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INTRODUCCION.

El nitrégeno es uno de los elementos més importantes que
existen en la naturaleza ya que después del carbono, el hidrégeno
y el oxigeno, es el elemento mis abundante en los seres vivos. El
nitrégeno es indispensable ya que forma parte de la mayoria de las
macromoléculas esenciales para el crecimiento celular tales como
proteinas, &cidos nucléicos y otras biomoléculas sobre las cuales
se basa toda la vida, por consiguiente es un componente biasico del
protoplasma de plantas, animales y microorganismos (101).

sin embarge, el nitrégeno, junto con el fésforo, es de los
elementos que Se encuentran en menor cantidad en la corteza
terrestre, ocupa el 17° lugar en abundancia y se encuentra
principalmente en forma de sales como nitratos (NO;) y nitritos
(NO,)}, de los cuales, la mayor parte es lavado por las lluvias hacia
estratos profundos donde dificilmente pueden ser aprovechados por
plantas o microorganismos (40).

En la atmésfera el nitrégeno rnolgcular (N,) constituye
aproximadamente el 80% del volumen total pero resulta relativamente
inerte desde el punto de vista quimico y no puede ser utilizado por
la mayor parte de los seres vivos (101) ya gue estos necesitan
obtener su nitrégeno de alguna forma combinada como nitratos,
amonio o compuestos mis complejos como amino&cidos (83, 101).

Debido a 1la necesidad de obtener nitrégeno y a las
dificultades para utilizarlo, los microorganismos y las plantas han

desarrollado una serie de estrategias para buscarlo y asimilarlo,
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las cuales comprenden diferentes procesos como son la forma de
buscarlo, incorporarlo a la célula, metabolizarlo para convertirlo
a amonio, asimilarlo en glutamato y glutamina, distribuir el
nitrégeno presente en estos amino&cidos, acumularlo en organelos
especificos, sintetizar macromoléculas y finalmente degradar el
nitrégeno celular para reciclarlo otra vez a amonio (101) ya que la
utilizacién de cualquier compuesto nitrogenado conlleva siempre a
su conversién a amonio (100).

En la naturaleza el nitrdgeno sufre varias transformaciones
que inveolucran a compuestos orgdnicos, inorgdnicos y vol&tiles,
estas transformaciones pueden verse claramente en un ciclo,
denominado ciclo del nitrégeno, en el cual este elemento es
transformado por varios microorganismos del suelo (Fig. 1) (3).

El ciclo del nitrégeno ha sido muy estudiado debido a la
importancia que tiene para la vida. El ciclo global consiste de
varios procesos en secuencia en los que participan el medio
ambiente y los seres vivos. Las etapas de que consta son las

siguientes:

i) Amonificacién y mineralizacién.

En el proceso de amonificacién se forma amonio a partir de
compuestos orgdnicos ya que este es el producto final de la
excrecién animal y casi todo el nitrégeno inorgénico fluye a través
de el. La mineralizacién es un proceso andlogo a la liberacién de
CO, a partir de los materiales carbonados, que implica la conversién

de nitrdgeno orgénico al estado inorgénico con la consecuente
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FIGURA 1.
CICLO DEL NITROGENO.
A) Amonificacién E) Inmovilizacién
B) Mineralizacién F) Desnitrificacién
C) Nitrificacién G) Fijacién de N, no simbiStica

D) Reduccién de nitrato H) Fijacién de N, simbiética
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produccidn de amonio y nitrato y desaparicién de nitrégeno organico
(3). La liberacién de amonio puede ocurrir en condiciones aerébicas
y anaerédbicas, la primera en el suelo y la segunda en sedimentos de
ccéanos y lagos.

Aproximadamente un 50% del nitrégeno mineralizado se
reincorpora en las células microbianas cuando el material que se ha
descompuesto tiene una razén carbono/nitrégeno similar a la gue
gsta presente en ellas (58).

La mayoria de las moléculas que la célula puede sintetizar,
también las puede catabolizar, ya que todas las biomoléculas estén
sujetas a un reciclaje celular. La falta de nitrégeno es una de las
sefiales metab6licas mas importantes para activar este reciclaje, es
por esto que los microorganismos 1llegan a degradar 4&cidos
nucléicos, nucleétidos, proteinas, aminodcidos, pared celular y
aminoazucares en ausencia de nitrégeno.

El nitrégeno orgédnico es mineralizade por las actividades de
los organismos heterotréficos, principalmente bacterias
amonificantes y hongos (90). La produccién bacteriana atrae
organismos gque se alimentan de bacterias, entre los cuales
prevalece Protozoa por su efectividad (55). Cuando la bacteéria es
consumida, parte del nitrégeno bacteriano es excretado como amonio
y este puede ser tomado por las raices de las plantas o ser

transformado a nitrato por las bacterias (131).

ii) Inmovilizacién o asimilacién.

La inmovilizacién es el resultado de la asimilacién microbiana
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de los . nutrientes inorgénicos, es una consecuencia de 1la
incorporacién de amonio y nitrato a proteinas, 4cidos nucléicos y
otros compuestos orgdnicos de las células.

Cuando las proteinas de animales o cultivos entran en
descomposicién, liberan su nitrégeno en formas inorgénicas y una
parte de este es reasimilado por las nuevas células que se generan
en ese ambiente, asi, siempre que sucede la mineralizacién se
estimula la inmovilizacién. Es importante hacer una comparacién
entre la mineralizacién y la inmovilizacién en forma simulténea
porque as{ se puede conocer el curso de las transformaciones del

nitrégenoc en un tiempo dado (3).

iii) Nitrificacién.

El proceso de la oxidacién biolégica del amoniaco a nitritos
y nitratos recibe el nombre de nitrificacién y los microorganismos
que participan en el se denominan nitrificantes (3). La
nitrificacién autotréfica es desarrollada por bacterias del tipo
Gram negativas de la familia ﬂitpopactgziéceg, todos los organismos
de esta familia son capaces de obtener sus requerimientos
energéticos para su crecimiento de la oxidacién de amonio a
nitritos. Aunque ciertos organismos heterotré6ficos pueden producir
nitrito o nitrato bajo condiciones de cultivo apropiadas, parece
que no contribuyen significativamente a 1la nitrificacién en
ambientes naturales (8).

Las bacterias nitrificantes pueden dividirse en dos grupes

principales: las que oxidan el amonio a nitrito y las gue oxidan el
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nitrito a nitrato. Las bacterias Nitrosomonas son consideradas la
especie representativa que oxida amonic a nitrito. La serie
subsecuente de reacciones que conducen a nitrato son desarrolladas
principalmente en el medio por la bacteria autotré6fica Nitrobacter
(8).

iv) Desnitrificacidn.

En el proceso de desnitrificacién se lleva a cabo una
reduccién del nitrato y del nitrito con la liberacién de nitrégeno
molecular y 6xido nitroso, lo que trae consigo una pérdida neta del
nitrégeno de los suelos.

El proceso de amonificacién ocurre después de la muerte y
descomposicién de las plantas y animales y es llevado a cabo por
microorganismos. El amonio producido de la descomposici6én organica,
es oxidado a nitrato por bacterias llamadas nitrificantes el cual
a su vez a5 tomado por las bacterias desnitrificantes como
Pseudomonas, Micrococcug y Thiobacjllus, que lo reducen a mon6xido
de nitrégeno (NO)} y a nitrégeno molecular (N,) liberdndolo hasta que
llega a formar parte de la atmésfera (3).

Los principales factores ambientales que afectan el proceso
de desnitrificacién son la cantidad y naturaleza de la materia
orgdnica, la aireacién, la humedad, la acidez y la temperatura. Es
por eso dque las bacterias desnitrificantes son encontradas
comlinmente en el abono, en el suelo fértil y en plantas de
tratamiento de aguas residuales. Estas bacterias son aerobias pero

en ambientes limitados de oxigeno o en condiciones anaerobias, usan
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el nitrato como aceptor de electrones. La desnitrificacién es
esencialmente un mecanismo respiratorio en el que el nitrato
sustituye al oxigeno molecular.

Se ha calculado que las pérdidas de nitrégeno debidas a la
desnitrificacién son compensadas por el nitrégeno atmosférico que
es reducido a amonio por las bacterias llamadas fijadoras de

nitrégeno (71).

v} Reduccién. (Fijacién).

La fijacién de nitrégeno es el proceso por el cual el
nitrégeno atmosférico se reduce a amonio. Este proceso es llevado
a cabo biolégicamente por bacterias en vida libre o en simblo;is
aportando el 95% de la conversién de nitrégeno molecular a formas
combinadas como amonio, el restante 5% es fijado como resultado de
procesos abibticos a través del efecto de descargas eléctricas, luz
ultravioleta, procesos industriales, etc. (27).

Dentro de los organismos capaces de realizar fijacién
bioléyica de nitrégeno, pueden distinguirse dos grandes grupos: uno
de ellos estd compuesto por microorganismos de los géneros
Azotobacter, Anahaena, Klebsiella y Clostridium, por citar algunos,
los cuales son capaces de fijar nitrégeno para lienar sus propios
requerimientos, estos microorganismos fijan nitrégeno en vida
libre, sin embargo, el gasto de energia para su crecimiento reduce
la eficiencia de estas bacterias comparadas con las fijadoras
simbiéticas y contribuye solo con una quinta parte del nitrégeno

fijado (27).
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El otro grupo estd formado por algunos microorganismos que
pueden establecer relaciones mutualistas con las raices de las
plantas, principalmente leguminosas, y pueden fijar nitrégeno
durante esta asoclacién. Dentro de los fljadores simbiéticos de
nitrégeno pueden citarse especies pertenecientes a los géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium. Desde el
punto de vista ecolégico, la fijacién simbiética de nitrégeno es la
mds importante porque el nitrégeno fijado es suministrado justo a
la raiz de la planta, lo gque garantiza su aprovechamiento, la
desventaja es que representa una fuga energética en la
fotosintesis, lo cual se refleja en una menor relacién tallo-raiz
(143).

Con el proceso de la fijacidén biolégica del nitrégeno se
completa un ciclo y se da inicio a otro nuevamente (3).

En el ciclo del nitrégeno se puede observar que este elemento
es muy susceptible a las transformaciones microbianas y al mismo
tiempo tiene una posicién critica en la fertilidad del suelo, lo
que se refleja en la produccién y en la calidad de los cultives
agricolas. Ademéis, el nitrégeno es uno de los pocos nutrientes que
se pierde tanto por volatilizacién como por liwiviacién (111). Es
por esto gue es necesario procurar una conservacién y suministro
congtante de las fuentes de nitrégeno,

Debido a la necesidad de aumentar las producciones agricolas
se ha recurrido al uso de fertilizantes quimicos, los cuales son
obtenidos en su mayorfa a partir de una reaccién con hidrégeno y el

nitrégeno atmosférico, en donde el nitrégeno es reducido a amonio
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mediante el proceso de Haber-Bosch. El hidrégeno necesario para
este proceso es producido a partir de gas natural y para completar
la reaccién eficientemente hasta amonio se requiere de elevadas
presiones y alta temperatura, lo que representa una gran demanda de
energia (132).

El uso de los fertilizantes quimicos puede ayudar a la
agricultura, pero presenta varios inconvenientes tanto econémicos
como ecolégicos (40, 41), como son: la necesidad de una industria
sofisticada para su fabricacién, el alto costo energético en el
proceso de obtencidén, el elevado costo de transportacién del
producto, la contaminacién del medio ambiente, ya que
aproximadamente una tercera parte es lavado del suelo (97) al
oxidarse a nitrato o perderse por desnitrificacién, ademds de que
solo una parte del nitrégeno agregado a los campos se recupera en
el cultivo.

Otro problema que se presenta por el exceso en el uso de los
fertilizantes, es que parte del nitrégeno es oxidado a nitratos y
estos pueden contaminar los lagos, causando la eutroficacién,
provocando un crecimiento excesivo de las algas con la consecuente
disminucién del oxigeno y la muerte de los peces. Cuando las algas
mueren Yy se descomponen, el agua adquiere olor y sabor
desagradable. Ademds el nitrato es un compuesto potencialmente
carcinogénico ya que puede convertirse a nitrito y reaccionar con
aminas secundarias para dar nitrosaminas, que son compuestos que
pueden inducir mutaciones. En los humanos la ingestién de aguas

subterréneas contaminadas con nitrato provoca problemas de salud.
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Debido a los inconvenientes gue presenta el uso de los

fertilizantes quimicos y a que la fuente de nitrégeno mis abundante

se encuentra en la atmésfera, se ha pensado en la fijacién

simbiética de nitrégeno como una alternativa bioldgica para

fertilizar los suelos (87) con un menor costo Yy con menores
problemas de contaminacién.

La fijacién simbiética de nitr6geno se lleva a cabo
principalmente entre plantas leguminosas y algunas bacterias. Las
plantas de 1la familia Leguminosae se encuentran en diversas
regiones que van desde las regiones tropicales hasta el &rtico y
comprenden desde pequefias plantas anuales hasta grandes &rboles. De
las aproximadamente 13,000 especies de leguminosas que existen en
el mundo, el hombre cultiva y consume aproximadamente 200, lo que
representa un nGmero de considerable importancia (3). El ejemplo
clésico del proceso de fijacién simbibética de nitrégeno es el que
sucede durante la relacién entre las plantas leguminosas y las
bacterias del género Rhizobium (14).

Los miembros del género Rhizobium son bacterias gram-negativas
aeroblas en forma de bacilos de 0.5 a 0.9 pum de ancho y de 1.2 a
3.0 pm de largo (3). E1 género se subdivide en dos clases de
especies: los Rhizobium de crecimiento répido que tienen un tiempo
de duplicacién de 2 a 4 horas y forman colonias de entre 2 y 4 mm
de didmetro en 3 a 5 dfas y los Rhizobjum de crecimiento lento que
tienen un tiempo de generacién de 6 a 8 horas y forman colonias de
1 mm después de 7 a 10 dias de incubacién (132).

El término rhizobia es aplicado a las bacterias del suelo de
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los géneros Rhjizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium. Estas
bacterias se han clasificado de diferentes formas, la primera
clasificacién llamada Grupe de Inoculacién Cruzada (GIC), estaba
basada en la especie de planta con que interaccionan ya que la
simbiosis solamente puede darse por interaccién con el simbionte
especifico, por ejemplo: Phaseolus vulgaris (frijol) es infectado
por Rhizobium phaseoli y Rhizobium etli, Pisum sativum {(chicharo)
por Rhizobjum lequminosarum, Glycine max (soya) por Bradyrhizobium

" japonicum y Sinorhizobium fredii, etc, aungue esta distincién no es
absoluta, ya que se han descrito ejemplos de especificidades
cruzadas (92). En los dGltimos afios esta clasificacién se ha
modificado parcialmente debido a la gran informacién gque se ha
obtenido.

Esta nueva clasificacién no solo se basa en la especificidad
de las interacciones entre ambos simbiontes sino gue también
considera la velocidad de crecimiento, el metabolismo y la
hibridizacién de DNA, comparando todas estas caracteristicas
mediante té&cnicas de taxonomfa numérica (Tabla 1) (54, 91, 92,
132).

La especificidad de las interrelaciones entre los simbiontes
rhizobia-leguminosa implica algunos mecanismos de reconocimiento,
uno de los cuales debe ser el intercambio de sefiales moleculares
entre el hospedero y la bacteria (141), ya que durante la simbiosis
ocurren cambios en sus procesos metabdlicos como los gue suceden
durante el proceso de nodulacién, en donde la bacteria sintetiza

proteinas llamadas bacteriosinas y la planta sintetiza proteinas



TABLA 1.

CLASIFICACION DE LOS Rhizobia Y PREFERENCIA DE HOBPEDERO.

12

Género Especie Biovariedad Hospedero
CRECIMIENTO RAPIDO
Rhizobium leguminosarum phaseoli Phaseolus
trifoli Trifolium
viceae Pisum, Viceae
Lens, Latyrus
etli Phaseolus
meliloti Melilotus
Medicago
loti Loti
Lupinus
fredi Leucaena
Medicago
tropici Phaseolus
Leucena,
Siratro
CRECINIENTO LENTO
Bradyrhizobium japonicum Lotus, Vigna
Japonicum
Mimosa
Lupinus
Leucena
Azorhizobium caudinolans Sesbania
Bradyrhizobium spp Parasponia
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llamadas nodulinas (117), por lo que es necesario que se produzca
la relacién planta-bacteria especifica para que se lleve a cabo el
proceso de infeccién y la fijacién simbiética de nitrégeno.

La fijacién de nitrégeno ocurre en una estructura nueva
llamada nédulo que es desarrollada en una serie compleja de pasos.
En el proceso de nodulacién Rhizobium es quimotacticamente atraido
hacia las raices de la planta debido a atrayentes especificos (12,
28) que son excretados por la planta en la superficie de la raiz.
Las células vegetales susceptibles de infeccién y de nodulacién, se
encuentran entre el pelo radicular m&s pequefio y el &pice de la
raiz (15). Las bacterias inician la sintesis de un tetrasacérido
acetilado alterando el crecimiento de los pelos de la raiz, de tal
manera gue provocan que crezcan deformes e incluso en espiral (35,
46, 109, 144), quedando atrapadas.

Mientras esto sucede, las células de la corteza de la raiz,
bajo la epidermis, empiezan a dividirse (85, 104) y las bacterias
atrapadas en la espiral de los pelos deAla raiz o entre los pelos
y otra célula, proliferan y empiezan a infectar a las células
superficiales de la planta. Al mismo tiempo las células de 1la
planta invadida son estimuladas a producir una envoltura de pared
celular llamada "hilo de infeccién" (29) por donde penetran las
bacterias al tiempo que se reproducen. Las células de la raiz van
formando el cuerpo del nédulo al dividirse y los hilos de infeccién
se ramifican; cuando las bacterias son liberadas en el citoplasma
de las células de la raiz, son envueltas en la membrana plasmatica

de la planta llamada membrana peribacteroidal (115). En este punto
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las bacterias dejan de crecer, se diferencian a bacteroides y
empieza la fijacién de nitrégeno y el intercambio metabblico (136,
142).

Durante el proceso de nodulacién se expresan algunos genes que
se han definido por mutagénesis con transposén, secuenciacién y en
algunos casos por andlisis de proteinas. Estos genes se han
denominado nod y estén involucrados en las primeras etapas de
interaccién y morfogénesis del nédulo, produciendo la sefial
extracelular que elicita la deformacién de los pelos de la rafz y
la formacién del nbédulo. Esta sefial es un tetrasacirido de
glucosamina acetilado y sulfatado que se ha denominado NodRm-1, y
que ademds de provocar la deformacién de los pelos de la raiz,
induce 1la divisién cortical y la formacién de nédulos a
concentraciones nanomolares en cultivos asépticos de alfalfa (109).
En su mayoria los genes pod se inducen cuando las bacterias entran
en contacto con los exudados de las plantas o de extractos (34, 74,
76, 102, 121, 135, 145), estos exudados contienen compuestos
flavonoides de diferentes tipos en las diferentes relaciones
planta-huésped (82, 107, 108, 112).

Se han identificado varios tipos de genes nod (46, 112) por
ejemplo, los genes huésped especifico npod{ y nodQ que hacen la
sefial de Rhizobjum especifica por la transferencia de un grupo
sulfato, de manera que las mutantes en alguno de estos genes pueden
infectar inespecificamente y producen otra sefial, NodRm-2,
diferente a NodRm-1 por la ausencia del grupo sulfato (109).

otros genes necesarios son los genes podA, nodB y nedC que se
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requieren para gue la bacteria cause la divisi6n celular (50} y la
deformacién de los pelos de la raiz (9, 47, 80, 120) de tal wmanera
que las mutantes afectadas en alguno de estos genes, no forman
nédulos., Los genes nodABC pueden ser intercambiados funcionalmente
entre todos les Rhizobium (46, 61, 80, 96). Existen otros genes
llamados nodFE, nodG y nodlMN, responsables de la deformacidn de
los pelos de la raiz, que no son conservados entre los diferentes
Rhizobium debido a gue no pueden sustituirse en las diferentes
relaciones planta-huésped (36, 47, 80). Existe otro dgene
regulatorio llamade podD que es constitutivo y por lo tanto se
expresa en cultivos celulares que es el que activa a los demés
genes nod en presencia del compuesto flavonoide inductor.

Cuando termina el proceso de nodulacién comienza la fijacidn
de nitrégeno como tal, de manera que la bacteria le proporciona a
la planta nitrbgeno en forma de amonio para sus requerimientos y
esta le da a la bacteria un anbiente favorable y fotosintato, que
es una fuente de energia para la funcién .del bacteroide durante el
proceso de fijacién de nitrégeno (Figura 2).

La enzima responsable de fijar nitrégeno molecular a amonio es
la nitrogenasa, esta enzima esti formada por dos proteinas gue no
pueden fijar nitrégeno por separado, llamadas proteina Fe Mo y
proteina Fe. El proceso requiere gran cantidad de energia para gue

cada molécula de N, sea convertida a dos moléculas de NH, (26).

N, + 8H + 8e" + 16 ATP =-=-=---> 2NH, + H, + 16ADP + 16Pi
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La proteina Fe Mo, es un tetrdmero con dos pares de
subunidades no idénticas (a, B;) con un peso molecular
aproximadamente entre 220,000 y 240,000. La proteina pequefia,
protefna Fe, es un dimero de subunidades idénticas (a,) con un peso
molecular de entre 60,000 y 65,000 (64, 102). En la reaccifn que
cataliza la nitrogenasa, el oxigeno se encuentra excluido ya que
compite con la reduccién del nitrégeno.

Para el proceso de fijacién de nitrégeno son necesarios los
genes de fijacién, estos se han clasificado en dos grupos, los
genes nif que tienen homologia con los genes de fijacién de
nitrégeno de la entercbacteria Klebsiella pneumoniae, y los genes
£ix que no tienen homélogos en esa entercbacteria (87, 124).

) El an&lisis genético de la fijacién de nitrégeno fue iniciado
en K. pneumonjae y es el sistema modelo en el que se ha basado el
estudio de este proceso en otros microorganismos. En Klebsiella se
ha encontrado que los genes nif est&n agrupados en un solo grupo
(regulén) de 21 genes, cercanos al gperén de biosintesis de
histidina, organizados en 8 operones regulados coordinadamente en
respuesta a la condicién nitrogenada de la célula (5, 49, 96, 98).

En Rhizobium algunos de los genes nif son estructural y/o
funcionalmente equivalentes a 1os genes de fijacién de nitrégenc de
K. pneumoniae, como nifa, el operén nifHDK que codifica para las
subunidades del complejo nitrogenasa y los genes pifB, nifFE, nifN
y nifs que codifican para proteinas involucradas en la biosintesis
del cofactor Fe Mo y su incorporacién en la nitrogenasa (24, 25,

32, 37, 53, 70, 114, 122, 134, 137).
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Otros genes que se requieren para la fijacién de nitrégeno en
Rhizobium, que no parecen ser equivalentes a los de Klebsiella, se
han denominado genes fix. La mayoria de los genes pif y fix son
controlados positivamente por el producto del gene pnifa (1, 10, 24,
33, 49, 69, 74, 124, 134, 137, 139). En R. meliloti se ha
demostrado que f£ixL y fixJ regulan a pifA en respuesta a la
limitacién de oxfigeno (18). Los genes fixL y fixJ codifican para
dos proteinas del tipo de proteinas regulatorias de dos
componentes, en donde FixL es una hemoproteina que funciona como la
proteina sensora de oxigeno, que es capaz de autofosforilarse y
transferir el fosfato a la proteina activadora FixJ (66). Los genes
fixL y fixJ controlan positivamente la tfanscripcibn de nifa y de
fixK, cuyos productos activan la transcripcién de los demis genes
que participan en la fijacién de nitrégeno (7, 18, 52).

Una vez que el nitrégeno atmosférico es reducido a amonio,
comienza el proceso conocido como asimilacién de amonio, a través
del cual se deriva todo el nitrégeno celular, y que consiste en la
incorporacién del nitrégeno inorgénico a esqueletos de carbono para
formar los aminodcidos glutamato y glutamina, que a su vez son los
donadores del nitrégeno necesario para la sintesis de todos los
compuestos nitrogenados que la célula requiere (Fig. 3) (113).

Existen dos vias de asimilacién de amonio: una que opera
cuando las concentraciones de amonio son del orden de 1.0 mM
(exceso de nitrSgeno), en la que se incorpora directamente el
amonio en glutamato, glutamina y asparagina y la otra via que se

lleva a cabo cuando las concentraciones de amonio son cercanas a
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0.1 mM (condiciones de limitacién de nitrégeno, como las existentes
durante la fijacién de nitrégeno) y en la que el amonio es
asimilado solo en glutamina. Estas reacciones son catalizadas por
las enzimas glutamina sintetasa (GS), glutamato sintasa (GOGAT) y
glutamato deshidrogenasa (GDH) respectivamente.

En condiciones de exceso de amonio opera la via GDH, y en
condiciones de limitacién opera el sistema alternativo de
reacciones acopladas GS-GOGAT.

En vida libre Rhizobium asimila el amonio en glutamina porgue
presenta una actividad de GDH muy baja © no detectable, de tal
manera gue el amonioc es asimilado por la via GS-GOGAT (4, 9).

En E. coli y otras bacterias existe solamente una glutamino
sintetasa (GS) pero Rhizobium presenta dos GS denominadas GSI y
GSII aunque recientemente en R. meliloti y R. legquminosarum se ha
encontrado un locus llamado glnT, que no hibridiza con el gene dque
codifica para la GSI ni con el gene de la GSII, por lo que la

enzima gque codifica este locus se ha denominado GSIII (39, 57).

Se han clonado los genes glnA, que codifica para la GSI, y
glnII, que codifica para GSII, de varias especies de Rhizobjum y se
han obtenido mutantes sencillas y dobles (30, 31, 39, 128). Los
estudios realizados en mutantes sencillas de GS de B. japonicum
muestran que son protétrofos de glutamina capaces de nodular y
fijar nitrégeno; mientras que 1las dobles mutantes requieren
glutamina para crecer, no pueden utilizar amonic como Gnica fuente
de nitrégeno, no nodulan, pero cuando se le adiciona glutamina al

medio si hay nodulacién pero no fijacién de nitrégeno (17, 31).
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En R. meliloti las mutantes sencillas obtenidas en cada una de
las 3 glutamino sintetasas, son protétrofas de glutamina capaces de
nodular y fijar nitrégeno, pero una doble mutante en glpA y glnIl
crece poco en medio minimo amonio glutamato y es capaz de nodular
y fijar nitrégeno (39, 128).

Estos resultados indican que las estrategias para intercambiar
nitrégeno y carbono durante la simbiosis, son diferentes entre B.
japonicum y R. meliloti. Recientemente se ha aislado uha triple
mutante de R. meliloti que no presenta actividad de ninguna de las
glutamino sintetasas, que es auxétrofa de glutamina y que nodula y
fija nitrégeno, lo que suéiere que la GSIII es la responsable de la
sintesis de glutamina en ausencia de la GSI y la GSII y que la
diferencia de fenotipo simbiético que existe entre las dobles
mutantes es debida a que la planta de alfalfa es capaz de proveer
de glutamina a R. melilotj mientras que la planta de soya no provee
a B, japonicum de este amino&cido (106).

Durante la simbiosis ocurre un int?rcambio metab6lico en el
que la bacteria aporta el nitrégeno y la planta el carbono, y
aunque se han hecho muchas hipétesis sobre la naturaleza de la
fuente de carbono, lo cierto es que esta es y ha sido una de las
mayores preguntas en la investigacién en esta drea porque la fuente
de carbono limita la fijacién de nitrdgeno (73).

Se ha propuesto al ciclo de los &cidos tricarboxilicos como
una via central en el metabolismo de carbono en bacteroides (133)
porque los niveles de las enzimas que participan en el se

encuentran elevados (95) y porque las mutantes en la succinato
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deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa, forman nédulos
inefectivos (51, 65), mientras que las mutantes afectadas en el
metabolismo de carbohidratos forman nédulos efectivos (16, 67, 118,
133) .

Los intermediarios del ciclo de Krebs, succinato, fumarato y
malato son considerados como la fuente m&s probable de carbono y
energia usada por los bacteroides debido a gque las mutantes
afectadas en el transporte de A&cidos tricarboxilicos no fijan
nitrégeno (6, 23, 60, 75, 118, 119), aungue si nodulan, lo gue
indica que existen otras fuentes de carbono gue le proporciona la
planta a la bacteria. Kahn et al. han propuesto a los compuestos
carbonados que contienen nitrégeno como importantes fuentes de
carbono y energia para los bacteroides (77, 78). Varios grupos de
investigacién han hecho estudios en B. Jjaponicum y han demostrado
que el aspartato y el glutamato pueden ser oxidados por los
bacteroides y que a una concentracién de 10 mM de glutamato se
estinula la respiracién y la fijacién de nitrégeno (9, 123). Otros
grupos han obtenido mutantes de R. meliloti que no crecen en
glutamato como fuente de carbono y algunas de ellas presentan una
actividad de nitrogenasa reducida (62). También se ha reportado que
algunas mutantes incapaces de crecer en aspartato como fuente de
carbono y que no tienen actividad de aspartato transaminasa, no
pueden fijar nitrégeno, lo que indica que el aspartato sirve como

un substrato esencial dentro del nédule (56, 110).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los Gltimos afios ha aumentado el interés en el estudio del
proceso de fijacién simbiética de nitrégeno debido a varias de sus
caracteristicas como son:

a) Ecolégicamente el proceso resulta muy interesante ya que es
una de las principales sntradas al ciclo del nitrégeno y por lo
tante tlene influencia en el desarrollo global de este (131).

b) El hecho de que la fijacién de nitrégeno en simbiosis
representa una forma natural y no contaminante de satisfacer los
requerimientos nitrogenados de alqunos cultivos (130) presenta gran
interés desde el punto de vista biotecnolégico.

c) Es interesante conocer los mecanismos de adaptacién que
desarrollan 1los microorganismos simbiSticos para sobrevivir en
diferentes ambientes (2, 19, 88), asi como los de prevalencia y
competencia entre las diferentes cepas (48, 140).

d) Para que la relacién simbiética gspeclfica se lleve a cabo,
se requiere de un intercambio de sefiales de reconocimiento entre la
planta y el huésped que es especialmente interesante porque se
trata de una relacién entre organismos pertenecientes a dos reinos
biolégicos distintos (68, 72, 81, 84, 87, 92, 116).

e) En la fijacién simbiética de nitrogeno ocurren dos procesos
de diferenciacién durante la nodulacién, uno sucede cuando se
diferencfan un grupo se células radiculares de la planta para
producir el nédulo, y el otro cuando la bacteria se diferencia a

bacteroide (103, 117).
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£) Una vez que ha terminado el proceso de nodulacién, comienza

la fijacién de nitrégenc y el intercambio metabdlico entre la

planta y la bacteria. Dentro de estos cambios metabélicos el

bacteroide reduce el nitrégenc molecular a amonio y lo exporta a la

planta para qgue lo asimile y esta dona fuentes de carbono al
bacteroide para gque este lo utilice como combustible (42).

Es por esto que en la actuwalidad muchos grupos de
investigacién se han concentrado en el estudio de la fijacién
biolégica del nitrégeno. En nuestro pais, asi como en el resto del
. munde, se pueden distinguir con claridad dos tendencias de
investigacién en el &4rea, la primera es aislar bacterias
simbidticas wuy buenas fijadoras de nitrSgeno de diferentes
regiones para ser usadas como inoculantes. La segunda se ha
enfocado en un conocimiento m&s detallado a nivel genético,
bioguimico y molecular de los procesos simbiéticos ya que estos
podrian dar la pauta para ampliar el range de simbiosis entre
bacterias fijadoras de nitrégeno y plantas de interés agricola que
no pueden llevar a cabo dicho proceso. Incluso se ha planteado la
posibilidad de manipular los genes responsables de la fijacidén de
nitrégeno e introduciflos a diferentes plantas para que sean
reconocidos como propios y se expresen de manera adecuada.

Como se ha mencionado, durante la simbiosis ocurre un
intercambio metabsdlico en el gue la bacteria aporta el nitrdgeno y
la planta el carbono y aungue se han hecho muchas hipftesis sobre
la naturaleza de la fuente de carbono, todavia no se puede decir

con certeza cual o cuales son las mAs importantes o las regueridas
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por el bacteroide. Esto es muy importante debido a que el
abastecimiento de la fuente de carbono limita la fijacién de
nitrégeno (73).

Otro aspecto interesante es el hecho de que se haya propuestec
a los compuestos carbonados que contienen nitrégeno como
importantes fuentes de carbono y energia para los bacteroides, asi
como el hecho de que se haya demostrado en B. japonicum que el
aspartato y el glutamato pueden ser oxidados por los bacteroides y
que cierta concentracién de glutamato estimula la respiracién y la
fijacién de nitrégeno. También es importante el hecho de gue las
mutantes de R. meliloti incapaces de crecer en glutamato como
fuente de carbono presenten una actividad de nitrogenasa reducida.,

Con base en estos fundamentos, se han obtenido mutantes de
Rhizobium etli alteradas en el catabolismo de glutamato, la
nodulacién y la fijacién de nitrégeno, debido a que existen varias
evidencias que sugieren que los aminoAdcidos pueden tener un papel

importante en la relacién simbistica Rhizobium - leguminosa.
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OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo es la clonacién del
locus que complementa a una de las mutantes de R. etl] alteradas m
el catabolismo de glutamato, la nodulacién y la fijacién de
nitrégeno.

Algunas de las mutantes obtenidas se han caracterizado
fisiolégicamente obteniendo resultados interesantes que pueden
analizarse mas a fondo si conccemos la naturaleza del gene afectado
por la insercién del transposén.

Para lograr el objetivo principal se proponen los siguientes
objetivos particulares:

1) Determinar el efecto de las mutaciones de las
bacterias durante la simbiosis Rhizobiuwm ~ leguminosa.

2) Elegir la mutante que presente un efecto més definido
y un fenotipo .mids estable para continuar el trabajo con una sola
mutante.

3) Determinar la presencia y localizacién del transposén
en la mutante elegida.

4) Complementar la mutante elegida con un banco de genes
de R. etld.

5) Extraer el plésmido que complement6 a la mutante de
Rhizobium.

6)-Transformar a E, coli con el plasmido obtenido de la
complementacién de la mutante.

7) Purificar el DNA gentmico de la mutante y de la cepa
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silvestre y el DNA de los plasmidos introducidos a E. goli,
obtenidos de la complementaci6n de la mutante y del plasmido que
contiene al Tn5.

8) Determinar el patrén de restriccién de los plasmidos
obtenidos de la complementacisn de la mutante.

9) Hibridizar DNA de los plésmidos que complementaron a
la mutante, contra DNA total de la mutante y de la cepa silvestre
para determinar la localizacién de la regién clonada.

10) Introducir nuevamente los plasmidos a la mutante para

asegurar que no haya reversiones.
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MATERIAL Y METODOS.

CEPAS.

Las cepas de R. phaseoli utilizadas en este trabajo son: la
cepa silvestre CE3 con resistencia al &cido nalidixico y a
estreptomicina, (105) recientemente reclasificada y llamada R. etli
(125) ; y las cepas mutantes LMO1, LM11 y LM13 con resistencia al
4dcido nalidixico y a kanamicina (no publicado), obtenidas en el
laboratorio del Dr. Calderén por mutagénesis con el transposén TnS-
mob, seleccionadas por su incapacidad para crecer en glutamina como
fuente de carbono y nitrégeno.

Los plasmidos utilizados en este trabajo son: el plésmido
PRK2013 (79, 45, 59) con resistencia a tetraciclina; la cepa Smi7
que lleva el pl&smido pSUP 202 con el inserto Tn5-mob (126), con
resistencia a kanamicina; el banco de genes de R. phaseoli
(Calderén no publicado) en el vector pLAF Rl (43, 44, 63) con
resistencia a tetraciclina.

La cepa de E. coli es la HB10l (20).

MEDIOS8 DE CULTIVO.
PY
El medio rico para crecer las cepas de R. phaseoli es Py

(Peptone~Yeast) (13), y estd compuesto de:

Peptona de caseina 0.5 %
Extracto de levadura 0.3 %
cacl, 7.0 Mm
Agar (solo para medio s6lido) 1.5 %
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Para el medio s6lido se agrega la cantidad necesaria de
agar al matraz, se esteriliza en autoclave. El pH del medio es de
6.8 aproximadamente .
La solucién de cloruro de calcio se prepara por separado
a una concentracién 100 X y se esteriliza en autoclave, se agrega
hasta que el medio de cultivo est& tibio.
LB
El medio rico para crecer E, coli es LB (Luria-Bertani Broth)
(99) y estd compuesto de:
Peptona de caseina 1
Extracto de levadura 4]
Nacl 1
Agar (solo para medio sélido) 1
Para el medio s6lido se agrega la cantidad indicada de agar a
cada matraz, se esteriliza en autoclave. El Ph del medio es de 7.0.
MM
El medio minimo usado para crecer R. phaseoli es MM y estéd

compuesto de (91):

K;HPO, 1.2 Mm
Mgso, 0.8 Mm
Acido succinico 10.0 Mm
Fuente de nitrégeno ' 10.0 Mm
CacCl, 1.5 Mm
FeCl, 0.0005%

El &cido succinico es la fuente de carbono, pero se
pueden usar otros compuestos como glucosa, glicerol, etc.

La fuente de nitrégeno puede ser cualquier aminodcido, si
es estable a alta temperatura puede agregarse al medio antes de
esterilizar y si no, se esteriliza por filtraci6én y se agrega al
medio cuando esta tibio.

El cloruro de calcio se prepara a una concentracién 100
X y se esteriliza en autoclave por separado, se agrega al medio
antes de usarse.

El FeCl,; se prepara a una concentracién 1000 X y se
esterfliza por filtracién, se agrega al medio antes de usarse.

Para medio sélido se agrega 1.5 § de agar al matraz antes
de esterilizar.

Este medio se puede preparar a partir de soluciones
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concentradas 100 X a pH 6.8 de los tres primeros compuestos.

ANTIBIOTICOB

Los antibi6ticos a los cuales presentan resistencia 1las
diferentes cepas son:

ANTIBIOTICO SIMBOLC CONCENTRACION
kg/ml
Acido nalidixico Nal 20
Kanamicina Kn 30
Estreptomicina sm 250
Tetraciclina TC 10

Los antibiéticos se agregan al medio ligquide antes de
usarse y al medio sdlido cuando esti tibio, alrededor de 45-50°C,
antes de llenar las cajas Petri,

CURVAS DE CRECIMIENTO.

Para determinar las cinéticas de crecimiento de la cepa
silvestre y de la mutante en diferentes medios, es necesario
cuantificar el aumento en el nfimero de células y en la cantidad de
proteina en el cultivo con respecto al tiempo. El procedimiento es
el siguiente:

- Sembrar cajas de las cepas de Rhizobjium en medio rico (Py)
con los antibi6ticos indicados. Incubar las cajas invertidas a 29°C
por 2 a 3 dias.

-~ Sembrar 100 ml de medio liquido Py y los antibitticos
indicados, contenidos en un matraz con capacidad de 250 ml, con una
buena cantidad de la cepa fresca.

- Incubar los matraces en una incubadora con agitacién a 29°C
y 200 rpm por 16-18 horas, para que el cultivo alcance 1la

saturacién.
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- Centrifugar los 100 ml del cultivo a 10,000 rpm a 4°C por 10
minutos.

- Decantaf, lavar la pastilla celular ¢on 50 ml de solucién
estéril de sales para medio minimo, resuspendiendo totalmente.

- Centrifugar a 10,000 rpm a 4°C por 10 minutos.,

-~ Decantar con cuidado porque la pastilla celular ya no queda
tan compacta,

- Resuspender en 6 ml de una solucién estéril de sales para
nedio minimo.

- Diluir 200 veces, tomar 50 ul de esta suspensién y llevarlos
a 1 ml, tomar 100 pl de esta dilucién y llevarlos a 1 ml. Leer en
el espectrofotémetro a 540 nm contra un blanco de agua.

- Hacer los cadlculos para sembrar 100 ml de medio a 0.05 de

densidad 6ptica. Usar la siguiente férmula:

v, X D.o,
V; = emmmeem——— —-————
D.0.;
v, = Volumen que se desea sembrar (100 ml).

D.0., = Densidad &ptica a la que se sembrard (0.05).

D.0.y = Pensidad 6ptica del concentrado de células, multiplicada
por la dilucién gue se haya hecho.

v, = Volumen del concentrado de células necesario para sembrar
el volumen indicado a la B.0. inicial indicada.

- Sembrar los medios de cultivo en los que se gquiere

determinar el crecimiento y el medio rico como control. Agitar

ligeramente para homogeneizar.
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- Tomar 1 ml de muestra de cada matraz para leer D.0O. en el
espectrofotémetro a 540 nm contra un blanco de agua, y 1 ml para
determinacién de protefna, este punto se considera tiempo cero.

- Incubar a 29°C y 200 rpm.

~ Tomar 1 ml de muestra para leer D.O. y otro para determinar
proteina a los tiempos 4, 8, 12 y 24 horas.

- Leer en el espectrofotémetro a 540 nm el mililitro para
densidad éptica contra un blanco de agua.

- Centrifugar 2 minutos el mililitro de muestra para
determinar proteina, decantar lo més posible cuidando de no perder
pastilla, agregar 500 pul de una solucién de &dcido tricloroacético
(TCA) al 5 %.

- Hacer la determinacién de proteina por el método de Lowry
una vez que se tienen todas las muestras de las 24 horas.

- Graficar los datos de densidad &ptica contra tiempo en papel
semilogaritmico de 3 ciclos.

- Graficar los datos de proteina contra tiempo en papel

semilogaritmico de 3 ciclos.

DETERMINACION DE PROTEINA.

La determinacién de proteina se hace por el método de Lowry
(89) modificado para voldmenes pequefios. El procedimiento es el
siguiente:

- Preparar las soluciones A, B y C con anticipacién.
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Solucidén A

NaOH 0.

N
Na,C0,-2H,0 2.0 %

i
0
Almacenar a temperatura ambiente en frasco ambar.

Bolucién B
Tartrato de sodio y potasio.
KNaCH,04-4H,0 2.0 %

Almacenar a 4°C.

Bolucién C
Cus0,~5H;0 1.0 %

Almacenar a 4°C.

- Preparar con anticipacién una solucién de albimina para

usarla como standard.

Proteina standard
Alb(mina sérica bovina 400 pg/ml

Alicuotar y almacenar a -20°C.

- Tomar las muestras a las que previamente se les agregd TCA
y centrifugarlas 5 minutos en microcentrifuga.

- Aspirar el sobrenadante con una jeringa para dejar la
pastilla celular lo mis seca posible.

- Resuspender la pastilla celular en una solucién de NaOH 0.4
M, en un volumen de 100 o 200 ul de sosa segfin el tamafic de la

pastilla.
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- Preparar la solucién ABC, a partir de las soluciones
previamente preparadas, de la sigquiente forma: poner en un matraz
98 ml de solucién A, agitar ligeramente y agregar de inmediato 1 ml
de solucién B, agitar bien y agregar 1 ml de solucién C. Mezclar
siempre en ese orden para evitar precipitaciones.
~ Preparar la solucién de Folin mezclando una parte de Folin-
Ciocalteu con 2 partes de agua.
- Hacer la siquiente reaccién en un tubo de ensayo de 13x100:
160 ul de agua
40 ul de muestra
1000 ul de solucién ABC
- Preparar un standard al mismo tiempo:
100 ul de agua
100 i1 de albGmina
1000 ul de solucién ABC

- Preparar también un blanco:

200 ul de agua
1000 1l de solucién ABC

- Agitar y reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
- Agregar 100 ul de solucién de Folin.

- Agitar y reposar 30 minutos a temperatura ambiente.
- Leer a 625 nm contra el blanco.

- calcular el factor con la siguiente férmula:

Conc. albGmina X Vol. NaOH

F= =w=ee

D.0. standard X Vol. sol. ABC X alicuota

concentracién de alblmina en la reaccién = 40 pug/ml
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Volumen de sosa = 100 o 200 pl

D.0. standard = lectura del
standard.

Volumen de solucidh ABC = 1 ml

Alficuota de muestra tomada = 40 pl

- Calcular la proteina multiplicando el factor obtenido por la
lectura de cada muestra. El resultado se obtiene en microgramos por

mililitro (pg/ml).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMATO
DESHIDROGENASA.

Para la determinacién de la actividad enzimitica de GDH se
hicieron varias modificaciones en los voltmenes de los reactivos
usados en las reacciones con respecto al método reportado (22}, el
procedimiento es el siguiente:

- Sembrar un cultivo de las cepas frescas en 100 ml de medio
rico con antibiético. '

-~ Incubar 16~18 horas a 29°C 200 rpm.

~ Hacer el cultivo de las cepas en medio minimo como se
describe en el procedimiento de curvas de crecimiento.

~ Incubar solamente durante 4 hora_.\s a 29°C 200 rpm.

- Centrifugar 10 minutes a 10,000 rpm y 4°C.

- Decantar, lavar la pastilla celular con 30-100 ml de sales
de medio minimo.

~ Centrifugar a 10,000 rpm a 4°C por 10 minutos.

~ Decantar con cuidado para no perdey pastilla celular.
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~ Resuspender la pastilla celular en 2 ml de .solucién
amortiguadora de extraccién.

- Poner la muestra a un tubo de plastico de 16 X 100 cortado
a una tercera parte y ponerlo en hielo.

- Sonicar la muestra en el sonicador por 3 minutos a 15
micrones de amplitud manteniendoc en hielo el tubo con la muestra.

~ Transferir el extracto a tubos eppendorf, centrifugar en
microcentrifuga por 3 minutos a 4°C.

- Recuperar el sobrenadante, ponerlo en un tubo eppendorf y
conservarlo en hielo.

- Conservar un poco del extracto para la determinacién de
proteina.

- Determinar GDH biosintética haciendo las siguienteé
reacciones:

DETERMINACION DE GDH BIOSINTETICA

Reactivos Reaccién Control Control Control Control
Completa -NH,Cl -actg -Antimic. -Extrac.

Sol.amort.ens, 200 pl 200 sl 200 pl 200 gl 200 4l

NH,C1 200 gl —=-m-- 200 pd 200 pl 200 pl
NADH 100 gl 100 xl 100 sl 100 pl 100 ul
HO mee——- 200 pl 100 ul 300 pl 200 pl
Extracto 200 pl 200 pl 200 ul 200 pl mmmeee
Antimicina 200 pl 200 pul 200 pl = —me-m-- 200 pl
a~cetoglut. 100 pul 100 pl = emem—— 100 ul 100 pl

- Hacer la determinacién enzimdtica de GDH biosintética de la
siguiente forma: en las celdas del espectrofotémetro preparar la

reaccién completa y de cada control, partiendo de cocteles, ajustar
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el cero con el control sin NADH, agregar el a-cetoglutarato a las
reacciones que lo llevan, mezclar y leer en el espectrofotémetro a
340 nm por 15 minutos, leer y graficar cada dos minutos cada
reaccién.

- Para determinar GDH catabblica se hacen las siguientes

reacciones:
DETERMINACION GDH CATABOLICA
Reactivos Reaccién control control
Completa -glutamato ~extracto
Sol.amort.ens. 200 ul 200 ul 200 pl
NAD{o NADP) 200 pl 200 pl 200 pl
H,0 aforar =  --—--- 200 ul 200 ul
Antimicina A 200 pul 200 pl 200 pl
Extracto 200 pl 200 gl 00000 eem———
Glutamato 200 gl 0000 =meeee 200 pul

- Determinar la actividad enzimdtica de GDH catabélica de la
siguiente forma: preparar la reaccién completa y de cada control en
las celdas del espectrofotémetro, partiendo de cocteies; ajustar el
cero con el control sin extracto, agregar el extracto a las
reacciones que lo llevan, mezclar y preincubar por 10 minutos a
temperatura ambiente, agregar el glutamato para iniciar la reaccién
y leer en el espectrofotémetro a 340 nm por 15 minutos, leyendo y
graficando cada dos minutos cada reaccién.

-~ Preparar los reactivos necesarios para las determinaciones
de GDH de preferencia el mismo dia, preparar las soluciones

amortiguadoras con anticipacién y Gnicamente agregar el 8-
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mercaptoetancl el mismo dfia a la solucién amortiguadora que lo

1lleva.

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE GDH.

1) BoluciSn amortiguadora de extracciénm.

2

-

3)

4)

5

—

6)

7)

-~

Tris HCl
Ajustar el pH a 7.6
B~-mercaptoetanol

10 mM

Solucién amortiguadora de reaceidn.

Tris HCl
Ajustar el pH a 7.6

NADH.
NADH

NADPH.
NADPH

Antimicina A.
Antimicina A
Etanol al 80 %

L-glutamato.
L-glutamato
Ajustar el pH a 7.0

NH,.CL.
NH,C1

a~-cetoglutarato.
a~cetoglutarato
Ajustar el pH a 7.6

250 mM

2.5 mM

0.24 mM
c.b.p.

250 mM

200 mM

200 mM

- Graficar los datos de actividades enzimdticas contra tiempo.

- Hacer las determinaciones de protefna por el método de

Lowry.
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-~ Calcular la actividad de GDH. Las actividades de la GDH
biosintética y catabblica se calculan igual.

cdloulos:

0.1 gmMOl ==—wwe=- 0.62 D.O.
X ======= 0o D.O.

X = umol/a T

[}

Xumol + o T Y pmol/min

"

Actividad enzimitica en
pmol/min/mgP.

Y pmol/min + Proteina en 200 ul

Datos necesarios:
1 pmol de NADH = 0.62 D.O.
a D.o. = Lectura de D.0O del punto lineal °

elegido de la grédfica menos lectura
del punto inicial,

arT = Tiempo del punto lineal elegido de
la grafica menos tiempo del punto
inicial.

- Calcular la actividad especifica restando la actividad en la
reaccién completa, a la actividad en la reaccién sin a-
cetoglutarato para la GDH biosintética y la actividad en la
reaccién completa menos la actividad de la reacci6n sin glutamato

para la GDH catabdlica.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALANINO
DESHIDROGENABA.

El procedimiento para la determinacién de la actividad de

alanino deshidrogenasa (ADH) biosintética y catabblica, es el mismo
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que para la actividad enzimatica de la glutamato deshidrogenasa, la
Gnica diferencia es que en las reacciones enzimiticas se usa 4cido
pirGvico en lugar de a-cetoglutarato en la determinacién de ADH
biosintética y alanina en vez de glutamato en la determinacién de
ADH catabélica.

Los cdlculos de la actividad enzimdtica de ADH son iguales que

los de la determinacién de la actividad de GDH.

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
ALANINO DESHIDROGENABA.

1) Acido pirfivico.

Acido piravico 200 mM
Ajustar el pH a 7.6

2) Alanina.

Alanina 250 mM

CONJUGACION.

En este procedimiento se requiere de una cepa donadora
(generalmente una cepa de E, coli que contiene e) pldsmido de
interés), una cepa receptora (en este caso cepas de R. phaseoli) y
un pldsmido ayudador (pRK2073), para que se lleve a cabo 1la
conjugacién (41). El procedimiento es el siguiente:

- Tomaxr con el aza una gran cantidad de células de una caja
con la cepa fresca, resuspender cada cepa por separado en un tubo
eppendorf estéril con 500 pl de agua.

- Centrifugar 2 minutos en microcentrifuga a temperatura
ambiente. Decantar.

- Resuspender en el volumen de agua estéril necesario para que
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todas las cepas tengan la misma concentracién aproximadamente.

- Mezclar, en un tubo eppendorf estéril, volimenes iguales de
la suspensién de células de las 3 cepas y hacer un control sin
plasmido ayudador.

- Centrifugar 2 minutos en microcentrifuga a temperatura
ambiente. Decantar.

- Resuspender la pastilla celular en el pequefio volumen que
queda en el tubo al decantar.

- Tomar el concentrado de células y ponerlo en una caja de
Petri con medio rico, esperar a que seque, incubar toda la noche a
29°C,

- Tomar con un aza una buena cantidad de la cruza y estriar
para aislar colonias en cajas Petri con medio rico con los
antibiéticos a los cuales presenta resistencia la cepa receptora y
el plasmido introducido, en medio rico con antibiéticos para la
cepa donadora y en un medio selectivo si se requiere.

~ Tomar varias colonias aisladas y probar su fenotipo en
diferentes medios.

- Extraer DNA de plasmido para comprobar que se encuentre en

la cepa receptora.

EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDO,

Se utilizé el método de lisis alcalina (91). El procedimiento
es el siguiente:

- Con la cepa fresca que contenga el plasmido, sembrar 5 ml de

medio rico con los antibiéticos a los cuales presenta resistencia
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la cepa en cuestién, especialmente a los que confiere resistencia
el plésmido.

~ Incubar con agitacién de 12 a 18 horas (hasta que el cultivo
alcance la saturacién) a la temperatura de crecimiente del
nicroorganismo.

- Centrifugar en microcentrifuga a temperatura ambiente, 1.5
ml del cultivo, para pladsmidos de alto nGmero de copias, y 5 ml del
cultive para pldsmidos de bajo nfimero de copias.

- Retirar el sobrenadante por aspiracién para dejar 1la
pastilla celular lo mis seca posible.

- Resuspender la pastilla celular en 100 ul de una solucién
fria y recién preparada de: Glucosa 50 nM, EDTA 10 mM, Tris 25 mM
pPH 8 ¥ 4 mg/ml de lisozima.

- Reposar 5 minutos a temperatura ambiente.

- Agregar 200 pl de una solucién fria y recién preparada de
NaOH 0.2 Ny SDS 1 %. Agitar invirtiendo el tubo rdpidamente 2 o 3
veces.

~ Reposar en hielo 5 minutos.

Agregar 150 gl de una solucién fria de acetato de potasio.

Agitar en vortex 2 segqundos.

Reposar 5 minutos en hielo.

Centrifugar 10 mirutos a temperatura ambiente,

- Transferir el sobrenadante a un tube limpio cuidando de no
llevar debris celular.

~ Agregar 1 volumen de una solucién de fenol - cloroformo -

alcohol isoamflico (25/24/1), agitar en vortex.
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- Centrifugar 2 minutes a temperatura ambiente.
~ Recuperar la fase acuosa.
- Agregar 1 volumen de una solucién de cloroformo - alcohol
isoamilico, agitar en vortex.
- Centrifugar 5 minutos a temperatura ambiente.

- Recuperar la fase acuosa.

Precipitar agregando 2 volimenes de etanol absoluto. Agitar.

- Reposar 2 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar 5 minutos a temperatura ambiente.

- Decantar y agregar 600 pzl de etanol al 70 %.

- Decantar y secar el DNA con vaclo.

- Agregar 50 ul de solucién tris 10 mM EDTA 1 mM pH 8 y 2 pl
de RNAasa (concentracién 10 mg/ml).

- Determinar la pureza y concentracién del DNA en un gel de

agarosa al 1 %.

80LUCIONES NECESARIAB PARA LA EXTRACCION DE DNA DE PLABMIDO.
1) Bolucién de glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, tris 25 mM y
lisozima 1 mg/ml. Esta soluciSn se prepara a partir de soluciones
concentradas y se enfria por algunos wminutos. La lisozima se
disuelve en la solucién fria antes de usarse.
SOLUCIONES CONCENTRADAS.
a) Glucosa 1.0 M
b) EDTA 0.5 M
¢) Tris 2.0 M
2) Dodecil sulfato de sodio (8DS) 20 %.
sDS 20 %

El sSDS se disuelve en aqgua estéril, agitando en un
agitador magnético. Para aforar es necesario esperar a que



44

desaparezcan las burbujas. No debe esterilizarse en autoclave.

3) Bolucién NaOH 0.2 N y 8D8 1%.

Esta soluci6én también puede prepararse a partir de
soluciones concentradas. La solucién de NaOH debe prepararse méximo
una semana antes de usarse.

S8OLUCIONES CONCENTRADAS.

a) NaOH 10 N
b) DS 20 %

4) 8olucidén de acetato de potasio.

Se preparan 60 ml de acetato de potasio 5 M, se agregan
11.5 ml de &cido acético glacial y 28.5 ml de agua. La solucién
resultante es de 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al
acetato y tiene un pH aproximado de 4.8.

5) Fenol saturado.

El fenol se licGa a 68-70°C, se pone en un destilador y
se calienta aproximadamente a 160°C, se eliminan las cabezas y
colas de la destilacién. El fenol destilado se pone en frascos
&mbar y se guarda a -20°C.

Para saturar el fenol se requiere que esté liquido, se le
agrega tris 1 M pH 8 1:1 v/v y se agita con un agitador magnético
en frio durante 24 horas haciendo varios cambios de tris durante el
dia. Se deja que se separen las dos fases y se retira la fase
acuosa. Se agrega tris 0.1 M pH 8 y se agita por 1-2 horas més. Se
retira la mayor cantidad de fase acuosa y el fenol se guarda en
alfcuotas a =-20°C.

6) Fenol - cloroformo - alcohol iscamilico (25/24/1).
Se mezclan 25 ml de fenol saturado, 24 ml de cloroformo
Yy 1 ml de alcohol isoamilico, se almacena en frasco ambar a 4°C.

7) 8olucién tris 10 mM-EDTA imM pH 8 (T.E. 10~1).
Esta solucién se prepara a partir de soluciones
concentradas que se han ajustado a pH 8.

SOLUCIONES CONCENTRADAS

Tris 2.0 M
EDTA 0.5 M
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8) RNAasa 10 mg/ml.

RNAasa 30 mg
Tris 2 M pH 7.5 15 pl
H,0 2.985 ml

Se mezcla todo y se hierve a bafio Ma. por 10 minutos. Se
deja enfriar y se almacena en alicuotas a -20°C.

GEL DE AGAROBA.

Los geles de agarosa (91) se usan para estimar la cantidad y
pureza del DNA extrafdo en cualguiera de los métodos descritos, asi
como para observar los patrones de restriccién de DNA digerido con
enzimas de restriccién y transferirlo a filtros de nitrocelulosa en
caso necesario. El procedimiento en general es el siguiente:

- Determinar la concentracién de agarosa necesaria para
obtener la mejor resolucién de los fragmentos que se deseen separar
(por lo general se prepara al 1%).

- Disolver 1la agarosa en la solucién amortiguadora TBE 1X
calentando en horno de microondas o en mechero.

- Agregar 10 gl de una solucién concentrada de bromuro de
etidio por cada 100 ml de agarosa.

- Enfriar por lo menos a 55°C antes de preparar el gel para
que no se deformen las charolas para los geles horizontales o no se
rompan los vidrios para los geles verticales.

- Rapidamente introducir en la agarosa tibia el peine del
tamafio elegido.

- Esperar a gue el gel esté sélido y retirar el peine.

- Poner el gel dentro de la cémara de electroforesis con
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solucién amortiguadora 1 X.

- Agregar a las muestras la mezcla de parar.

~ Poner el marcador de peso y las muestras dentro de cada pozo

del gel.

~ Conectar los cables de la c&mara de electroforesis a la

fuente de poder,

~ Correr el gel a 100 volts a temperatura ambiente hasta 1.5

cm antes de la orilla inferior.
- Observar el gel con luz ultravioleta.

SOLUCIONES NECESARIAS PARA LA ELECTROFORESIS.

GEL DE AGAROSA.

Agarosa 1%
B.T.B.E.1 X c.b.p.

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS BORRTOB 10 X (B.T.B.E. 10X).

1000.0 ml
Tris base 54.0 g
Acido bérico 27.5 g
EDTA 0.5 M pH 8 20.0 ml

La solucidn amortiguadora 1 X se prepara a partir de 1la
solucién amortiguadora concentrada.

MEZCLA DE PARAR (STOP MIX).

Azul de bromofenol 0.25 %
Xilene cianol 0.25 %
Ficoll tipo 400 15.00 %

Esta mezcla da consistencia al DNA y lo mantiene en el fondo
del pozo del gel, a su vez permite observar el recorrido del DNA,
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S8OLUCION CONCENTRADA DE BROMURO DE ETIDIO.

Bromurc de etidio 10 mg/ml

EXTRACCION DE DNA TOTAL.

Esta técnica se usa para extraer DNA total de E. coli y de
Rhizobjum y puede usarse para algunas otras bacterjas (91), el
procedimiento ligeramente modificado es el siguiente:

~ A partir de la cepa crecida recientemente en caja Petri,
sembrar con una azada de células 5 ml de medio rico con los
antibiéticos a los cuales presenta resistencia,

~ Incubar entre 12 y 24 horas (hasta que el cultivo alcance la
saturacién) con agitacién y a la temperatura de crecimiento del
nicroorganismo.

- Centrifugar en microcentrifuga los 5 ml de cultivo.

- Aspirar el sobrenadante para dejar la pastilla celular lo
mis seca posible. )

- Resuspender la pastilla celular en 1 ml de T.E. 50~20 pH 8,
para lavar.

- Centrifugar 2 minutos en microcentrifuga a temperatura
ambiente,

- Resuspender la pastilla celular en 482 pl de T.E. 50-20 pH
8, 15 pl de SDS 20 % y 3 ul de proteinasa K con una concentracién
de 20 mg/ml. Mezclar por inversién.

- Incubar 1 hora a 37°C.

- Romper las células succionando 3 o 4 veces con una jeringa
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de 1 ml.

- Extraer 2 veces con un volumen igual de una solucién de
fenol - cloroformo - alcohol iscamflico. Agitar hasta obtener una
emulsidn.

-~ Centrifugar 2 minutos a temperatura ambiente.

- Recuperar la fase acuosa, fase superior.

- Extraer 2 veces con un volumen igual de una solucién de
cloroformo - alcohol isoamilico.

~ Centrifugar 5 minutos.

- Recuperar la fase acuosa, fase superior.

- Precipitar con dos voltmenes de etanol absoluto, mezclar por
inversién y reposar por 2 horas a -20°C.

- Centrifugar 15 minutos a 4°C.

- Lavar el DNA con 600 ul de etanol al 70 %.

- Centrifugar 5 minutos.

~ Decantar con cuidado y secar el DNA con vacio.

Resuspender en 100 pl de solucién T.E. 10-1 pH 8.
- Adicionar 2 pl de RNAasa (solucién concentrada 10 mg/ml).
- En preparaciones de este tipo se obtienen aproximadamente

130 ug de DNA.

BOLUCIONES NECEBARIAS PARA LA EXTRACCION DE DNA TOTAL.

1) 8olucién tris 50 nM EDTA 20 mM pH 8 (T.E. 50-20).
Esta solucién se prepara a partir de soluciones concentradas
de pH 8.

BOLUCIONES CONCENTRADAS
Tris HCl 2.0 M
EDTA 0.5 M
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2) Dodecil sulfato de sodio (8DS) 20 %.
sDS 20 %
T.E. 50-20 c.b.p.
3) Proteinasa X 20 mg/ml.

Proteinasa X 20 nmg/ml
T.E. 50-20 c.b.p.

Predigerir a 37°C por 1 hora. Almacenar en alicuotas a -20°C.

4) Fenol - cloroformo - alcohol isoamilico (25/24/1).

Descrito en el procedimiento de la extraccién de DNA de
plasmido.

5) Bolucidén tris 20 mM EDTA 1 mM pH 6 (T.B. 10-1).

Descrito en el procedimiento de la extraccién de DNA de
plésmido.

6) RNAasa 10 mg/ml,

Descrito en el procedimiento de la extraccién de DNA de
plésmido.

DIGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE REBTRICCION.

La digestién de DNA se 1lleva a cabo por las enzimas de
restriccién cuando reconocen la secuencia de bases especifica en
donde pueden cortar el DNA, produciendo fragmentos de diferentes
pesos, Estas enzimas se conocen como endonucleasas, cada una tiene
caracteristicas def inidas reconociendo sitios especificos y reciben
su nombre por el microorganismo del cual se extraen (91).

Las enzimas usadas en este trabajo son:

EcoR1, Aislada de Escherichia coli RY13, la secuencia que
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recohoce es:

5/ ~ GIAATT C - 3¢
3 -~ C TTAAIG ~ 5f

BamH1. Aislada de PBacillus amyloliquefaciens H, 1la

secuencia gue reconoce es:

5’ - GIGATC C ~ 3/

3 - C CTAGIG -~ 57

La concentracién de las enzimas se expresa en unidades por
mililitro, en donde una unidad es la cantidad de enzima que digiere
un microgramo de DNA en una hora. Comercialmente las enzimas son
vendidas por unidades y en el envase se indica el contenido en
unidades por volumen.

Estas enzimas reguieren de una solucién amortiguadora
especifica en la reaccién que generalmente viene incluida
comercialmente con cada enzima a una concentracién de 10 X (Sol. 10
X).

Raaccién de digestién:

DNA 1 ug

Sol. 10 X 1/10 del volumen total

Enzima 1 unidad/ug de DNA

H0 Para aforar al menor volumen posible

Hecha la mezcla se agita para homogeneizar y se incuba a la

temperatura de reaccién éptima de cada enzima par lo menos por una
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hora.
Al término‘ de la reaccién se hace un gel de agarosa para
checar el grado de digestién y la reacecién puede inactivarse

calentando la muestra a 65°C durante 5-10 minutos.

TRANSFERENCIA DE DNA TIPO BOUTHERN.

Para transferir el DNA de un gel de agarosa a una membrana de
nitrocelulosa o nylon se utilizé un procedimiento modificado de la
transferencia por el método de Southern (91, 129) para obtener dos
copias de un mismo gel, el procedimiento es el siguiente:

- Digerir el DNA deseado con la enzima de restricecién
requerida y correr el gel de agarosa poniendo en un carril, de
preferencia en el primero, un marcador de peso como DNA de fago
lambda digerido con la enzima de restriccién Hind III o Ladder de
1 Kb.

- Retirar el gel de la c&mara, usando guantes, una vez gque
terminé la electroforesis, marcar el gel‘de un extremo haciendo un
corte en una de las esquinas inferiores.

- Observar el gel con luz ultravioleta y tomar una fotografia
poniendo una regla fluorescente en un extremo, de preferencia cerca
del marcador de peso.

- Poner el gel en una charola y practicar el siguiente
procedimiento:

1) Agregar una solucién de HCl 0.25 N a que cubra el gel
agitando suavemente durante 15 minutos para que suceda una

depurinacién &cida.
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2) Retirar la solucién y enjuagar con agua.

3) Agregar una solucién de NaOH 0.5 M + NaCl 1.0 M a que cubra
el gel agitando suavemente durante 45 minutos para que ocurra una
desnaturalizaci6n alcalina.

4) Retirar la solucién anterior y agregar una solucién de tris
0.5 M pH 7.5 + NaCl 1.5 M a que cubra el gel agitando suavemente
por 45 minutos o mis para neutralizar. Enjuagar con agua.

- Hervir 5 minutos los filtros de nitrocelulosa (Schleicher &
Schuell de 0.45 um) para eliminar la capa de detergente que tienen
en la superficie.

~ Poner los filtros en una solucién salina de citratos 6 X
(SSC) por un momento.

- Tomar el gel con guantes y ponerlo sobre un vidrio, tomar un
filtro de nitrocelulosa y ponerlo sobre el gel en un solo
movimiento, cuidar que no queden burbujas entre ellos.

- Poner 3 capas de papel absorbente sobre el filtro y después
8-10 cm de servitoallas dobladas a la mitad y un vidrio.

- Invertir todo el paquete, quitar el vidrio que est4d en
contacto con el gel y poner un filtro de nitrocelulosa. Repetir el
procedimiento del inciso anterior.

~ Al final poner un matraz con 1 litro de agua sobre el vidrio
superior.

- Al dia sigulente retirar las servitoallas y el papel
absorbente, tomar los filtros con guantes y marcar los carriles con
boligrafo antes de separarlos del gel, también se puede marcar el

nlmerc del gel, la fecha, etc.. Retirar los filtros con cuidado y
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ponerlos entre servitoallas para secar en el horno de vacio a 80°C
durante 2 horas. Guardar en una bolsa de pldstico hasta el momento

de usarse.

SOLUCION SALINA DE CITRATOS 20 X (88C).

H,0 aforar a 1000 ml
Nacl 175.3 g
Citrato de sodio 88.2 g

MARCAJE RADIACTIVO DE DNA.

El DNA se marca con P por un procedimiento de corte y
reparacién de DNA (Nick Translation) (Rigby 1977), para esto se usa
un estuche comercial y acTP-’p, la descripcién de la técnica se
incluye en un pequefio manual que se incluye en el estuche. En este
procedimiento es necesario trabajar con algunas protecciones para
evitar la exposicién a las radiaciones B. Para esto se requiere de
una mampara de acrilico, guantes desechables, papel protector y
papel aluminio para la mesa de trabajo, caja de acrilico para
‘desechos s6lidos, frascos irrompibles para desecho de liquidos y de
ser posible un mandil de plomo. La reaccién se hace en un tubo
eppendorf nuevo estérilizado.

- Reaccién:

DNA 10-50 ng

H;0 aforar a 50 kl
Sol.1 estuche 10 gl

Sol.2 estuche 10 ul

3p-CTP 10 pei

- Agitar el tubo y centrifugar 30 segundos en la
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microcentrifuga.

- Poner el tubo en un bafioc de agua a 12-14°C por 2 horas.

= Preparar una columna en una jeringa de 1 ml con un poco de
fibra de vidrio en el fondo, empacar hasta la marca de 1 ml con
resina hidratada Sephadex G-75.

- Equilibrar la resina con 5 ml de solucién amortiguadora para
la reaccidn de corte y reparacién.

- Al termino de la reaccién agregar a la muestra 250 pl de
solucién amortiguadora para la reaccién de corte y reparacién,
mezclar y poner en la columna todo el volumen, dejar salir todo el
liquido. Agregar 600 ul de solucién amortiguadora para la reaccién
de corte y reparaci6n a la columna y recolectar todo el liquido, en
esta fraccién se recupera el DNA marcado.

- Guardar el DNA marcado a =-20°C dentro de una caja de

acrilico especial para compuestos radiactivos.

SOLUCIONES DEL ESTUCHE DE CORTE Y REPARACION DE DNA.
1) Solucién 1.

Solucién amortiguadora: tris pH 7.8, Mgcl,, 2~
mercaptoetanol.

NucleStidos: d ATP 100 gm, d GTP 100 gm, d TTP
100 pgm.
2) Bolucién 2.

Solucién amortiguadora: tris pH 7.5, MgCl,, glicerol,
albimina sérica bovina.

Enzimas: 5 unidades/10 ul de DNA polimerasa
1.
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SOLUCION AMORTIGUADORA PARA LA REACCION DE CORTE ¥ REPARACION.

Tris 10 mM pH 8
NaCl 100 mM
EDTA 1 mM pH 8
SDS 0.01 %

Esta solucién amortiguadora puede prepararse a partir de
soluciones concentradas y almacenarse a temperatura ambiente.

HIBRIDIZACION.

Para detectar secuencias en el DNA gendmico homélogas al DNA
usado como detector, se puede hacer una hibridizacién. Este
procedimiento se lleva cabo en dos etapas, una etapa preparativa
llamada prehibridizacién y la otra etapa llamada hibridizacién en
donde se pone en contacto el DNA marcado radiactivamente usado como
detector o probador con el DNA adherido al filtro de nitrocelulosa
(91). Los componentes de la solucién, asi como la temperatura de
incubacién, se modifican de acuerdo al grado de homologia entre el
problema y el detector, de manera que existen condiciones de
hibridizacién relajadas, intermedias y estrictas. En este trabajo
las condiciones de hibridizacién son estrictas pues los detectores
son homélegos a los problemas.

PREHIBRIDIZACION.

- Humedecer los filtros de nitrocelulosa en solucién 6 X SsC
Y ponerlos en una bolsa de polietileno.

- Agregar 1 ml por carril de una solucién que contiene:

8sC 6 X
Denhardt’s 10 X
Tris HC1 pH 7.5 10 mM

DNA timo de ternera 50 pg/ml
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NOTA: Hervir el DNA de timo de ternera 5 minutos en bafio Ma. y
enfriar réapidamente en hielo por 5 minutos antes de agregar a la
solucién.

-~ Sacar todas las burbujas de la bolsa y sellarla conh calor.

- Incubar la bolsa a 65°C por lo menos 2 horas, se puede
incubar toda la noche asegurindose que la bolsa esté perfectamente
sellada para evitar que se evapore el liguido.

HIBRIDIZACION.

~ Trabajar con las mismas protecciones gue para el marcaje del
DNA.

- Usando guantes desechables, sacar de la bolsa toda la
solucibén de prehibridizacién por un pequefio corte hecho en una
esquina de la bolsa.

- Poner la bolsa tras la mampara de acrilico y agregar 0.5 ml

por carril de la siguiente solucién:

ssc 6 X
Denhart'’s 10 X

Tris HCl pH 7.5 10 mM

DNA timo de ternera 50 pg/ml

DNA 2p 1.5%10° c.p.m.

NOTA: Hervir el DNA de timo de ternera y del probador marcado,
durante 5 minutos a bafio Ma., enfriar rapidamente en hielo por 5
minutos antes de agregar a la solucién.

- Sacar todas las burbujas de la bolsa cuidando que no quede
ninguna entre el gel y la bolsa, sellar con calor perfectamente
para gue no haya fugas.

- Incubar los filtros, dentro de una caja de acrilico, a 65°C

por toda la noche.



57

- Poner la bolsa y un contenedor para liquidos radiactivos
tras la mampara de acrilico . Sacar toda la solucién de
hibridizacién haciendo un pequeifio corte en la bolsa (desechar en el
contenedor), por el mismo corte agregar 10 ml de solucidén SSC 0.1
X a temperatura ambiente, enjuagar desechando la solucién en el
contenedor.

- Cortar la bolsa en tres de sus lados, usando guantes, sacar
el filtro, ponerlo en un recipiente con solucién 0,1 X SSC + 0.1 %
Sbs a 55°C por 30 minutos,

NOTA: A partir de este paso se puede trabajar sin protecciones,
usando los guantes solamente para nc contaminar el filtro con
nuestras manos.

- Monitorear el filtro con el contador Geiger para determinar
la cantidad de radiactividad presente después del lavado. Repetir
los lavados hasta que los filtros queden limpios, esto se determina
monitoreando las esquinas del filtro.

=~ Lavar el filtro con una solucién 0.1 X SSC por 15 minutos a
temperatura ambiente.

- Secar el filtro entre servitocallas a temperatura ambiente o
a 65°C por 5 minutos.

- Montar el filtro seco sobre una cartulina o un papel grueso
y cubrirlo con un protector plastico (Kleen pack), cuidar que no
gueden arrugas,

- Poner el cartén con el filtro en un cassette para
radiografia. En un cuarto obscuro poner 2 placas de radiografia

sobre el cartén, cerrar perfectamente el cassette, conservarlo en
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un congelador a -70°C por lo menos durante 1 dia.
- Revelar una de las placas de radiografia. Volver a congelar

- el cassette en caso necesario.

SOLUCIONES NECESARIAS PARA LA HIBRIDIZACION.
1) Bolucién salina de citratos 20 X.

Descrito en el procedimiento de la transferencia de DNA tipo
Southern.

2) Denhardt’s 50 X.

H,0 aforar a 500 ml
Ficoll tipo 400 5 g
Polivinilpirrolidona 5 g
AlbGmina sérica bovina fraccién v 549

Filtrar por filtro de 1.2 u. Alicuotar y almacenar a -20°C.

3) DNA de timo de ternera.
DNA timo de ternera 10 mg/ml

Disolver el DNA agitando por 2 a 4 horas en un agitador
magnético a temperatura ambiente, Pasar la solucidn de DNA varias
veces por una jeringa desechable con una aguja lo més delgada
posible. Hervir la solucién en bafio Ma. por 10 minutos. Leer la
densidad 6ptica en el espectrofotémetro a 260 nm contra un blanco

de agua para conocer la concentracién exacta, Alicuotar y almacenar
a =20°C.

4) Revelador y fijador Rodak (cat. 150-1859).

SIMBIOSIS R. phaseolj - Phaseolus vulgaris (FRIJOL).

Para observar el comportamiento de las cepas durante la
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simbiosis con el frijol, se hace el crecimiento de las plantas en
macetas llenas con verniculita como soporte, regadas con una
solucién de sales sin nitrégeno (21) e infectadas con la bacteria.
El procedimiento es el siguiente:

- Esterilizar en autoclave 2 o mas charolas de aluminio con 3
capas de servitoallas y una de sanitas en el fondo, humedecidas con
agua, cubiertas con papel aluminio.

- Tomar = 200 g de frijol Negro jamapa quitando todo el que
esté roto, arrugado, sea de otra especie, etc.

- Lavar el frijol con agua.

- Escurrir y agregar etanol al 80 %. Reposar durante 5
minutos.

- Enjuagar varias veces con agua estéril.

- Agregar hipoclorito de sodio al 50 %. Reposar 15 minutos.
Escurrir.

- Agregar hipoclorito de sodio al 20 %. Reposar 20 minutos.
Escurrir.

- En condiciones de esterilidad, enjuagar con agua estéril
hasta que desaparezca el olor a cloro.

~ Remojar en agua, dentro de un &rea estéril, por 1 o 2 horas.

- Tomar los frijoles con pinzas flameadas y acomodarlos en las
charolas estériles con una separacién de 1.5 cm entre cada uno.
Germinar 3 veces més cantidad de los frijoles necesarios. Tapar las
charolas con el mismo papel aluminio.

- Incubar a 26 ~ 30 °C durante 3 dias para que germinen las

semillas.
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- Usar macetas de 15 cm de alto por 22 cm de didmetro
superior. Llenar las macetas con verniculita, apretando un poco
para que quede compacta. Tapar cada maceta con un plato del nimero
9 con 6 orificios de 2 cm de didmetro distribuidos simétricamente.
Asegurar el plato a la maceta con cinta adhesiva gruesa. Tapar cada
ocrificio con un poco de algodén.

- Esterilizar las macetas en autoclave por 1 hora.

- Preparar el medio nutritivo para las plantas y
esterilizarlo.

- Poner un frijol germinado, después de tres dias de
incubacién, en cada orificio del plato que tapa a las macetas,
introduciéndolo solamente a 1 cm de profundidad, cuidando que no se
rompa.

- Regar las macetas con 500 - 800 ml de medio (83 - 133 ml por
orificio).

- Infectar los frijoles con la cepa que se quiere probar a los
cuatro dias de su estancia en la maceta.

- A partir de las cepas a probar recientes estriadas en caja,
sembrar un matraz con 100 ml de medio rico y antibiéticos, incubar
a 30°C 200 rpm por 16 ~ 18 horas.

- Centrifugar el cultivo a 4°C por 10 minutos a 10,000 rpm.

- Lavar la pastilla celular con 50 ml de agua estéril.

- Centrifugar el cultivo a 4°C por 10 minutos a 10,000 rpm.

- kesuspender la pastilla celular en 6 ml de agua estéril.

- Hacer una dilucién de 200 veces y leer a 540 nm en el

espectrofotémetro contra un blanco de agqua.
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~ Calcular el volumen necesario para infectar cada frijol con
1-D.0. en un volumen entre 0.5y 1 ml.

- Dejar una maceta como control sin infectar y otra sin
infectar pero con nitrégeno.

- Regar cada planta del control con nitrégeno, con 5 ml de KNO,
50 mM al cuarto dia que se infectaron las otras plantas.

- Regar las macetas con 500 ml de medio Fahraeus una semana y
otra semana con 500 ml de agua.

- A la cuarta semana de crecimiento regar nuevamente el
control con nitrégenc con la misma cantidad de nitrato de potasio.

~ Sacar las plantas de la maceta cuando tengan entre 24 y 31
dias de crecimiento, sacar cada planta con parte de su raiz y hacer

las determinaciones requeridas.

MEDIO FAHRAEUS.
Este medio se prepara concentrado y debe diluirse vy
completarse antes de usarse. La razén de hacerlo concentrado es
porque se requiere de un gran volumen total para regar las plantas,
y resulta més practico esterilizar el agua y después diluir el
medio.
SOLUCION CONCENTRADA DE SALES 1000 X
NaH,PO, + H,0 1.
KH,PO, 0.
MgS0, *+ 7 H,0 o.

228

Esterilizar en autoclave.
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CaCl; 1000 X PARA MEDIO PRAHRAEUS.

caCl, + 2H,0 0.7 M

Esterilizar en autoclave.

FeCl, 1000 X PARA MEDIO FAHRAEUS.
FeCl, 0.0005 %

Esterilizar por filtracién y conservar en refrigeracion.

SOLUCION 21000 X DE ELEMENTOS TRAZA (GIBSON) PARA MEDIO
FAHRAEUS.

500 ml
H,B0, 1.430 g
Mnso, « 4H,0 1.015 g
Znso, + TH0 0.110 g
Cuso, + 5H,0 0.040 g
NaMoO, + 2H,0 0.050 g

Preparar la solucién con anticipacién y almacenar en
frasco &mbar en refrigeracién, esterilizar en autoclave sclamente
la cantidad necesaria.

MEDIO FAHRAEUS COMPLETO.
Para preparar el medio final se usan las soluciones
concentradas, por cada litro de medio se agregan 1 ml de solucién

de sales, 1 ml de la solucién de flerro, 1 ml de la solucifn de
calcio y 1 ml de la solucién de los elementos traza.

S8OLUCION 100 X DE LA FUENTE DE NITROGENO.

KNO, 10 m1

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA EN NODULOS.

Para conocer la actividad enzimdtica de la nitrogenasa
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presente en los nédulos de la raiz de la planta, se determina la
cantidad de etileno producido de la reduccién del acetileno por la
accién de la enzima (21, 138). El procedimiento es el siguiente:

- Sacar cada planta de la maceta con parte de su raiz.
Sacudirla para quitar la verniculita, cortar la raiz.

- Meter las plantas de una maceta en una bolsa de papel de
estraza de tamafio adecuado.

- Secar las plantas a 55°C por 2 o 3 dias. Pesarlas.

- Meter la raiz de dos plantas en un frasco de vidrio de 200
ml, taparlo con un tapén vacutainer.

- En un matraz aparte hacer una reaccién de carburo de calcio
con agua para producir acetileno:

Cac, + 2H;0 =m-—-== > CHeCH + Ca(OH),

- Con una jeringa tomar 3 ml del acetileno formado e
inyectarlos al frasco que tiene la rafz. En este momento empezar a
contar el tiempo.

- Transcurrida una hora, tomar 1 m) del gas de la botella e
inyectarlo en un tubo vacutainer.

- A las dos horas tomar otro mililitro y ponerlo en otro tubo
vacutainer.

- Hacer 21 mismo procedimiento en un frasco sin raiz para
usarlo como control.

- Analizar la composicién de la mezcla de gases en un
cromatégrafo de gases con una columna Porapak "N" de 80/100 2
metros por 1/8" S.S. de Varian,

~ Las condiciones de operacién del cromatégrafo varian de un
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eqguipo a otro, en este caso particular son:

Temperatura de la columna 105°C
Temperatura del inyector 110°C
Temperatura del detector 110°C

Mezcla de gases:

Nitrégeno 30 ml/min
Hidrégeno 30 ml/min
Aire 300 ml/min

- Los datos obtenidos en el cromatégrafo son % de &rea, tiempo
de retencién y &rea bajo la curva. Los picos se identifican
facilmente por su tiempo de retencién.

- Sacar la raiz del frasco y desnodular, poner los nédulos de
cada botella en un tubo, un tubo por cada botella, al término de
las reacciones de nitrogenasa.

- Secar los nédulos a 55°C por 2 o 3 dias.

- Pesar los nédulos secos.

- Calcular el % de etileno por hora por gramo de nédulo, para
ello tomar la lectura de la reaccién a las dos horas, dividir entre
dos para obtener el resultado en una hora y dividir entre el peso
seco de los ndédulcs de esa muestra. Con los datos de cada muestra
hacer un promedioc para obtener los resultados por cepa Yy por

condicién.

DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LOS BACTEROIDES DEL NODULO.

- Tomar al azar algunos nédulos de cada cepa y ponerlos en
agua por 5 minutos.

- Trabajar en &rea estéril de aqui en adelante.

- Decantar con cuidado, agregar una solucién de hipoclorito de
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sodio al 20%, reposar por 5 minutos.

- Decantar con cuidado, enjuagar con agua estéril por 1o menos
5 veces.

- Tomar un nédulo con unas pinzas flameadas, escurrirlo y
rodarlo por una pequefla parte de una caja Petri con medio rico con
los antibiéticos de resistencia de la cepa.

-~ Apretar el nédulo con las pinzas para romperlo, esparcir un
poco su contenido sobre la caja. Poner el nédulo a un lado porgue
se produce un color negro en la incubacién y puede interferir para
apreciar las colonias.

- Incubar las cajas a 29°C durante 2 o 3 dfas.

- Escogef las colonias m&s aisladas y picarlas en cajas Petri
con diferentes medios para checar el fenotipo de las bacterias

contenidas en el nédulo.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Las cepas mutantes de R. phaseoli, llamadas LMO01, LM1l y LM13,
fueron obtenidas en el laboratoric del Dr. Calderén}mediante una
mutagénesis con un transposén (ThS) y fueron seleccionadas por su
incapacidad para crecer en glutamina como fuente de nitrégeno y
carbono. Estas mutantes estan alteradas tanto en la utilizacién de
la glutamina como del glutamato.

En experimentos previos, se caracterizaron estas mutantes en
cuanto a su capacidad para crecer en un medio minimo con diferentes
aminodcidos como fuente de nitrégeno y carbono y en medio minimo
con el aminodcido mds una buena fuente de carbcno como succinato.

Analizando las curvas de crecimiento de las mutantes en los
diferentes medios, se observé que la mutante LMO1 no crece en medio
minimo con glutamina o con glutamato como fuente de carbono y
nitrégeno ni en medio minimo glutamato mds succinato como fuente de
carhono, que crece mal en alanina y asparagina como fuente de
carbono y nitrégeno pero que en medio rico (Py) crece como la cepa
silvestre, asi como en los medios minimos con glutamina, alanina,
aspartato y amonio, como fuentes de nitrégeno, mds succinato como
fuente de carbono. Se observé que la mutante LM01 es diferente a
las mutantes IM11 y LM13, ya que estas mutantes si fueron capaces
de crecer en nedio minimo glutamato mds succinato y ambas
presentaban un fenotipo muy similar, ya gque no se observaron
diferencias significativas entre sus crecimientos en los diferentes

medios.
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Con base en el andlisis de las cinéticas de crecimiento, se
propuso gue las mutantes podrian estar alteradas en la degradacién
del glutamato porque la glutamina y otros aminodcidos se degradan
a esqueletos de carbono a través de dar glutamato como producto
intermediario. Por lo tanto, se decidié hacer las determinaciones
de las actividades enzimdticas de algunas de las enzimas que
participan en el catabolismo del glutamato y que se pensé podrian
estar afectadas por las mutaciones, asi, se hicieron las
determinaciones enzimdticas de dos enzimas, 1la glutamato
deshidrogenasa (GDH) y la alanino deshidrogenasa (ADH).

La actividad enzimdtica de la GDH se determiné por su
actividad biosintética y por su actividad catabblica. En los
resultados reportados en las tablas 2 y 3 se puede observar que las
mutantes IM11l y LM13 presentaron una actividad de GDH biosintética
y catab6lica muy similar a la que present6 la cepa silvestre,
mientras que la mutante LMO1 tuvo aproximadamente la mitad de la
actividad de ambas determinaciones con x:especto a la misma cepa.

En cuanto a la actividad enzimitica de la ADH biosintética y
catabélica, podemos ver que las tres mutantes presentaron
aproximadamente la mitad de la actividad con respecto a la cepa

silvestre (Tabla 4 y 5).
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TABLA 2.
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GDH BIOBINTETICA

DE LAS MUTANTES LMO1, LM11 Y LM13 Y LA CEPA BILVESTRE DE
Rhigobium phaseoli.

ACTIVIDAD ESPECIFICA’

CEPA
nmol/min/mg P
CE3 25.57
M0l 13.139
IM11 35.84
LM13 37.40

* La actividad de GDH biosinté&tica se determiné a las ocho horas de
crecimiento en medio minimo glutamato.

TABLA 3.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GDH CATABOLICA DE
LAS MUTANTES LMO1, LM1l y LM13 Y LA CEPA SILVESTRE DE
Rhizobium phaseoli.

ACTIVIDAD ESPECIFICA’

CEPA

nmol/min/mg P
CE3 6.85
LMO1 2,91
LM11 6.57
LM13 6.61

* La actividad de GDH catabblica se determind a las ocho horas de
crecimiento en medio minimo glutamato.
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TABLA 4.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ADH BIOSINTETICA DE
LAS MUTANTES LMO1l, LM11 Y LM13 Y LA CEPA SILVESTRE DE
Rhizobium

p};ngeoli.

ACTIVIDAD ESPECIFICA'

CEPA

nmol/min/mg P
CE3 154.86
LMO1 70.99
LM11 82,54
LM13 88.20

La actividad de ADH biosintética se determind a las 8 horas de

crecimiento en medio mfnimo alanina.

TABLA 5.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ADH CATABOLICA DE
LAS MUTANTES LMO1, LM11 Y LMi3 Y LA CEPA BILVESTRE DE

Rhigobium phaseocldi.

ACTIVIDAD ESPECIFICA'

CEPA

nmol/min/mg P
CE3 39.72
LMO1 4.91
LM11 4,33
LM13 4,67

° La actividad
crecimiento en

de ADH catabSlica se determiné a las 8 horas de
medio minimo alanina.
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Los resultados obtenidos de las actividades de la GDH sugieren
que las actividades biosintética y catabbélica son catalizadas por
la misma enzima ya que su actividad varfa en la misma relacién en
las diferentes cepas de Rhigzohium, de igual manera sucede con las
actividades de la APH, por lo gue estos datos tambié&n indican que
la ADH cataliza la reaccién biosintética y catabdlica.

El hecho de que la mutante LMO1l presente una actividad baja
tanto de la GDH como de la ADH, indica que esta es una mutante
regulatoria que afecta varias enzimas catabblicas.

La baja actividad de 1a ADH que presentan las mutantes IM11l y
IM13 sugiere que la mutacién que las afecta es regulatoria aunque
es probable que las mutantes estén alteradas en otras enzimas que
participan en el catabolismo de amino&cidos, ya que la disminucién
de la actividad de la ADH no explica el hecho de que no puedan
crecer en glutamato como fuenﬁe de carbono y nitrégeno.

Para conocer el papel del catabolismo de amino&cidos durante
la simbiosis, se determiné el fenotipo simbiético de las mutantes
LM01, LM11 y LM13, Para determinar el efecto de la mutacién durante
la simbiosis de Rhizobium con el frijol, se hicieron experimentos
en maceta con las 3 mutantes usando como control a la cepa
silvestre asi como un control sin inéculo y un control sin inéculo
pero con nitrato como fuente de nitrégeno. En este experimento se
determiné la nodulacién y la actividad enzimatica de la nitrogenasa
que es la enzima que nos indica la fijacién de nitrégeno.

Se usaron 4 macetaé con 6 plantas cada una para cada una de

las mutantes y para la cepa silvestre y 2 macetas con seis plantas
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cada una, para el control sin inéculo y para el control sin inéculo
con nitr6geno. La nodulacién y la actividad de nitrogenasa se
determinaron a los 31 dfas de infeccién de las plantas.

Como se puede observar en la Tabla 6, la mutante LMOl noduld
un 70% menos que la cepa silvestre y no fij6 nitrégeno, mientras
que las mutantes LM11 y LM13 tuvieron un comportamiento similar
entre ellas pues casi no nodularon y no fijaron nitrégeno.

TABLA 6.
DETERMINACION DE LA NODULACION Y LA FIJACION DE

NITROGENO DE LAS MUTANTES LMO1, LM11 ¥ LM13 Y LA CEPA
BILVESTRE DE Rhigobium phaseoli.

CEPA PESO DE NODULOS POR ACTIVIDAD DE NITROGENASA
MACETA g / 6 PLANTAS % ETILENO / h / g nédulo

CE3 0.547 15.14

LMO1 0.145 N.D.

LM11 0.04 N.D.

LM13 0.029 . N.D.

Para demostrar que la bacteria que infecté a la planta era la
misma con que se infecté inicialmente, se determiné el fenotipo de
los bacteroides contenidos en el nédulo. Para esto se tomaron al
azar 3 nédulos de cada cepa y se exprimieron en cajas de medio rico
(Py), de ahi se tomaron bacterias aisladas y se probaron en
diferentes medios. Como se puede observar en la Tabla 7, el
fenotipo de las bacterias aisladas de los nédulos del frijol

correspondié al fenotipo de la cepa con que fueron infectadas.
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TABLA 7.
DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LOS BACTEROIDES DE LAS

MUTANTES LMO1, LM11 Y LM13 Y LA CEPA SILVESTRE DE
Rhigobium phaseold.

CEPA Py nal Py kn MM gln suc. MM gln LB
CE3 +++ - +++ +4+ -
LMO1 b ++H+ + - -
LM11 +++ +++ ++ - -
M3 4 et + - -

El hecho de que las mutantes LMO1, LM1l y LM13 nodulen muy
poco y no fijen nitrégeno, indica que el catabolismo de aminodcidos
es esencial para que se lleve a cabo una simbiosis efectiva entre
Rhizobium phaseoli y Phaseolus vulgaris (Frijol).

En base a los resultados obtenidos podemos decir que es
probable que las mutantes LM11 y LM13 sean similares ya que
presentan el mismo efecto de nodulacién durante la simbiosis y el
mismo comportamiento en el crecimiento en diferentes medios,
mientras que la mutante LMO1 parece ser diferente a las otras dos
mutantes pues no puede crecer en medio minimo glutamato succinico
y durante la simbiosis con la planta nodula 70 % menos que la cepa
silvestre y no fija nitrégeno.

Con objeto de determinar la presencia del transposén en las
mutantes y conocer el tamafio del fragmento de DNA que estd
interrumpiendo, asi como la homologia de ese fragmento entre las

tres mutantes, se hicieron extracciones del DNA total de las
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mutantes y de la cepa silvestre para hibridizar contra el Tn5. El
DNA de las mutantes y del plasmido que contiene al TnS se digirié
con EcoRl y con BamHl y el DNA de la cepa silvestre se digirié con
EcoRl ya que se usd solamente como control negativo en la
hibridizacién. La hibridizacién se hizo en las condiciones

reportadas en materiales y métodos y se muestra en la figura 4.
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FIGURA 4.
HIBRIDIZACIONES vs TnS.

1) LMO1 digerida con EcoRl, 2) IM11 digerida con EcoRl. 3)
LM13 digerida con EcoR1. 4) CE3 digerida con EcoRi. 5) Tn5 digerido
con EcoRl. 6) IMO1 digerida con BamHi, 7) LM1l digerida con BamH1.
8) LM13 digerida con BamHl. 9) Tn5 digerido con BamH1.
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En la hibridizacién del DNA de las tres mutantes, digerido con
EcoR1l, contra Tn5, observamos una regién homéloga que se encuentra
en un fragmento de aproximadamente 13 Kb, de las cuales 7.5 Kb
corresponden al TnS y el resto al DNA de la mutante, mientras que
en la hibridizacién contra el DNA de las mutantes, digerido con
BamH1l, se observaron tres fragmentos de aproximadamente 8 Kb, 3 Kb
y 1.5 Kb en las mutantes LM11l y LM13 y tres fragmentos de 7.8 Kb,
7 Kb y 1.5 Kb en la mutante LMO1. Estos resultados sugieren que las
mutantes LM11 y LM13 tienen insertado el transposén en el mismo
sitio porque presentan las mismas bandas de homologia y que son
diferentes a la mutante LMO1 porque esta presenta un patrén
diferente (Fig. 4}).

En base a los resultados obtenidos se decidié continuar el
trabajo con la mutante LM0l1 porque alteraba tanto la nodulacién
como la fijacién de nitrégeno y no crecia en medic minimo glutamato
succinico, pero debido a que fisiolégicamente parecia tener un
efecto pleiotrépico, se decidié hacer una caracterizacién de 1la
mutacién a nivel molecular como una forma mis directa para conocer
el fragmento afectado por la mutacién.

Para caracterizar molecularmente a la mutante LM01, se decidié
clonar el fragmento de DNA que complementa a esta mutante,
utilizando un banco de genes de R. phaseoli en E,. coli que contiene
el genoma completo representado por lo menos 3 veces. Para esto se
hizo una cruza triparental con el plasmido ayudador pRK2073, el
banco genémico y la mutante IM01l, los medios de seleccién y control

fueron: Py 4cido nalidixico para conocer la proporcién de Rhizobium
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existente en la cruza, LB para conocer la proporcién de E. coli, Py
&4cido nalidixico tetraciclina para conocer la eficiencia de la
cruza y medio minimo glutamina &cido nalidixico tetraciclina como
medio de seleccién.

De la complementacién con el banco se obtuvieron varias
colonias en el medio selectivo, se eligieron diez de ellas y se
purificaron en medio rico. Una vez purificadas, se sembraron en
medio rico con diferentes antibiéticos, asi como en los medios de
control y de seleccién para observar el fenotipo.

Cuando se confirmé la pureza de las colonias obtenidas de la
complementacién de la mutante, se hicieron extracciones del DNA del
plésmido introducido, una pequefia cantidad del DNA obtenido se
utilizé para checar en un gel la pureza y el resto se usd para
transformar la cepa HB101 de E, coli, con el fin de gue el plasmido
se repligque en una cepa de 1la cu'al es mas sencillo hacer las
extracciones y por lo tanto se puede obtener una mayor cantidad de
DNA para ser usado en experimentos posteriores.

Una vez que tuvimos los plasmidos que complementaron a la
mutante LMO1 en E. goli, se hicieron nuevamente cruzas
triparentales con la mutante. En el andlisis de estas cruzas se
encontré que todos los plasmidos volvieron a complementar 1la
mutacién, demostrando asi que realmente se traté de una
complementacién y no de una reversién de la mutacién.

Para determinar el grado de homologfa entre los diferentes
plasmidos obtenidos, se preparé DNA del plasmido, contenido en E.

coli, de las diez colonias que se obtuvieron de la complementacién
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de la mutante y se checé su patrén de restriccién con EcoRl en un
gel de agarosa (dato no mostrado). En el gel pudimos observar que
4 colonias presentaban un patrén idéntico y el resto presentaban
fragmentos de diferentes pesos, pero que las 10 colonias contenian
un fragmento de aproximadamente 2 Kb, esto puede deberse a que en
la construccién del banco genémico se hacen digestiones parciales
que dejan fragmentos de diferentes tamafios, por lo que un mismo
gene puede estar en un fragmento de diferente tamafio y puede estar
completo o dividido en un pléasmido.

Haciendo esta consideracién, se eligieron los 3 plasmidos mas
representativos de los 10 obtenidos. Los plasmidos idénticos se
denominaron plasmido pMGD2 y se eligieron para ser usados como
detector en experimentos de hibridizacién, porque ademds de ser los
mas abundantes, presentaban un patrén de restriccién con menor
nGmero de bandas, los otros dos plédsmidos elegidos se denominaron
PMGD3 y pMGD4.

Para conocer el tamafio del fragmento de DNA que estéd
interrumpido por el transposén y la homologia de ese fragmento con
el plasmido pMGD2, se hicieron extracciones del DNA total de la
mutante y de la cepa silvestre para hibridizar contra Tn5 y contra
el DNA del plasmido pMGD2.

Los pl&smidos pMGD2, pMGD3, pMGD4 y el DNA total de la mutante
LMO1 y de la cepa silvestre fueron digeridos con EcoRl y se
corrieron en un gel de agarosa usando Ladder de 1 Kb como marcador

de peso molecular. La fotografia del gel se muestra en la figura 5.



77

FIGURA 5.
ELECTROFORESIS DE DNA DE DIFERENTES CEPAS Y PLASMIDOS
DIGERIDO8 CON LA ENZIMA DE RESTRICCION EcoRl1.
1} Marcador de peso molecular Ladder de 1 Kb. 2) DNA total de la
cepa silvestre CE3. 3) DNA total de la mutante LM0Ol. 4} Plasmido
pMGD3. 5) Plasmido pMGD2. 6) Plidsmido pMGD4.
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En la hibridizacién contra el plasmido pMGD2, observamos que
en la cepa silvestre hibridizé con dos fragmentos de alrededor de
3.2 Kb ¥y 2 Kb mientras gue en la mutante hibridizé con tres
fragmentos de 8 Kb, 3.2 Kb y 2 Kb, dos de los fragmentos fueron del
mismo peso de los que se observaron en la cepa silvestre y el otro
fragmento se observé en la regién en donde se encuentra el Tn5, lo
que nos indica los dos fragmentos de DNA en la cepa silvestre son
iguales a los correspondientes en peso en la mutante IM01, por lo
que no es posible pensar que alguno de esos fragmentos sea el que
se encuentra interrumpido por el Tn5 pues en ese caso hubiera
desaparecido un fragmento en esa regién en la mutante, ya que con
la insercién del Tn5 habria aumentado de peso y se encontraria en
la regibén en que se encuentra la banda de homologia con el Tn5 que
se mostré en la figura 4, por lo que la hibridizacién de la mutante
con el pMGD2 mostraria solamente dos bandas de homologia.

La homologia que presenta el plismido pMGD2 con la regién en
que se encuentra el Tn5 puede tener varias explicacjiones, una de
ellas es que el transposén se encuentre insertado en un fragmento
de bajo peso molecular y que resulte imposible detectarlo en la
cepa silvestre, porque generalmente en las regiones de bajo peso
las sefiales positivas son muy débiles y dificilmente se observan,
‘Esta idea surgié porque el plésmido pMGD2 presenta 2 fragmentos
pequefios en su patrén de restriccién con EcoRl y aln cuando no
sabemos si son los responsables de la complementacidn, si podrian
ser parte del gene en cuestién.

Otra posibilidad en cuanto a la homologia con la regién en que
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Figura 6.
HIBRIDIZACIONES:
1) Cepa silvestre CE3 vs TnS-mob. 2) Mutante LMOl vs nS-mob. 3)
Mutante IMO1 vs pMGD2. 4) Cepa silvestre CE3 vs pMGD2. 5) Plasmido
pMGD3 vs pMGD2. 6) Plasmido pMGD4 vs pMGD2. 7) Plasmido pMGD2 vs
pMGD2.
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se encuentra el TnS, es el hecho de que existe homologia entre el
vector (pLAFR1) del plasmido pMGD2 y el TnS5-mob que se encuentra
insertado en la mutante, ya que ambos presentan la regién de origen
de transferencia (Mob) y la hibridizacién podria ser debida a esta
homologia. Esto podria indicarnos que la mutacién complementada no
es la causada por el TnS y gue la mutacién que confiere el fenotipo
a la mutante LMO1l pudo ser el resultado de una mutacién esponténea.

En cuanto a la hibridizacién del pMGD2 con los otros dos
pldsmidos, se observd que uno de ellos, el plasmido pMGD3, presenté
una regién hombloga de aproximadamente 2 Kb y el otro plésmido,
pMGD4, presenté varias regiones homélogas como son un fragmento de
3 Kb, otro de 2 Kb y dos fragmentos pequefios de aproximadamente 0.8
y 0.6 Kb, lo que nos suglere que el gene involucrado en la
complementacién puede encontrarse dividido en diferentes
fragmentos, aunque lo mis probable es que pueda encontrarse en el
fragmento de 2 Kb. Estos resultados se observan en la figura 6.

Los experimentos posteriores a la terminacién de este trabajo
demostraron que la mutante complementada con uno de los plismidos,
el llamado pMGD4, logra recuperar se capacidad para crecer en todos
los medios de manera muy similar a la cepa silvestre y que durante
la simbiosis con la planta produce néduleos y hay fijacién de
nitrégeno. '

El pldsmido pMGD4 se subclonard y se secuenciard para que, a
través de estudios comparativos, se pueda deducir cual es la

funcién del gene que se afecté en la mutante LMO1.
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CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo
muestran gue se cumplié con los objetivos propuestos, ya gque al
inicio se habia propuesto que las mutantes LMO1, LM11 y LMi3
podrian estar alteradas en la degradacién de glutamato y con base
en el andlisis de las cinéticas de crecimiento y con los datos
obtenidos de las determinaciones enzimiticas, es posible concluir
que las tres mutantes estdn alteradas en la degradacién de
glutamato, que las mutantes LM11 y LM13 parecen ser similares, que
la mutacién que tienen puede ser requlatoria y que es probable gue
estas mutantes estén alteradas en otras enzimas gue participan en
el catabolismo de amincdcidos. Respecto a la mutante LMO1 podemos
decir que es diferente a las mutantes LM11l y LM13 y gue la mutacién
que presenta probablemente sea regulatoria, ya que tiene un efecto
pleiotrépico porque afecta varias enzimas catabélicas.

Con los experimentos de hibridizac@én contra el ‘In5 podemos
concluir que las mutantes LM11 y LM13 son similares y son
diferentes a la mutante IMO1l, porque tienen insertado el Tn5 en
diferente sitio, como puede verse claramente en la figura 4, en
donde se compara la hibridizacién contra el Tn5 de las mutantes
digeridas con EcoRl y con BamHl, lo que puede explicar las
diferencias en los crecimientos en los diferentes medios y las
diferencias en las actividades enziméticas.

En cuanto a los efectos de las mutaciones durante la simbiosis

de las mutantes con el frijol, también se llegé a la conclusién de
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gue las mutantes LM11 y LM13 son similares porque ninguna de ellas
es capaz de nodular ni de fijar nitrégeno durante la simbiosis,
mientras que la mutante LMOl puede nodular un 30 % con respecto a
la cepa silvestre pero no puede fijar nitrégeno.

De la caracterizacién molecular de la mutante LMO1, elegida
porque resulta interesante el hecho de que nodule poco y no fije
nitrégeno, se llegdé a la obtencién de un plasmido gue complementa
la mutacién, de manera gue la mutante complementada recupera su
capacidad para crecer en todos los medios de manera muy similar a
la cepa silvestre y durante la simbiosis con la planta produce
nédulos y hay fijacién de nitr6geno, con 1o que concluimos que

hemos clonado el locus que confiere el fenotipo a la mutante LMO1,

aln cuando al parecer el locus clonado no es el afectado por el

transposén.

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que, afin
cuando todavia no conocemos la naturaleza del gene afectado por la
mutacién, si podemos decir que es un gene importante para Rhizobium
tanto en vida libre como en simbiosis, porque afecta no solamente
su crecimiento en diferentes aminodcidos como fuente de carbono y
nitrégeno, sino que también 1limita su crecimiento durante la
simbiosis con la planta, lo que nos indica que el catabolismo del
glutamato y de la glutamina son necesarios para una simbiosis

efectiva entre Rhizobjum phaseoli y Phaseolus vulgaris.
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