa parental que posefan solamente el
pldsmido de 390 kb (Fig. 23, carril 14) y poseetiotmente se ais-
laron cepas derivadas con el pldsmido de 220 kb (datos no

mostradoes).



48‘

-Una vézifuﬁificéda’lq'égpniF—lér';qﬁ g pS;Q dgle:ndo‘ se
caracterizs con 1 ;'deq‘e;:;: de  nifH  (Fig.- '19; }:’artil 12)
encontrdndose qué eséh'é;pérﬁré;entav‘lé déleciﬁn Tipo II con 1la
presencia déi i&r b;nd;lrééémbihnnée nifHa::GDYNl .y nifHb  (Tabla
I11I) ademds de tener'seﬁglea de hibridizacidn positiva con los
probadores pGUS3 y PpSUP202 en ‘esta misma zona (datos no
mostrados).

El anilisis realizado mediante la hibridizacidn con los
cdsmides de 1la cepa CFN-42 para determinar la delecidn de la
cepa F-i4 (Fig. 25), nos indica que perdieron la regidn de 1las
bandas ubicadas entre los césmidos ¢CG 7, 101, 28, 15 y 45
(Fig. - 8) que estd@n localizadas entre los genes nifHa y nifHb.
Las hibridizaciones realizadas con 1los cdsmidos del 47 al 103
(datos no mostrados) sefialan que no se perdid DNA en esta zona.

Para la cepa F-14 ge establecid el Mapa IV, encontrando que
conserva integramente la uvbicacidn de los cdsmidos reportado para
la CFN42 (Fig. 8). La suma de las bandas perdidas en la cepa
deletada corresponden a 160 kb aproximadamente, estableci&ndose
una diferencia de 40 kb con respecto a la caracterizada mediante
el Eckharzdt, posiblemente esta diferencia se deba a 1la

resolucidn propia del gel en esta zona.
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DISCUSION

a): - PLASTICIDAD DEL GENOMA DE R.1.bv. phaseoli

La estructura del genoma de Rhizobium resulta interesante

por la abundancia de secuencias reiteradas, que intervienen en
la generacidn de rearreglos. Las cuales incluyen a 1las secuen-
cias de insercidn (ISRI, ISRml, ISRm2 y RS ), secuencias con
funcién desconocida (RSB, RSY, RSG y RS), los genes completos en

los «cuales las reiteraciones son funcionales (nodD, rpoN, la

caja nod, fixN, nifDK y nifH) ,algunas regiones regulatorias lar-

gas y aiin el extremo amino de algunos genes (secuencias repetidas
relacionadas a ﬂii y RtRs) que participan en la plasticidad
gendmica caracteristica de esta especie (Romero, 1591).

Flores, et al (1988) han caracterizado en Rhizobium
phageoli rearreglos gendmicos donde participan tanto las secuen—
cias de las reiteraciones cromosomales como las plasmidicas, y a
su vez, se han detectado entre los pldsmidos de la misma cepa,
curaciones y cointegraciones (Brom, et al., 1991; Martinez-
Salazar, 1991); amplificaciones y deleciones (Romero, et al.,
1991); y translocacidn (MartInez-Salazar, 1991).

Particularmente, en el pSim de 1la CFN-42 se encontrd que
posee al menos 11 familias de secuencilas reiteradas con dos o
tres elementos cada una (Girard, et al., 1991); dentro de las

cuales estan incluidas los genes nifH (familia A), que fueron los
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responsables de generar por ‘rcecombinacidn  los eventos de
amplificacidn y . delecidn;  ademis der ia intervencidn de otros
elementos teiceradog pertenecientes .a lgé familias . C y E que
participan menos Erecuentemente en tales rearreglos {(Romero,
1991).

Del andlisis realizado con las cepas de  R.1. bv. phaseolt
(Tabla IIL; Fig 9 y 19) se establece que los nifH 2 y b se en-
cuentran en orientacidn directa y por ende son suceptibles de
generar tanto amplificacidén como delecidn por recombinacidn.

'Los rearreglos que afectan la estructura de los pSim de las cepas
de R.1. bv. phaseoli de este estudio ocurrem & wuna alta
frecuencia (10'3 a 10'5) de manera similar a lo reportado en el
pSim de la cepa CFN-42 (Romero, 1991). De esta manera al evaluar
los rearreglos en las cepas TAL-182, NITRAGIN-8251 y CIAT-894,

se demostrd que las reiteraciones nifH son tambien las secuencias

uéilizadaa parn-generar amplificaciones. Las deleciones se
generaron a traves de ios operones nifHDK en las cepas NITRAGIN-
8251 y F=14; en la cepa TAL-182 otras secuencias reiteradas tam-
bien participaron ademis de utilizar preferente de las

reiteraciones nifH . En las cepas CIAT-894 y BRASIL-5 las

deleciones ocurrieron solamente con reiteraciones distintas a los

nifH.

En los rearreglos generados por recombinacidn entre las
secuencias reiteradas de los genes de la nitrogenasa en las cepas
TAL-182 (Mapa I), NITRAGIN-8251, (Mapa II), y F-~14 (Mapa V) se
observa que las deleciones cubren un sector que va de 130 a

180 kb aproximadamente, perdiendo la informacién presente en los
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césmidos 7,101,28,15 y 455 in’c1uyendo"

los de la cepa  CIAT-894

(Mapu 1I1). 1la cuul genero sus dele:iones on otras reiteraciones.

b (Fig. '8), lo cual

“suglere §ue esta - zona s&ea . u?a regidn Ql;amente conservada
‘entre las cepas de R.1l. by. phaseoli .’ ‘

Al respecto,  Rodriguez (1992f ha. determinado médian:e la
construccidn de un drbol simbidtico por el método de mixima par-
simonia que la informacidn contenida en los cdsmidos 7, 101, 28 y
15 (Fig. 7); son secuenclas altamente conservadas en R.1l, bv.
phaseoli y por tanto al excluirse del anilisis filogenético no

. generan distorsiones, lo cual corrobora fuertemente los mapas es—
tablecidos para las cepas de este estudio.

Con las deleciones caracterizadas, para la cepa BRASIL-5
(Fig, 19 y 23) no fue posible establecer el ordenamiento de los
césmidos, ya que la regidén deletada no tiene homologia comn los
detectores usados (Fig. 7) 1indicando 1la presencia de DNA no
caracterizado en el pSim. La presencia del DNA deletado aunada a
la homologia de sdlo un 72% de los cdsmidos del pSim de la cepa
CFN-42, apoyan la diferencia encontrada mediante el andlisis
simbidtico y cromosomal (Rodriguez, 1992) para establecer 1a
separacidn de la cepa BRASIL~5 en un grupo distinto al de 1la
cepa CFN-42 y estos a su vez separados del grupo de las cepas
TAL-182 y NITRAGIN-8251.

Martinez-Salazar, et al (1991), Michiels, et al (1991) vy

Selbitschka, et al (1991) han demostrado la existencia del sis-
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tema RecA para recombinacién homSloga en R.1 bv: phaseoli; bv.
viciae y “R. meliloti, . lo cual  apoya consistentemente a el

mecanismo de recombinacidn que. opera para generar los rearreglos

gendmicos caracterIsticos de Rhizobium sea por via de recA.
La participacidn de recA en los rearreglos generados por
recombinacién entre nifH fue demostrada por Martinez-Salazar

(1991) al construir derivadas recAZ en las cepas CFN-42 y F-l4,

las cuales disminuyeron su frecuencia de recombinacidmn 100 y 300
veces respectivamente. Asi, independientemente del origen de las
cepas analizadas y el tipo de reiteracidn de los nifH, los even-
tos de amplificacién y delecidn son dependientes del mecanismo de
recombinacidn mediado por recA.

La importancia biolégica de los genes de la nitrogenasa es
sumamente conocida y por otra parte, hemos demostrado que los
genes nifH tienen un papel dindmico en 1la geaeracidn de rear-—
reglos dentro del pSim de R.1 dbv. phaseoli. Aunado a estas
caracteristicas ha recibido gran interés el heche de que las
reiteraciones nifH tengan un efecto de d&sis génica para la

f£fijacidn de nitrdgeno. Sin embargo, 1la presencia de 1los nifH

reiterados no son una condicidn indispensable para establecer la

relacidn simbidtica.

Esta claramente comprobado que el frijol (Phaseolus
vulgaris) es nodulado por dos especies del mismo género R.

phaseoli y R. tropicii (sin reiteraciones nifH). De manera
similar la soya es nodulada por dos especies de géneros
distintos R. fredi:i (con reiteracidm de nifH) y B. Japdnicum.

Un caso gque resulta interesante reportado por Eardly, et al
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(1992) al realizar aislados de cepas en campos de alfalfa es el
de Rhizobium Or 191. Eﬁtn cepa tiene tres caracteristicas
sobresalientes: a) capacidad de nodular frijol y alfalfa; b), el
andlisis del rRNA 155 la ubica como una cepa perteneciente a R.1l.
bv. phaseoli y c) posee una regidén nifH, la cual es sustancial-
mente diferente de todas las secuencias de genes de nitrogenasa
de las cepas de Rhizobjium y de otras no rhizoblaceas.

Las observaciones realizadas por Eardly, et al (1392) al
comparar las filogenias de los genes de nifH y los rRNA 165, son
consistentes con los resultados de un andlisis mds extenso
realizado por Rodrfguez (1992). Al comparar el drbol filogenético
consenso obtenido con secuenclias cromosomales versus el @&rbol
filogenético consenso obtenido con secuencias del pldsmido
simbidtico para cepas de R.1 bv phaseoll. De estas i1inves—
tigaciones se concluye que las filogenias basadas en los genes de
los pldsmidos simbidticos no corresponden e las filogenlas
basadas en los genes cromosomales, debido a que tienen historias
evolutivas diferentes.

Con lo anteriormente descrito, resulta de interés conocer
el orfigen del gen de la nitrogenasa en las cepas de Rhizobium.
Ya que se ha visto que su participacidn en la fijacidn de

nitrdgeno se ve favorecida al estar reiterado, ademds de propor-—

cionar usualmente un sitic de recombinacidn en el pSim para la
generacidn de rearreglos. Con la evidencia sustentada para am~
bas funciones me pregunto lo siguiente: tE1l gene de 1la

nitrogenasa s8e localizd primeramente en plismido o en cromosoma?

tEl gen de nifH se localizd simultdneamente en pldsmido y
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cromosoma? ‘L Eg . la reiteracidn de 1los . nifH 1la eﬁ:ta:egié a
ieguir en Rhizobium o s3lo es un caso particular ? )

La posicidn de los genes nifH reiterados, se localiza ;nnt&
en cromosoma (Azorhizobium) como en - plismido
(Rhizobium),lo cual suglere que no hay un sitio preferencial pntar
ubicar a las reiteraciones nifH. Considerande 1lo anterior,
valdria cuestionar si:AzLas reiteraciones son el resultado de la
duplicacidn del gene existente en el cromosoma y/o pldsmido? :La
reiteracidn es el resultado de 1la transferencia del gene
proveniente del cromosoma y/o pldsmido? .

La idea de 1la duplicacién de 1los genes de 1la
nitrogenasa es una alternativa plausible para generar reiteracidn
o la variacidn de una proteina alternativa con una eficiencia
mayor en la fijacidn de nitrégeno. Esta propuesta esta apoyada
por los reportes de Davis y Johnston (1990) con respecto a las
relte}acianes de los gemes nodD, que propercionan un cjemplo de
duplicacidn seguido de divergencia. Debido a que las
reiteraciones presentan diferencias en sus patrones de regulacidn

y en la capacidad de activar a otros genes.

b) CONSECUENCIAS FENOTIPICAS DE LOS REARREGLOS

Los rearreglos producidos por recombinacidn entre 1las
regiones nifH y entre otras secuencias pueden conducir a la
pérdida o mejoria de caracteristicas deseables . Es conocido que
las amplificaciones en tandem son el resultado de una rdpida

adaptacidn a condiciones ambientales que demandan la alta
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expresidn de un producto gé&nico.

‘ La amplificacidn de secuencias de DNA de R.1. bv. phaseoli
en un vehiculo independiente en multicopia ha permitido la
identificacidn de la secuencia psi involucrada en 1la inhibicidn
de la sintesis de polisacdridos (Borthakur, et al., 1985), en

R. leguminosarum la capacidad de nodulacidn es inhiblda al portar
en multicopia los genes nodABC (Knight, et ai., 1986). En " el
pSim de 1la cepa de R.1. bv phaseoli CFN-42 se ha demostrado la

amplificacidn de la regidn nifHa de 9 Kb (Durdn, 1991) y de 1la

regidn de 120 Kb comprendida entre los nifHa y nifHb (Romero,
et al.,1991), para ambos casos la amplificacidn es inestable ya
que desaparece al no existir ninguna presidn selectiva. ’ Esta
dltima caracteristica es particularmente atractiva, al per-
mitir 1la generacidn de adaptaciones dtiles sin comprometer irre~
versiblemente la estructura del genoma.

Una de las caracteristicas de algunas de las cepas de
R.1.bv. phaseoli es la produccidn de melanina. En un estudio
genético, Borthakur, et al (1987) demostraron la existencia de
dos loci mel I y mel II necesarios para 1la biosintesis de
melanina, los <cuales al ser mutados abolen su funcidn, pero en
mel II (que corresponde a nifA) ademds se elimina la capacidad de
fijar nitrégeno. En el pSim de la cepa de R.l. bv. phaseoli CFN=-
42 (Girard, et al., 1991) ubica un probable nifA en la banda 21

del cdsmido 15 y mel I esta localizado en el césmido 51 en la

banda 55-56 (Fig. 7). As?t, la ubicacidn de los genes de 1la
sintesis de melanina en pSim nos permiten observar los cambios

fenotipicos producidos por los rearreglos.
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Para el caso de las amplificaciones obtenidas por
recombinacidn entre los nifHDK a  y b-en las cepas TAL-182 y
NITRAGIN-8251 sge detectd claramente un- incremento en la
produccidn de melanina, producida por una mayor expiesién de los
mel I y II. Estos resultados apoyan Lcléramente el evento de
amplificacidn, pero falta:por iﬁ#esyigaf‘el efecto en funciones
con mayor relevancia bioldgica: como““son” 'la ‘nodulacién y 1la
f£ijacién de nitrégeno.

Hasta ahora, la evidencia con las cepas derivadas

amplificadas por vecombinacidn entre nifH en la cepa CFN-42

(Romero, 1991) indican que poseen una cinética de nodulacidn in-
digtinguible de las cepas progenitoras. En contraste, en 1la
misma cepa al amplificarse con otras Secuencias reiteradas
(elementos C y E) se encuentran severamente inhibida en su
capacidad de  nodulacidn; debido a la sobreproduccidn de nodABC
(Romero, 1991).

Sin duda alguna, las deleciones son los eventos que aportan
mayor informacidn con respecto a la estructura y funciomnes del
pSim de las cepas analizadas.

La cepa TAL~182 reviste un interés particular debido a que

es una cepa mds competitiva cuando se realizan indculos
miltiples, independientemente del tipo de suelo y contenido de
nitrégeno {(Somasegaran y Bohlool, 1990). Debido al interés

agrondmico que reviste esta cepa los estudios referentes a su
funcionalidad son necesarios, - razdn por la cual fue elegida la
cepa TAL-182 en este estudio.

Particularmente, en la cepa TAL-1B2 =se detectaron tres
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tipos de delecidn (Fig. 9 y 10).En las deleciones Tipo I y  Tipo
III al checar 1la produccién de melanina, . fue “evidente que
tuvieron una baja_;ensible en la.producc16n de este pigmento, en
contraste para la delecidn Tipo II (Tabla III, Fig 9) 1la
produccidn de melanina fue igual a la cepa silvestre. Dﬁ acuerdo
al mapa del pSim de la cepa CFN-42 (Girard, et al.,1991), se

perderfa el locus de mel (nifA) en las deleciones Tipo I y

1L
b

III; y por lo tanto mel estarfa activo, produclendo pequeiias

cantidades de melanina. Para la delecidn Tipo II es evidente que
mel II esta presente, lo cual es corroborado por el Mapa I en
donde podemos observar que el cdsmido 15 no se pierde y por lo
tanto es en esta regidn donde esta ubicado mel II, de manera que
la produceidn de melanina se encuentra a su nivel normal.

George, et al (1992) reportd en la cepa Tal-182 la presencia
de dos deleciones obtenidas mediante la insercidn del Tn-5, las
cuples corresponden = lac delecicnes Tipe I y II de este trabajo.
El andlisis de estas deleciones para las funciones de nodulaciédn
y fijacidn de nitrSgeno fueron realizadas por George y Robert
(1991) indicando que las deleciones caracterizadas han perdido
los genes para estas funciones, lo cual es corroborado por el
mapeo realizado para esta cepa f(Mapa I). Ademds de ser consis-
tenete con el andlisis de complementacidn con los genes nodDABCIJ
de R.1. bv viceae realizado por George, et al (1992) los cuales
reestablecieron la capacidad de nodular en las deleciones Tipo I
y II; unicamente para la delecidn Tipo II se mantuvo la capacidad
de fijar nitrdgeno, lo cual es consistente con la presencia del

gene de nifA presente en esta cepa.
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La cepa NITRAGIN-8251 (Tabla III) _fue la @nica que presentd
el fendmeno de curacidn del pSim ademds de tener la delecidn Tipo
I (Fig. 9 y 15). Soberdn-Chavez (1983) reportd para la misma cepa
en condiciones de curacidn (incubacidn durante un periodo de 5 a
7 dfas a 37 C) 1o que la frecuencia de curacidn fue del 10X. Sin
embargo, esta pérdida es de un pldsmido distinto al pSim; pues
los analisis de hibridizacién indican que la cepa curada presenta
las tres reiteraciones de los genes nifH, lc cual confirma que
el pSim esta presente . Adem3s, la evidencia de que esta cepa sea
incapaz de nodular, se puede explicar por que el pldsmido
curado estarfa involucrado en la produccidn de LPS. Lo cual
serfa posible, ya que Brom, et al (1992) haﬁ demostrado que en
la cepa de R.l. bv. phaseoli CFN-42 el pldsmide b esta in-
volucrado en la sintesis de LPS y que es indispensable para la
nodulacién.

La produccidn de wmelanina es otra evidencia que apoya al
evento de la delecion Tipo I de la cepa NITRAGIN-8251 (Fig. 15),
debido a que las cepas deletadas disminuyen marcadamente la
sintesis de melanina con respecto a la cepa silvestre, indicando
que han perdido el locus de mel II (nifA) ubicado entre las
regiones de nifHa y nifHb (Mapa II y Fig. 18). Esto es consis~
tente con el hecho de que la curacidn reportada por Soberdn-
Chavez (1983) produzca melanina al igual que la cepa silvestre de

la NITRAGIN-8251. De tal manera que la delecidén Tipo I carac-

terizada por la recombinacidn entre nifHa y nifHb es consis~
tente con otras funciones del pSim. Faltarfa por analizar si la

cepa deletada puede nodular al tener el plidsmido que se curd en
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ylos experimentoé antes mencionados.

) Para la cepa CIAT-894, el mapeo realizado (Mapa III) apoya
'fueztgmente el hecho de que se hayan perdido -algunas funciones
Vimgorfan:us, pues las:hibridizaciones con los cdsmidos de la cepa

CF&—AZ participantes en la delecidn (eGC 7, 101, 28, 15 y 45 ;
- Fig. 8)  llevan los genes nodABCD, nod box, nifA y nifHDK in-
..volucrados en . las funciones de nodulacién y fijaeidn de
:nitrdgeno. Debido a que en esta cepa se obtuvieron el mayor
nimero de deleciones, un punto intaresante seria establecer par-
ticularmente que funciones se plerden en cada tipo de delecidn
para deteminar la posicidn de algunos genes y ubicar su corespon-
dencia con lo establecido para la cepa de R.l. bv phaseoli CFN-42
(Fig. 8).
En la cepa BRASIL-5 se presentd un caso interesante, pues al
"tenexr una delecidn de 180 kb (Fig. 19 y 23) y perder unicamente
la reiteracion del gene npifHa, censervando todos los cdsmidos
usados como detectores (Fig.7) plantea 1la posibilidad de es-
tablecer si el pSim deletado es igualmente funcional que el pSim

completo, lo cual abre sin duda alguna un sin niimero de pregun-

tas con respecto al DNA necesario del pSim para establecer sim-
biosis.
La delecidn encontrada en la cepa F-l4 corresponde al Tipo

11 (Fig. 19 y 23), 9que es similar a la caracterizada por
MartInez-Salazar (1991) corresgpondiendo a una delecidn de
aproximadamente 120 kb, producida por recombinacidn entre los
nifHa y nifHb (Mapa V), 1lo cual indica que hay pérdida de las

funciones para nodulacidn y fijacién de nitrdgeno. En este caso
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la produccidn de melanina no esta localizada en el pSim, pues

cepas .curadas del pSim producern el pigmento de melanina en los

‘niveles similares a 1la cepa silvestre, lo cual indica que los
genes nifA y/o mel I esten localizados en otros replicones.

Ademds, cabe sefialar que en esta cepa el fendmeno de curacidn
ocurre con alta frecuencia.

Los resultados obtenidos hasta este momento, nos per—
miten plantear distintas lineas de investigacidn referentes a: la
identificacidn y caracterizacidn de las secuencias que estan par-
ticipando en los rearreglos; funcionalidad de los eventos de
amplificacidn; caracterizacidn de las deleciones en cuanto a los

fenotIpos que confieren; competencia; etc.
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CONGLUSIONES

cbntiepe ‘clonado a niflHa,

h_la regidn nifHa del

se escablec;onque las regiones de los operones nifHDK a y b
en los: pSim. de. las- cepas. analizadas, se encuentran en
orientacion directa y por lo tanto son susceptibles de par-

ticipar en los eventos de amplificacidn y delecidn.

Independientemente de la regidén nifH del pSim de las cepas
de R.1. bv. phaseoli en donde se encuentre integrado el
cassette GDYNI, los eventos de recombinacidn ocurren

frecuentemete entre los operones nifHDK a v b.

La alta frecuencia de recombinacién entre 1073 Y 1075
sugiere que el mecanismo de RecA esta operando en los rear-

reglos del pSim de las cepas estudiadas.



10.

‘consistente con. el arr

‘cepa‘de B.i.bv.phuseoii

estudiadas

Todos los eventos de amplificacidn del pSim caracterizados
en este estudlo ocurrieron entre las.reiteraciones de los
operones nifHDK.

Los eventos de delecidn dal pSim“ise  produjeron. tawmbien

entre las reiceracioneé'*nifﬁbK""pero el ‘uso’ de’otras

secuencias reiteradas fue. mids-.frecuente entre las cepas es-

tudiadas.

En los pSim de las- cepas analizadas TAL-182, .CIAT-894 'y
BRASIL-5 se ubicéd 15 presencia de DNA (136kb a 180kb) que
no esta contenido en los cSsmidos del pSim de la cepa CFN-

42,
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LAS CEPAS ANALIZADAS DE Rhizobium 14

leguminosarum bv. phaseoli.

Melanina

CEPAS TAL-182 NITRAGIN-8251 CIAT-894 BRASIL-S r-14
COrigen Hawa{i,USA USA Colombia Brastl Mixico
Tipo de
reiteracibn 1 1 11 111 v
nifH
22.0 kb — m————w——
14.0 kb — _— D——
9.0 kb —— —— ——
5.6 kb — m———
4.8 kb — ——
4.0 kb — c— ———
Distancis
' 0.75 - 0.75 0.65 0.65
Plisnidos 4 4 s 4 4
Tamafio dal 573 460 510 510 310
pSyn ( b)
980 kb = ~— ———
630 kb —— - _ — _——
510 kb — —
390 kb ~— ———
270 kb _— —
170 wb — —— _
100 kb -— ——
Produccisn
de + + - - e




TABLA 1I - Frecuencia de resrreglos en el pSim de 1las cepas
analizadas de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoldi.

CEPA . IRSERCION DEL GDYN1 FRECUENCTIA D E:
EN LA REGION niff: AMPLIFICACIONES DELECIONES
a 1.29x103 4.62x1076
TAL-182 b 1.17x1073 7.14x10°5
) c 5.90x1074 1.67x10°%
NITRAGIN-8251 a 1.60x10"% 7.30x1073
(1) b 7.60x1073 2.45x1074
CIAT-894 a 1.12- 1.59x10°3
W . s 3 :
BRASIL-5 a - o i CEsox10m4
(2) : ;
F-14 a ——ee : S i1.0%1076%]
(2) B

.

1. Insercidn del - GDYNI en las regiones nifH “por .dobles

recombinantes.

2.  1Insercidn del GDYNl en las regiones nifH por recombinantes
sencillas. '

* La cepa tuvo  una delecidn espontdnea, similar- a.  la

reportada por Martinez, et al., 1991,

. La cepa se amplificé en los subcultivos, por lo tanto no

fue posible evaluar la frecuencia real de amplificacién.
-— No se analizaron.

13



TABLA III " Diferentes tipas

de rearreglos (A = Amplificacién y D = Delecién) e:; los

pSim de las cepas analizadas de Rhizobium leguminosarum bv. - phaseold.
Caracterizados por la presencia de las regiones nifH en el pSim. .

CEPA INSERCION DEL GDYNI1
EN LA REGION nifH

a
TAL-182 b
c
NITKAGIN-8251 a
b
CIAT-984 a
BRASIL-5 a
F-14 a -

TIPO I - nifHa x nifRb
TIPO 11 - nifHa::GDYN1
TIPO I1I -~ nifHb

NUMERO DE REARREGLOS OBSERVADOS .
TI?PO 1 TIPO IXI TIPO III TIPO IV TIPO V CURACION: pSim

A D D ) D )
56 1 1
5 12 — ——
4,23 — 1 — 1 -
77 9 9
7011 -
1l 15 e

e 3 ——

TIPO IV - nifHb y nifRHc
x nifHb TIPO V - sin nifH
--~- no se detecto rearreglo
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FIG.

1

77

ORDEN MAYOR DE
AMPLIFICACION

REPRESENTACION ICA DE 1OS 08 § EN EL PLASMIDO
SIMBIOTICO DE Rhizobium leguminosarum bv, phaseoll CFN-42. LA LOCALIZA-
CION Y EXTENSION RELATIVA DE LAS REGIONES pifHa 221, nifib[ ], nifuc
Y LA BANDA RECOMBINANTE nifHS'b/3'a{f7: ESTAN INDICADAS POR LAS CAJAS Y
LAS FLECHAS QUE TIENEN ARRIBA INDICAN LA DIRECCION DE TRANSCRIPCION DE
CADA REGION. LAS FLECHAS MAYORES ALREDEDOR DE LOS CIRCULOS, INDICAN LA
EXTENSION DE LA UNIDAD AMPLIFICADA, LOS NUMEROS ARRIBA DE LAS FLECHAS
SON LAS FRECUENCIAS A LAS CUALES OCURREN LOS REARREGLOS RESPECTI‘iDS
(TOMADO DE ROMERO, et.al.,1991.J.Bacteriol.,173(8): 2435 - 2441)
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HODELOS PARA LA GENERACION DE MOLECULAS DE PLASMIDOS CON UNA DELECION O CON
UNA DUPLICACION DE LA REGION DE 120 kb. EN LA PARTE DERECHA DE LA FIGURA ,
UN EVENTO DE RECOMBINACION INTRAMOLECULAR ENTRE LAS REGIONES nifHa y nifHb
ORIGINAN UNA MOLECULA DE PLASMIDO DELETADO DE 270 kb Y UN PEQUERO CIRCULO DB
120 kb, PARA LA PARTE IZQUIERDA DE LA FIGURA UN EVENTO DE ENTRECRUZAMIENTO
DESIGUAL ENTRE SECUENCIAS nifH EN UN PLASMIDO REPLICANDOSE PARCIALMENTE ORI-
GINA DOS MOLECULAS DE PLASHIDOS DESPUES DE DE LA REPLICACION COMPLETA Y RE-
SOLUCION, UNO CON UNA DELECION Y EL OTRO CON UNA DUPLICACION (TOMADO DE RO-
MERO, et.al. 1991. J. Bacteriol., 173 (8) : 2435 - 2441).
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f— 'F = 14

T BRASIL - 5

CFN ~ 42

TAL - 182

NLTRAGIN — 8251

CIAT ~ 894

éIG. 3 DENDOGRAMA DE LAS RELACIONES GERETICAS DE Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli BASADOS EN LA VARIACION ALELICA ELECTROFORETICAMENTE DETECTABLE
PARA 15 LOCL DE ENZIMAS, DE LAS CEPAS ANALIZADAS EN ESTE ESTUDIO, LAS
CUALES SE ENCUENTRAN DISTANCIADAS GENETICAMENTE ENTRE 0.55 y 0.75 (TOMADO
DE Pifiero, et.al. 1988. Appl. Environ. Microbiol., 54 : 2825 - 2832).
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HAPA PISICO DE LA CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pDR20. a) EL
CASSETTE GDYNI DE 5.7KB FUE LIGADO AL UNICO SITIO Bg DEL
pEM15, b) pEM1S; ES UN PLASMIDO DERIVADO DEL pSUP205 EL CUAL
CONTIENE CLONADA LA REGION nifHa DE R.l.bv., phaseoll CFN42.
c) pDR20; TIENE CLONADO EL CASSETTE GDYN1 EN EL CODON 147 DE
LA SECUENCIA DE nifHa DEL pEM15. LOS SIM30LOS gacRB SON EL
LOCL ESTRUCTURAL Y REGULADOR PARA LA ENZIMA LEVANSUCRASA DE
B, subtilis; LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
SON Sm, Sp, Km, Gm y Tc; mob ES EL ORIGEN DE TRANSFERENCIA
DEL PLASMIDO RP4; npnifH ES EL GEN ESTRUCTURAL PARA LA
NITROGENASA REDUCTASA. LAS FLECHAS INDICAN LA DIRECCION 'DE
LA TRANSCRIPCION. LOS SITIOS DE CORTE DE LAS ENZIMAS DE
RESTRICCION ESTAN SENALADOS: B, "BamMI, Bg, BglIl y P, Bstl.
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Sm/3pKm/Gm
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M) . GDYN]
. _
nifH
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oy 2688 /S0 KN/ =N
) DOBLES RECOMBINANTES .
SEHBIBILIDAD A SACAROSA RESISTENCIA A GENTAHICINA

Dalecidn, Amplificacién,

FIG. 5 ESTRATEGIA EXPERIH:ENTAL PARA DETECTAR AMPLIFICACIONES Y DELECIONES ENTRE
nifH EN Rhizobfum leguminosarum bv phaseoli. (a) CASSETTE GDYN1 QUE CON~-
FIERE SENSIBILIDAD A SACAROSA (n_lcﬂ) Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS (Sa,
Sp, Km Y Gm)., (b) SELECCION INICIAL CON LA INSERCION DEL CASSETTE GDYNi

B EN LA REGION nifH MEDIANTE LA RESISTENCIA A GENTAMICINA, (c) CARACTERIZA~
CION DE LAS DOBLES RECOMBINANTES Y (d) OBTENCION DE REARREGLOS POR SENSI-
BILIDAD A SACAROSA Y RESISTENCIA A GENTAMICINA,
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riG. 6 MAPAS FISICOS DE L0OS PLASHIDOS UTILIZADOS COMO DETEC-

TORES. (A) ESQUEMA DEL PLASMIDO pSUP202 ori: ORIGEN DE
REPLICACION; mob: SECUENCIA PARA MOVILIZACIOH; ¥ LOS
GENES DETERMINANTES DE RESISTENCIA A TETRACICLINA (Tc),
CLORAMFENICOL (Cm) Y AMPICILINA (Ap) (tomade de Simén,
wt al., 1983). (B) pCUS) POSEE EL LOCL SackB PARA
LOS GENES ESTRUCTURALES DE LA LEVANSUCRASA DE
B,subtilis Y LOS GENES DETERMINANTES DE RESISTENCLA A
STREPTOMICINA (Sm)., ESPECTINOMICINA (S5p). KANANICINA
(Rm) Y GENTAMICINA {Gm)} (tomado de Romero, et
1991). {C) REPRESENTA EL FRAGMENTO DE nifHa SUBCLOHADO
EN EL pl5b, DONDE LAS LINEAS PUNTEADAS DENOTAN EL
OPERON n&fHDR LA CAJA [T} ES LA REGION DE OPERACION Y
PROMOCION, LA CAJA P23 ES EL GENE nifHa (tomado de
Quinto, et al,, 1985).

LOS SITL0S DE CORTE DE LAS ENZIMAS DE RESTRICCION ESTAN
SENALADOS: PBamH] (B), [EcoRI (E), pst]l (P), HindJIIJ
(H), 54kl (S) y Xhel (X).
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pSymCFN 42
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MAPA CIRCULAR Y COSMIDOS DEL PLASMIDO STMBIOTICO (pSIM) DE LA CEPA DE
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli CFN-42. LAS LINEAS RADIANDO DESDE
EL CIRCULO REPRESENTAN SITIOS DE RESTRICCION BamHI, KUMERADAS SUCESIVA-
MENTE EN DIRECCION DE LAS MANECILLAS DEL RELQJ, INICIANDO CON UNA BANDA
QUE CONTIENE EL GENE nifHa . LOS ARCOS FUERA DEL PLASHIDO REPRESENTAN EL
DNA DEL pSIM CLONADO EN UN SET DE 16 COSMIDOS (cGD) CUBRIENDO EL PLASMI-
DO COMPLETO. EL pSIM Y LOS COSMIDOS ESTAN DIBUJADOS EN ESCALA DE Ikb =
0.93° (TOMADO DE Girard, et. ad. 1991. J. Bacteriol,, 173 (8) : 2411 -
2419).
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MAPA FISICO DEL pSIM DE R.l. bv. phaseoli CFN-42. EL MAPA ESTA SUBDIVIDIDO
EN LOS FRAGMENTOS BamHl QUE LO COMPONEN. LAS FLECHAS INTERNAS REPRESENTAN
LAS FAMILIAS REITERADAS DENTRO DEL pSIM. CADA FAMILIA SE IDENTIFICA CON LE-
TRAS MAYUSGULAS (A a K); LA FAMILIA A CORRESPONDE A nifH. LAS FLECHAS EX-
TERNAS INDICAN BANDAS CON RELTERACIONES COMUNES AL PLASMIDO INDICADO (a A £)
DE LA CFR-42, EN LA 20NA EXTENDIDA SE MUESTRA LA LOCALIZACION DE ALGUNOS
GENES RELEVANTES PARA LA SIMBIOSIS, ASI COMO LA EXTENSION DE LOS COSMIDOS
EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO PARA DETECTAR LOS DISTINTOS REARREGLOS.
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FIG. g ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRID1ZADO CON EL DETECTOR DE nifH, DE LAS CEPAS TAL-182 Y NITRAGIN-8251 DE
R.phaseoli SUBTIPO I. PORTANDO DELECIONES O AMPLIFICACIONES. -

LOS CARRILES DEL 1 AL 10 CORRESPONDEN A LA CEPA TAL-182; EL 1 ES LA CEPA SILVESTRE, ,DEL 2
AL 4 SON CEPAS CON EL CASSETTE GDYNl EN CADA REGION nifH (a,b y c) RESPECTIVAMENTE, EL 5
ES UNA DELECION TIPQ I, EL 6 ES UNA DELECION TIPO 1V, EL 7 ES UNA DELECION TIPO V, EL 8 ES
UNA TRIPLICACION (nifHa::GDYN1), =L 9 ES UNA AMPLIFICACION DE SEIS VECES (nifHb::GDYNL) Y
EL 10 ES UNA AMPLIFICACION DE SIETE VECES (nifHc::GDYN1). LOS CARRILES DEL 11 AL 17

" CORRESPONDEN A LA CEPA NITRAGIM-8251; EL 11 ES LA CEPA SILVESTRE, EL 12 Y 13 SON CEPAS CON

EL CASSETTE GDYM1 EN LAS REGIOMES aif¥a y b RESPECTIVAMENTE, EL 14 ES UNA DELECION TIPO I,
EL 15 ES UNA CURACION DEL pSim, EL 16 ES UNA ANPLIFICACION DE CINCO VECES (nifHa::GDYN1) Y
EL 17 ES UNA TRIPLICACION (mifKb::GDYN1). LAS LETRAS DE LA IZQUIERDA SENALAN LAS BANDAS
DE LAS REITERACIONES nifW PK LAS CiIPAS SILVESTRES.
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FIG.

10

PERFILES DE PLASMIDOS Y LOCALIZACION DE LOS pSim DE LAS CEPAS DERIVADAS DE LA
TAL-182 DE R.phageoli SUBTIPO I. L0S NUMEROS NONES SON LOS PERFILES DE
PLASMIDOS TERIDOS CON BROMURO DE ETIDIO Y LOS NUMEROS PARES SON LOS SOUTHERN

CORRESPONDIENTES

DE LOS ECKHARDT HIBRIDIZADOS COX EL DETECTOR DE nifH, LAS

LETRAS A LA IZQUIRRDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA POSICION DE LOS PLASMIDOS DE

LA CEPA CFN42 Y
(pSim, d), 510 Kb
ES LA CEPA CON EL
7 ES UNA DELECION
TIPO V Y EL 13 ES

LOS TAMAROS APROXIMADOS SON 150. Kb (a,b), 270 Kb (c), 390 Kb
{(e) y 630 Kb (f), LOB CARRILES, 3 ES LA CEPA SILVESTRE, EL 5
CASSETTE GDYN1 INSERTO EN CUALQUIERA DE LAS REGIONES nifH, EL
TIPO I, EL 9 ES UNA DELECION TIPO III, EL 11 ES UNA DELECION
UNA AMPLIFICACION DE pifHa::GDYN1 (VER FIG. 9).
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO COR BamHl E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSHIDOS ¢GD7, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA TAL-~
182 DE R.phaseoli SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA PROGENITORA
(nifHa::GDYNI) Y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE TRES VECES
(nifH5'b/3'a::GDYNI). )
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRIDIZADO CONTRA LGS COSMIDOS cGD7, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA TAL-
182 DE R.phaseoli SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA PROGENITORA

(nifHbs:GDYNL) Y EL NUMERO [  CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE SEIS VECES
(nifH5'b/3'a::GDYNL).
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDC CON BamHl . E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28, 15y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA
TAL-182 DE R.phaseoli SUBTIPO 1I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA

PROGENITORA (nifHc::GDYN1) Y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE
SIETE VECES (nifH5'b/3%a).
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FIG. 14 ANALISIS POR HIBRIDIZACIOK TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E HIBRIDIZADO

CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28, 15 Y 45 (VER PIG. &) DE LA CEPA TAL-182 SUBTIPO I. LOS

CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA PROGENITORA Y LOS NUMEROS I, III Y V CORRESPONDEN AL
TIPO DE DELECION.
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PERFILES DE PLASMIDOS Y LOCALIZACION DE LOS pSim DE LAS CEPAS DERIVADAS DE LA

NITRAGIN-8251 DE R.phaseoli SUBTIPO I. LOS NUMEROS NONES SON LOS PERFILES
DE PLASMIDOS TENIDOS CON BROMURO DE ETIDIO Y LOS NUMEROS PARES SON LOS SOUTHERN
CORRESPONDIENTES DE LOS ECKHARDT HIBRIDIZADOS CON EL DETECTOR DE nifH. LAS

LETRAS A LA IZQUIERDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA POSICION DE LOS PLASMIBOS . DE
LA CEPA CFN42 Y LOS TAMANOS APROXIMADOS SON 150 Kb (a,b), 270 Kb (¢), 390 Kb
(pSim, d), 510 Kb (e) y 630 Kb (f). LOS CARRILES, 3 ES LA CEPM SILVESTRE, EL 5
ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYN! INSERTO EN nifH (a o b), EL 7 ES UNA DELECION
TIPO I, EL'9 ES UNA CURACION Y EL 11 ES UNA AMPLIFICACION DE nifHa::GDYNL (VER
FIG. 9).
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTRERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGB?7, 101 ,28, 15 y 45 (VER FIG, 8) DE LA CEPA
NITRAGIN-8251 DE R.phaseoli SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA
PROGENITORA (nifHa::GDYNl) Y EL NUMERC I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE
CINCO VECES (nifH5'b/3'a::GDYN1). .
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FIG.
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS GD7, 101 ,28, 15 y 45'(VER FIG. 8) DE LA CEPA
NITRAGIN-8251 DE R.phaseoli SUBTIPO 1I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA
PROGENITORA (nifHb::GDYNI) Y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE

TRES VECES (nifH53'b/3'a::GDYN1).
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSHIDOS ¢GD7, 10%t, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA
NITRAGIN-8251 SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA PROGENITORA Y EL
NUMERO I COKRESPONDE AL TIPC DE DELECION.
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F16. 19 ANALISIS POR HWIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA CENUMLCO DIGERIDO CON BamHl E
HIBRIDIZADO CON EL DETECTOR nifH, DE LAS CEPAS CIAT-894: SUBTIPO 11, BRASIL-S:
SUBTLPO 111 Y F-14: SUBTLPO IV DE R.phaseoli PORTANDO DELECIONES [\
AMPLIFICACIONES.

L0S CARRILES DEL 1 AL 6 CORRESPONDEN A LA CEPA CIAT-894; EL ! ES LA CEPA SILVESTRE, EL 2

ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYN} EN unifHa, EL 3 ES UNA DELECION TIPO 111, EL 4 ES UNA

DELECION TIPO 1V, EL 5 ES UNA DELECION
LOS CARRILES DEL 7 AL 9 CORRESPONDEN A LA
ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYNl EN nifHa
DEL 10 AL i2 CORRESPONDEN A LA CEPA F-l4;
EL CASSETTE GDYW! EN nifHa Y EL 12 ES UNA
LAS LETRAS A LA IZQUTERDA SERALAN
SILVESTRES.

LAS

TIPO V Y EL 6 ES UNA TREPLICACION (nifHa::GDYN1)
CEPA BRASIL-5; EL 7 ES LA CEPA SILVESTRE, EL 8
Y EL 5 ES UNA DELECLIUN TiPO 1IV. LOS CARRILES
EL 10 ES LA CEPA SILVESTRE, EL Ll ES LA CEPA CON
DELECION TIPO X.

BANDAS DE LAS RELTERACIOKES nifH DE LAS CEFAS
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FIG.

20

PERFILES DE PLASMIDOS v LOCALIZACION DE LOS pSim DE LAS CEPAS DERIVADAS DE LA
CIAT-894 DE R.phsseoli SUBTIFD II. LOS NUMEROS NONES SON LOS PERFILES DE
PLASMIDOS TERIDOS CON BROMURO DE ETIDIO Y LOS NUMEROS PARES SON LOS SOUTHERN
CORRESPONDIENTES DE_ LOS ECKHARDT HIBRIDIZADOS CON EL DETECTOR DE nifH.  LAS
LETRAS A LA IZQUIERDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA FOSICION DE LOS PLASHIDOS DE
LA CEPA CFN42 Y LOS TAMAROS APROXIMADOS SON 150 Kb (a,b), 270 Kb (c), 390 Kb
(pSim, d), 510 Kb {e) y 630 Kb (f). LOS CARRILES, 3 ES LA CEPA SILVESTRE,
EL 5 ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYNI INSERTADO EN niffa, EL 7 ES UNA DELECION
TIPO I11-1, EL 9 ES UNA DELECION TIPO I1I-2, EL 11 ES UNA DELECION TIPO I11-3,
EL 13 ES UNA DELECION TIPO Iy-1, EL 15 ES UNA DELECION TIPO 1V-2, EL 17 ES UNA
DELECION V-1, EL 19 ES UNA DELECION TIPO V-2 ¥ EL 21 ES UNA AMPLIFICACION  DE
nifHa::GDYN] (VER FIC.19).
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FIG. 2l ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COBMIDOS cGD7, 101 ,28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA
CIAT-894 DE R.phaseoli SUBTIPO II. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA
PROGENITORA (nifHba::GDYN1) Y EL NUMERO I CORRESEONDE A UNA AMPLIFICACION DE
TRES VECES (nifH5'b/3'a::GDUNL). . .
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FIG. 22 ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOHICG DIGERIDO CON BamHl E

HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA
CIAT-894 DE R.phaseoli SUETIPO II. LOS CARRILES, P REPRESENTAX A LA CEPA
PROGENITORA Y LOS NUMEROS 111, IV Y V CORRESPONDEN AL TIPO DE DELECION.
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ANALISLS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERLIDO CON
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28,

BamHl £
15 y 45 (VER F1G. 8) DE LA CEPA
CIAT-894 DE R.phasecoli SUBTLPO 11. L0OS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA

PROGE

ITORA Y LOS NUMEROS 1L, 1V Y V CORRESPONDEN AL TIFO DE DELECION.
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PERFILES DE PLASMIDOS Y LOCALIZACION DE LOS pSim DE LAS CEPAS DERIVADAS DE LA
BRASIL-5 SUBTIPO III Y DE LA F-14 SUBTIPO IV DE R.phaseoli. LOS NUMEROS
NONES SON LOS PERFILES DE PLASMIDOS TENIDOS CON BROMURO DE ETIDIO Y LOS NUMEROS
PARES SON LOS SOUTHERN CORRESPONDIENTES DE LOS ECKHARDT RIBRIDIZADOS CON EL
DETECTOR DE nifH. LAS LETRAS A LA IZQUIERDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA

POSICION DE LOS PLASHIDOS DE LA CEPA CFN42 Y LOS TAMAROS APROXIMADOS SON 150 Kb
(a,b), 270 kKb (c), 390 Kb (pSim, d), 510 Kb (e) % 630 Kb (f£). LOS CAKRILES
DEL 3 AL 8 CORRESPONDEN A LA BRASIL-5, EL 3-ES LA CEPA SILVESTRE, EL 5 ES LA
CEPA CON EL CASSETTE INSERTO EN nifHa Y EL 7 ES UNA DELECION TIPO 1V. Los
CARRILES DEL 9 AL 14 CORRESPONDEN A LA F-14, EL 9 ES LA CEPA SILVESTRE, EL 11 ES
LA ESPA CON EL CASSETTE INSERTO EN nifHa Y EL 13 ES UNA DELECION TIPO 1 (VER
FI16,13), :
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHl E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA
BRASIL-5 DE R.phaseoli SUBTIPO III. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA
PROGENITOKA Y EL NUMERO IV CORRESPONDE AL TIPO DE DELECION.
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FIG. 25 ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD?7, 10%, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA

F-14 DE R.phaseoli SUBTIPO IV. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA
PROGENITOEA Y EL NUMERD 1 CORRESPONDE AL TIPO DE DELECION.
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DNA NO DETECTADO
MAPA I 135 kb

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA TAL~182. LAS LINEAS
CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS REARREGLOS.
LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSION DE CADA DELECION; a)
DELECION TIPO I (nifHa x niflib) 136 KB DELETADAS; b) DELECION TIPO III (nifHb)
94 KB DELETADAS; c) DELECION TIPO V (SIN nifH) 170 Kb DELETADAS. LOS
NUMEROS ENTRE LOS PARENTESIS REPRESENTAN A LO5 COSMIDOS DELETADOS Y LOS NUMEROS
SOBRE LA LINEA REPRESENTAN LAS BANDAS PERDIDAS EN CADA COSMIDO.

€01



101 28 15 45
32469 10g1 26710125178 121315541545
R
o o
2 z 4
- = b
e € c
- -
. | | ..

MAPA 1I

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA NITRAGIN-8251. LAS
LINEAS CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS
REARREGLOS. LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSION DE CADA DELECION;
a) DELECION TIPO I (nifHa x nifHb) 131KB DELETADAS. LOS NUMEROS ENTRE LOS
PARENTESIS REPRESENTAN A LOS COSMIDOS DELETADOS Y LOS NUMEROS SOBRE LA LINEA
REPRESENTAN LAS BANDAS PERDIDAS EN CADA COSMIDO. !
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136 kb
! MAPA III

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA. CIAT-894. LAS
LINEAS CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAK EN LOS
REARREGLOS . LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTERSION DE CADA
DELECION; a) DELECION TIPO ILY (nifHb); SUBTIPO 1 59KB DELETADAS, SUBTIPO 2
9SKB DELETADAS, SUBTIPO 3 104KB DELETADAS b) DELECION TIPO IV {aifHb y nifle);
SUBTIPO 1 11KE DELETADAS, SUBTIPO 2 47KB DELETADAS ¢) DELECION TIPO V (sin
nifH); SUBTIFO 1 L0SKB DELETADAS, SUBTIPO 2 135KB DELETADAS. LOS NUMEROS ENTRE
1.0S PARENTESIS REPRESENTAN A LO5 COSMIDOS DELETADOS Y LOS KUMEROS SOBRE LA LINEA
REPRESENTAN LAS BANDAS  PERDIDAS EN CADA COSMIDO.
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MAPA IV

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA BRASIL-5. LAS
LINEAS CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS
REARREGLOS. LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSION DE CADA DELECION;
a) DELECION TIPO III (nifHb) 1B0XB DELETADAS. LOS NUMEROS ENTRE LOS PARENTESIS

REPRESENTAN A LOS COSMIDOS DELETADOS Y LOS NUMEROS SOBRE LA LINEA REPRESENTAN
LAS BANDAS. PERDIDAS EN CADA COSMIDO.
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‘ MAPA ¥

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA F-l14. LAS LINEAS
CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS REARREGLOS.
LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAR LA EXTENSION DE CADA DELECION; a)
DELECION TIPO II (nifHa::GDYN1 x nifHb) 182KB DELETADAS. LOS NUMEROS ENTRE LOS
PARENTESIS REPRESENTAN A LOS COSMIDOS DELETADOS Y LOS NUMEROS SOBRE LA LINEA
REPRESENTAN LAS BANDAS PERDIDAS EN CADA COSMIDO.
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