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Resumen:

Se estudis un rearreglo en el pldsmido simbittico (OpSym) de Rhizobium etli )
CFN42, generado por recombinacién entre una regién nod-nif de 170 Kb de este
plésmido y un pldsmido endégeno pA. lo que llavé a la pérdida de una regién de 220
Kb del pSym original. Este rearreglo brovoca que la cepa que lo porta (CFNX250)
muestre un fuerte descenso en su competitividad para la nodulacién (i.e. CFNX250
colnoculada con CFN42 en una relacién 1:1 ocupa unicamente un 10% de los

nédulos) y un camblo en la produccién de factores de nodulacién.

Se mapearon los Iimites de la regién del pSym contenidos en el plasmido
rearreglado (pGM1) y se encontr6 que la regidn conservada Incluye desde las bandas
82 1 83 hasta la banda 27 del plésmido simbidtico original (siguiendo el sentido de
las manecillas del rsloj) y que, posiblements, la colntegracién con pA fue en la regién
de la banda 83.

Los cambios en la competitividad y la produccidén de factores de nodulacién de
la cepa con el rearreglo, sugleren que en la regién de 220 Kb perdida ciurante la
formacién de pGM1 existen determinantes gendticos involucrados en la
competitividad y la producclén de factores de nodulacién tipo silvestre. Para Identificar
estos determinantes, se hicleron experimentos con cepas complementadas con
diferentes reglones y/o césmidos del pSym original. Estas cepas fueron probadas
para ocupacién de nddulos en Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa y para

produccién de factores de nodulacion. Los resultados obtenidos muestran que la



regién del p Sym correspondiente al cdsmido 45 (que lleva desde la banda 24 hasta
la 30) es capaz de complementar, al menos parcialmente, para la competitividad en la
nodulacién y que la regién correspondiente al césmido 7 (que abarca las bandas 80 a
3) es capaz de complementar para el patrén silvestre de produccion de factores de
nodulacién. La regién del césmido 7 no parece estar involucrada en el fenotipo de

competitividad.

Se cbservé también que los cambios en la competitividad y la produccién de
factores de nodulacién entre CFN42 y CFNX250 no provocan diferencias en sus

cinéticas de nodulacién.

Paralelamente, se observd que una amplificacién de 120 Kb en pGM1 restaura
totalmente el fenotipo de competitividad silvestre, posiblements por un efecto

epistatico.



introduccién,

Para que la vida se conserve, es necesario un reciclaje continue de materia
inorgénica y orgédnica para producir sustratos que requieren nuevos organismos para
vivir, El reciclaje continuo de nutrientes se lleva a cabo en forma conjunta por plantas,

animales, microorganismos, reacciones ffsicas y quimicas (Campbell, 1987).

Por Io general, para facilitar el estudio de los diversos compuestos necesarios
para la vida, se estudian sus ciclos por separado; aunque en cuanto a naturaleza
sean inseparables. Por ejemplo, los clclos del carbono, del ﬁitrdgeno y del agua estan
relacionados y-son interdependientes entre sl ya que tienen en comin la materia
crgénlca{ carbono, nitrégeno y agua se combinan en el protopfasma (Campbell,

1987). En este trabajo nos enfocaremos directamente al ciclo del nitrégeno.

El nitrégeno es uno ds los elementos esenciales para la vida {Sprent & Sprent,
1990}, es un componente indispensable para todas las células, constituyendo del 1 al

10% del peso de plantas y del 20 al 30% del peso de animales (Campbell, 1987).

Como parte importante del ciclo del nitrégeno se encuentra la descomposicién
de materia orgdnica. Aunque el nitrégeno se encuentra sn pequefias cantidades
durante la descomposicién (los residuos de plantas y protelnas animales tienen
aproximadamente una proporcién de C/N de 30:1 y 5:1, respectivamente), la mayor
parte del nitrégeno utilizado por las plantas en medios naturales proviene ds (a

mineralizacién de fa materia orgénica existente {Campbal, 1987).



En el ciclo del nitrégeno (Fig. 1), los diversos procesos son controlados en gran
medida por la aereacién; del equilibrio entre estos procesos depende la cantidad de
nitrégenc disponible en un ecosistema (Campbell, 1987). Los principales procesos o

conversiones qufmicas que se llevan a cabo en el clclo del nitrégeno san:

1)Nitrificacién.- Conversion de amonio (resultado de la descomposicién de
materia orgdnica nitrogenada) a nitrato. Se lleva a cabo por accién de diversos
microorganismos (Campbell, 1987).

2)Reduccién de nitrato.- Es la reduccidn de nitrato a nitrito y luego a amonio por
bactarias, hongos y cianofitas en condiciones aerébicas (Campbell, 1987).

3)Desnitrificacién.- Conversién de nitrato a nitrito y después a éxido nitroso o
nitrégeno que se libera en forma do gas a la atmésfera. Este proceso se lleva a cabo
principalmente por microorganismos anaerobios facultativos que utilizan el nitrato
como aceptor Ultimo de electrones en ausencia de oxfgeno (Campbell, 1987).

4)Fijacién Bioldgica de Nitrégeno (FBN).-Es la reduccién de nitrégeno
molecular a amonio, llevada a cabo exclusivamente por algunos procariotes

(bacterias y cianofitas) (Campbell, 1987; Sprent & Sprent, 1990).

Es este dltimo proceso, el de {a fijacién bioldgica del nitrégéno, el que se
relaciona directamente con nuestro trabajo por ser el proceso por el cual entra mayor

cantidad de nitrégeno al ciclo.

El flujo terrestre de nitrégeno a partir de la FBN se ha calculado dentro de un
rango de 139 a 170106 ton N/afio (Peoples & Craswell, 1992). El aporte de nitrége-
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no por el proceso de FBN a un ecosistema puede derivar de la actividad de
organismos autétrofos 6 heterétrofos, aerobios 6 anaerobios, y de vida libre 6
simbiontes (Campbell, 1987; Peoples & Craswell, 1992). Se ha calculado que la
contribucién relativa de nitrégeno fijado biolégicamente es de un 70% por parte de los
sistemas simbliéticos y de un 30% por los no-simbiéticos (Peoples & Craswell, 1992);
aunque los estimados varfan grandemente. Asf, podemos ver que las asociaciones
simbiéticas son una fuente de nitrégeno fijado mds importante que la de cualquier
sistema de vida libre (Campbell, 1987). Es por esto que nos enfocaremos al estudio

de relacionss simbidticas especificas.

Las asociaciones simbidticas, fuente de nitrégeno fijado biolégicamente, son

diversas (Peoples & Craswell, 1992); entre ellas podemos mencionar asoclaciones

como:

-Asoclaciones actinorricicas. Por ejemplo: Casuarina /Frankia.

~Asoclaciones con clanofitas. Por ejemplo: Azolla /Anabaena, Cicadas/Nostoc
"y liquenes,

-Asoclaciones entre leguminosas y Rhizobeaceas. Por ejemplo: Phassolus
vulgaris | Rhizobium etli .

De entre los organismos fijadores de nitrégeno, aquellas bacterias que
raquieren entrar en una relacién simbidtica con una planta leguminosa, para poder

iniciar esta via metabdlica, son de principal interés para nosotros,

El resultado de esta simblosis es la formacién de nédulos. (en base a tejidos de
la planta huésped y con bacteroldes en su interior; Fig. 2) donde los bacteroides son
capaces de fijar nitrégeno graclas a una serie de condiciones ambientales y gracias
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a la Interaccién misma planta-bacteria (Sprent & Sprent,1990). La FBN es posible
gracias a la acclén del complejo enzimético de la nitrogenasa (Sprent & Sprent,
1990), sistema enzimético que requiere fierro, molibdeno y azufre (Yates, 1992), y de
concentraciones bajas de oxigeno en su medio (Campbell, 1987; Long, 1989; Yates,
1992).

La eficiencla en la nodutacién, por cepas utilizadas como inoculantes en el
campo, se ha convertido en un problema econdmico (Triplett & Sadowsky,1992), ya
que la asociacion simbiética leguminosa/Rhizobsacea contribuye a incrementar la
fertilidad de! suelo y la produccién agricola (Araujo, et.al.,, 1994). Cuando se utilizan
in6culos de Rhizobeaceas en un cuitivo agricola, se presume que una asociacion
simbidtica fijadora de nitrégeno es capaz de satisfacer sus necesidades de nitrégeno

a partir del N2 atmosférico, y que el nitrégeno fijado excedente se acumula en el

suelo beneficiando a éste y otros cultivos (Peoples & Craswell, 1992),

El uso de fertilizantes qufmicos, se ha conveitido en los Uitimos afios en una
herramienta indispensable en la préctica de la agricultura (Bohloo! et.al., 1992); sin
embargo, su uso indiscriminado contribuye generosamente a la contaminacién
amblental y a la erosién de los suelos (Peoples & Craswell, 1992). Es as{ como la
FBN es una alternativa importante al uso de fertilizantes nitrogenados que tienen un
alto costo econdmico y ambiental. Los sistemas de fijacién blolSgica de nitrégeno
aplicados a la agricultura permiten reducir la necesidad de un aporte externo de
nitrégeno y prometen un mejoramientd de los recursos internos de plantas, bacterias
y suslos (Bohlool et.al,, 1992).



A pesar de la evidente importancia de la fijacién plongica del nitrégeno, aln es
poco 1o que se sabe sobre las respuestas de los organismos a ciertas condiciones
dadas, sobre cémo interaccionan los organismos fijadores de nitrégeno con el medio,
etc. (Bohlool et.al.,1992). Una de las barreras més importantes para incrementar la
FBN en medios agricolas, es la competencia por Ia'nodulahién entre las cepas
utilizadas como Inéeulo y las cepas nativas del suelo, ya que estas Ultimas
frecuentemente ocupan la mayorfa de los nédulos formados (Triplett & Sadowsky,
1992; Araujo et.al., 1994). Esta competencia por la nodul&cién es el principal

problema que discutiremos en este trabajo y sera definida un poco més adelante.

Diversos géneros de bacterias de la familia Rhizobiaceae nodulan
leguminosas: Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium. (Fisher & Long, 1992). Las
especles pertenecientes a estos géneros son algunas veces de un amplio rango de
huésped, es dacir, nodulén distintas especies de plantas (por ejemplo: Rhizobium
leguminosarum blovar vicie -nodula raices de plantas de chicharo y arveja), y
algunas otras veces son de un rango estrecho (por ejemplo: Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii nodula ralces de la planta de trébol; Martinez-Romero
& Rosenblueth, 1990; Long, 1989; Fisher & Long,1992). En el presente estudio, nos
enfocaremos a bacterias con un estrecho rango de huésped, que nodulan plamas de
frijol (Phaseolus vulgaris L.), son productoras de melanina, y tienen copias
funcionales muiltiples (Quinto et.al., _1985; Romero et.al. 1988) de fos genes
estructurales dé la nitrogenasa y sus-genes nodAy nodBC separados: bacterias de la
especie Rhizobium etli (Segovia et.al.,1993)..CFN42 es la cepa tipo de esta especie,
contiene sgls pldsmidos (pA a pf) cuyb tamario varfa entre las 150 y las 600 Kb; pd ha
sido deslghado como elvplésmido simbiético (pSym) (Figs. 5a y 6).



Para que una bacterla pueda nodular una planta, debe ser capaz de sobrevivir
en su medio (en la rizésfera) y de detactar la presencia de la planta e infectarla antes
que ninguna ofra. La deteccién e infeccién de una plénta requiere de un complejo
" intercambio Qe sefiales coordinadas entre la bacterla y la planta misma (Caetano-
Anollés & Grésshoff, 1991, Fisher & Long, 1992): La planta huésped libera a la
fizésfera sustancias que funcionan como quimioatractores y compuestos fendlicos del
grupo de los flavonoides que estimulan la expresién coordinada de genes
bacterianos necesarios para la nodulacién (genes nod ). La bacteria, en cambio,
sintetiza oligémeros de N-acetil glucosamina (factores de nodulacién) que causan
car;lbios morfolégicos en la rafz de la planta para comenzar la infeccién (Fig. 2). Los
flavonoldes secretados por distintas plantas presentan diversas modificaciones en
sus esquelstos o en sus grupos laterales; de igual manera, los factores de nodulacién

pueden presentar sustituciones huésped-especificas (Fisher & Long, 1992).

Asf, diferentes cepas compiten entre sf a diferentes niveles: en la rizésfera y en
la formacién de nédulos (Wolff et.al.,, 1991). Primgramente. existe una competencia
por la supervivencia y la reproduccidn en la rizésfera, ya que se enfrentan a factores
de estrés como: tipo de suelo, nutrientes, metales pesados, pH, temperatura, salinidad
y humeda_d; se enfrentan ademéds a ataques de bacterléfégos, pardsitos
(comoBdellovibrio) y protozoarios depredadores (Dowling & Broughton, 1986; Streit
et.al., 1992; Wolff et.al., 1991).

Cuando una cepa ha sido exitosa en su competencia por la supervivencia en
la rizésfera debe entonces competir por la infeccién de la planta. Para lograr la
infeccién, debe enfrentarse a otras bacterias no fijadoras, a micorrizas y a otras bacte-



rlas que también compiten por la infeccidn de la planta (Streit et.al., 1992; Dowling &
Broughton, 1986; Wolff et.al. 1991).

A partir de este momento, hablaremos de competitividad como la habilidad de
una cepa de dominar la nodulacién (Soto et.al.,1993); como una relacién entre la
proporcién de cada cepa en el indeulo y fa proporcidn de nédulos ocupados por estas .
cepas (Beattle & Handelsman, 1993; Araujo et.al.,, 1994) y, como dijimos antes,

enfocaremos nuestro trabajo a este problema.

En los estudios de competitividad, la cinética de nodulacién es un aspecto
Importante a considerar debido a que una cepa que tiene un retraso en ésta (en la
velocidad de nodulacién) es considerada no competitiva (Triplett & Sadowsky, 1992).
La cinética de nodulacién puede verse afectada por aspectos multiples de la

interaccién planta-Rhizobium, como:

a)Quimiotaxis de la bacterja a los exudados de la raiz (Marntinez et.al, 1990)

b)Goncsentracién de flavonas en la rizésfera (Kapulnik et.al., 1987).

c)Nivel de expresién de los diferentes genas nod en respuesta a exudados
radicuiares (Fisher& Long,1992; Mantinez et.al., 1990; V4zquez et.al. 1993; Davis &
Johnston, 1990a y 1990b).

d)Concentracién y tipo de los factores Nod producidos por la bacteria
(Inductores de diversos camblos en la planta como la deformacién, ramificacién y
enroscamiento de los pelos radiculares, y la organogénesis de los nédulos (Fisher &

Long,1992; Poupot et.al., 1993).



e)Motilidad y capacidad de adhesién a la superficie radicular (Triplett &
Sadowsky, 1992; Dowling & Broughton, 1986)
f)Respuesta autorregulatoria de la planta (Triplett & Sadowsky, 1992).

Mutaclones en los genas nod comunes (nodABC ) afectan la competitividad en
forma directa ya que la cepa no puede Inducir nodulacién o presenta un retraso en
ella (Triplett & Sadowsky,1992; Vézquez et.al., 1991).

Adlclon.almente a los factores relacionados con la cinética de nodulacién, se
han descrito y aislado otros genes Involucrados en competencia: genes de
producclén y resistencla a trifolitoxinas (Triplett,1990) y genes nfe (Sanjuan &
Qlivares, 1989).

Triplett (1990) estudié la produccién de trifolitoxinas por parte de algunas
cepas de Rhizoblum leguminosarum bv. trifolli y alslé sus genes; él encontré qus, en
experimentos de competitividad, la produccién de trifolitoxinas incrementa la
proporcién de nédulos ocupados po.r la cepa productora de dicha bacteriocina. Por
esta razén, se considera que la produccién de bacteriocinas es un factor limitante

para la competitividad de una cepa con respecto a otra.

Los genes nfe (sficlencia en la formacién de nédulos) han sido descritos como
genes, pertenecientes a una regién de un plésmido criptico de Rhizobium meliloti,
relacionados con el incremento en la nodulacién (Toro & Olivares,1986; Sanjuan &
Olivares, 1989), activados por el sistema regulaterio de NifA-NtrA (Sanjuan & Olivares,
1989,1991a y 1991b; Soto et.al..1993); sin embargo, estos genes no han sido encon-
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trados en otras cepas de la misma especle en experimentos de hibridizacion
(Sanjuan & Olivares, 1991b).

Ademds de los genes nfe presentes en un pladsmido criptico, se ha
comprobado que son diversos los pldsmidos involucrados en la competitividad de
una cepa determinada (Brom et.al., 1992; Martinez-Romero & Rosenblueth, 1990). Sin
embargo, el plasmido simblético es de especial importancia para nosotros dado que
as portador de la mayoria de las coplas de los genes indispensables para la
nodulacién y 1a fijacién del nitrégeno (genes nod, nif, fix, etc.) y se ha demostrado que

puede tener gran influencla en la competitividad (Brewin et.al. 1983).

Son diversos los estudios donde se ha intentado probar y/o incrementar la
competitividad de una cepa, de entro ellos destaca el trabajo de Beattie &
Handelsman (1993) donde se ‘sugiere que cambios genéticos espontdneos

incrementan la competitividad de una cepa.

A pesar de [a evidente importancia de conocer y entender los factores
genéticos involucrados en la competencia, es _aL‘m escaso el nimero de genes
descritos que influyen en este proceso. Esta situacién se debe a que el problema de
competencia incluye factores relaclonados con la bacteria misma, la planta y el
medio, que son dificiles de regular (Dowling & Broughton, 1986). Otro factor limitante
en el conocimiento del conjunto completo de los genes de Rhizobium especificos
para la simbiosis, dentro de los que estdn inclufdos los genes para competencia, es la
sobresimplificacién que se hace comunmente a nivel experimental para estudiar la
nodulacién. La mayor parte de los genes simbiéticos que se conocen han sido descri-
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tos bajo condiciones estrictas de laboratorio, con plantas creciendo en situaciones
subépflmas y utllizando inécutos con un solo tipo de bacteria. Asl, mlentras se utilicen
condiciones "mds naturales” en los estudios, mds secuencias simbidticas serdn
descublertas, entre ellas, aquellas involucradas con la compstitividad (Martinez et.al.,

1990),

Este estudio se realizé de la manera mas natural posible y se enfacd a algunos
factores fisiol6gicos y genéticos (relacionados con la sespecificidad), y dejé a un lade
los factores ecoldgicos de la compstitividad. Se realizé en base al plasmido
simbiético de una cepa de Rhizobium etl, CFNX250 (derivada de CFN42), que tiene
un pldsmido simbidtico auto-transmisible, pGM1, que le confiere una alta capacidad

de fijacién de nitrégeno, pero una baja competitividad.

El pldsmido pGM1 de la cepa CFNX250 se generb por recombinacién entre el
plasmido simbidtico original de la cepa DEM151 (pSym CFN42 con una fusién facZ
en la regién de nifH a, Fig. 5b; Valderrama, 1993} y el pldsmido A {pA) de la misma
copa. pGM1 es un cointegrado entre todo pA y una regién de aproximadamente 170
Kb del pSym (bandas 82 ¢ 83 a 27; Figs.3 vy 4. Romero, 1993; Eparvier,

comunicacién personal; este estudio).

Esta cepa, CFNX250, presenta la fusién en la regién de nifHa, por lo que sstos
genes nho son funcionales (las reiteraclones nifHb y nifHc siguen siendo funcionales).
Sin embargo, hemos visto que esta cepa fija la misma cantidad de nitrégeno que la
cepa CFN42 (silvestre); CFNX250 también ha perdido su capacidad de producir
melanina (Romero, comunicacién personal). El mayor problema que presenta esta ce-
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pa es su baja competitividad; en experimentos de inoculacién de plantas de frijol con
CFN42 y CFNX250, sn proporciones 1:1, se ha observado un 90% de ocupacién de
nédulos por parte de la cepa CFN42 y solamente un 10% por la CFNX250 (Eparvier,

comunicacién personal; este estudio).

Bajo la hipétesis de que esta cepa (CFNX250) ha perdido informacién genética
que le es indispensable para competir, Agnds Eparvier (comunicacién personal)
construyé cepas con pGM1 y complementaciones de tres tipos, utilizando regiones
del pSym CFN42 que se perdieron durante la formacién del pGM1 (Fig.5):

1)pDEL270 (incluye desde la banda 26 hasta la 85; Fig. 5e).

2)pDEL217 (inctuye desde la banda 28 6 29 hasta la 80; Fig. &f).

3)pDEL200 (incluye desde la banda 28 6 29 hasta la 79; Fig. 5g).

pDEL200 y pDEL217 no complementan a la cepa CFNX250 para hacerla tan
competitiva como la CFN42. Por el contrario, la pDEL270 sf logra una
complementaci6n parcial, esto es , que en experimentos de coinoculacion CFN42 y
CFNX252 (CFNX250+pDEL270; Tabla ), en proporcion 1:1, el porcentaje de
ocupacién de nddulos es aproximadamente 70% vy 30% respectivamente (Eparvier,

comunicaclén personal; este estudio).

Los resultados obtenidos en los experimentos de competitividad entre CE3 y
CFNX252 nos hicieron pensar que componentes genéticos que complementan para
competitividad pueden encontrarse en la zona cercana a la regién donde ocurrié el
rearraglo, esto es entre las bandas 25 y 30, correspondientes al césmido ¢cGD 45
(coleccién de cdsmidos de cepa CFN42, Fig.6a; Girard et.al.,, 1991), y/o entre las ban-
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das 80 y 1, correspondientes al césmido cGD 7 (Fig. 6a). Es por esto que Eparvier
(comunicacion personal) construyé cepas donde complementé a la cepa CFNX250
con un césmido a la vez (colecclén de césmidos: Fig. 6a) para proceder a hacer

experimentos de competitividad.
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Qbjetivos:

Objetivo general:
*Analizar fisica y funcionalmente a pGM1, producto de un rearreglo del

plasmido simbiético de Rhizobium étli CFN42,

Objetivos particulares:

‘Identificar las zonas de cointegracion del pldsmido A y tas 170 Kb de!
pldsmido simbiético de CFN42 en {a formacién de pGM1.

*ldentificar alguna(s) zona(s) génica(s) de! pldsmido simbiético que

contribuya(n) al incremento en la competitividad de una cepa.
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Materal y Métodos:

Cepas utilizadas:

Las cepas de Rhizobium etli

algunas de sus caracterfsticas, se resumen en las tablas 1 y Il

CEPA
CFN42

CE3
DEM151

CFNX24

CFNX250
CFNX253
CFNX258

CFNX252
CFNX254
CFNX255

CFNX273

CFNX278

Tabla . Cepasde Rhizoblum ot usadas en este estudio

CARACTERISTICAS PLASMIDICAS (Fig.5)*

pSym CFN42, 390 Kb, slivastre.

pSym CFN42, 380 Kb, siivestre,

pSym con un casselie insertado en nifHa, Fu-
sién transcripclonal con fac Z que confiere
resistancia a Km, Gm, Sp y Sm (pDEM151).
pSym con una amplificacién de la banda 80
hasla la 28 (aprox)

pGM1 (colntegrado de pA y 170 Kb de
pDEM151)

pGM1 con una duplicacién nif-nif

(pGM1 amp.)

pGM?1 con una triplicacién nif-nif

CFNX250 con un plasmido complementario
a pGM1 que va do la banda 26 hasla la banda
a5 (pDEL270)

CFNX250 con un pldsmido complementario
a pGM1 que va de la banda 28 6 28

hasta la banda 80 {pDEL217)

CFNX250 con un pldsmido complementario
a pGM1 que va da la banda 28 6 29

hasta la banda 79 fragmentada (pDEL200)
CFNX250 con un vector que llava el cGD 7

CFNX250 con un vector que lleva e! cGD 45

Referencia

Quinto et.al., 1982,
Noel el.al., 1984,
Valderrama, 1993,

Romaro, datos no
publicados
Romero, 1993

Romero, datos no
publieados
Romero, datos no
publicados
Epatviet, datos no
publicados

Eparvier, datos no
publicados

Eparvier, datos no
publicados

Eparvier, datos no
publicados
Eparvier, datos no
publicados

utilizadas en la realizacién de este estudio, y

“Todas las ¢epas tienen el mismo genotipo que su paren-
tal, CFN42, salvo por las especificaciones hechas en |

tabla para cada una.
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Tabla I, Afgunas caracteristicas fanotipicas de las cepas de Rhizoblum elil utllizadas en asla estudio

CEPA CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE:
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS PRODUCCION DE
MELANINA

CFN42 Nal 20 pug/m! sf
CE3 Nal 20 pg/ml, Sm 200 pg/m! Sl
DEM151 Nal 20 pg/ml, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/ml y Sm Sl
CFNX250 Nal 20 pg/ml, Km 16 pg/m!, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/miy Sm No
CFNX253 Nal 20 pg/ml, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/m!y Sm No
CFNX258 Nal 20 pg/ml, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/mly Sm No
CFNX24 Nal 20 pg/m!, Km 50 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/mly Sm st
CFNX252 Nal 20 pg/ml, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/miy Sm st
CFNX254 Nal 20 pg/m!, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/mly Sm sf
CFNX255 Nal 20 pg/mi, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/mly Sm S
CFNX273 Nal 20 yg/mi, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/ml, Sp 100 pg/ml y Sm No

: Te 3 pgfml, Neo 60 pg/ml.

CFNX278 Nal 20 pg/ml, Km 15 pg/ml, Gm 30 pg/mi, Sp 100 pg/mly Sm No
. Te 3 ug/ml, Neo 60 pg/ml.

Condiclones de crecimiento de cepas de Rhizabfum etlj :

Las cepas de Rhizoblum etli se crecleron a 30° C, en medio rico PY (peptona
de caselna-extracto de levadura) que contiene 0.5% de peptona de casefna (Bioxon),
0.3% de extracto de levadura (Bioxon) y 10mM CaClz2 (Noel et.al., 1984). Para medios

sdlidos se adiclon6 agar bacterioldglico (Bioxon) 1.5%.

Extraccidn de DNA total de cepas de Rhizobium (modificado de Ausubel

et.al., 1987):

Se inocularon 5 ml. de medio liquido PY con una asada abundante de la cepa
y se Incubaron entre 16 y 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubaclén, se
centrifugaron los cultivos durante 3 min, a una velocidad de 14000 RPM a temperatu-
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ra amblente, en tubos eppendorf. Se decantd el sobrenadante y se lavé la pastilla en
1 ml de amortiguador Tris (50 mM)-EDTA (20mM)- pH 8 [TE pH8(50/20)]. Se
resuspendié nuevamente la pastilla en 0.4 ml de TE pH8(50/20). Se le agregaron

0.05 ml de una solucién de pronasa (5 mg/ml) predigerida (1 hr a 37° C) dilufda en TE
pH8 (50/20) y 0.05 ml de una solucién de SDS (al 10%) en TE pH8(50/20). La mezcla
se incubd durante 1 hr a 37¢ C. Se le aﬁa(_:lieron 500 ul de una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamliico (24/24/1) saturado con TE pH8(10/1) y se centrifugéd
durante 10 min, a una temperatura de 40 C. Se extrajo la fase acuosa (la fase menos
densa) y se recupsrd en un tubo eppendorf nuevo., Se hicieron una segunda
extraccién como la anterior y dos extracciones més utilizando 500 pul de cloroformo

frlo.

Se pracipité el DNA al agregar a la mezcla 1/25 de su volumen de NaCl (5 M) y
dos volimenes de etanol absoluto frlo llevdndola a una temperatura de -70° C.
durante 1 hora. Se centrifugé y se lavé 3 veces la pastilla en etanol (70%) frfo. Se ~
secé la pastilla al vaclo (en el evaporador Savant: Speed Vac SVGC100) y se le
agregaron 40 pl de una mezcla de 500 pl de TE pHB(10/1) y 10 pl de RNAasa.

Nuestro DNA estaba listo para usarse.

Corte de DNA con enzimas de restriccién:

Se hicleron cortes do DNAs totales de diversas cepas con la enzima de
restricclén Bam Hl (5 u/pg de DNA)utilizando el amortiguador E6 (Amersham) al 10%

en H20 desionizada y siguiendo las especificaciones del proveedor {Amersham).
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Geles verticales para transferencia: v

Se corrleron muestras de los DNAs extraldos y digerides con Bam Hi, en geles
verticales (1% agarosa en Tris Acetatos 1X, de 15 x 15 cm de superficle y 3 mm de
espesor) durante aproximadamente 15 hrs a voltaje constante (30 volts). Bajo estas
condl_clones, el marcador de corrida (azul de bromofenol) queda a aproximadamente

1c¢m de la base del gel.

“Southern Blot” (Ausubel et.al., 1989):

Transferencla de geles a filtros de nitrocelulosa :

Se cubrieron los geles con una solucién de HCI 0,25 M, en estas condiciones
se hicleron dos lavados de 15 min cada uno, después se hicieron dos lavados con
une solucién de NaOH 0.5 M + NaCl 1.5 M durante 15 min més (por lavado) y, por

titimo  se hicleron dos lavados en una solucién de Tris 0.5 M + NaCl 1.5 M durante 30

min cada uno; manteniéndolos en agitacién a 40 C,

Se colocé el gel entre dos filtros de nitrocelulosa Hybond-C Extra (Amersham),
previamente hervidos durante 10 min y humedecidos en SSC 6X, esto se colocéd
entre 4 filtros Whatman (2 de cada lado) previamente humedecidos en SSC 6X y
entre 16 capas de papel absorbente (8 de cada lado) y dos vidrios. Se colocé sobre el
vidrio superior un frasco lleno de agua (de aproximadamente 1 Kg) y se dejé asf
durante 16 hrs,

Cuando hubo transcurrido el tiempo de transferencia, se marcaron los filtros de
nitrocelulosa con un bollgrafo (catriles y nimero de gel) y se sumergisron en SSC
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6X. Se dejaron secar durante media hora entre hojas de pape! absorbente y,

posteriormente, se metieron a secar en un horno al vaclo durante 2 hrs, a 80°Cy a

una presién de vaclo de 15 Ibfin2 ,

Los filtros estaban ya listos para la hibridizacién.

Prehibridizacién:
Los filtros de nitrocelulosa se prehibridizaron con 15 ml de una solucién

amortiguadora de fosfatos 0.1 M, Denhardt al 10%, SSC 5X , agua desionizada

estéril y DNA desnaturalizado de esperma de salmdén (100 pg/ml) y manteniendo los

tubos en rotacién a 65° C al menos durante dos horas.

Marcaje de detectores por la técnica de “nick-translation™

Se hicieron mezclas de:

2 pi de DNA a utilizar como detector + 4 ptl de deoxinucleétidos (dATP, dGTP,
dTTP; cada uno en concentracién final 25uM) + 2 pl de enzima (DNA polimerasa ) +
10 p! de H20 desionizada + 2 pl [¢32P]-dCTP (proveedor de Kit para nick- translation

y marca radiactiva: Amersham); las clonas de los detectores utilizados fueron
proporcionadas por Ma. de Lourdes Girard (las subclonas de las bandas se

encuentran en el vector pBR328; Girard et.al.,1991).

Se mantuve la reaccidn a 149 C durante 2 hrs,
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Purificacidn de detectores:

Se agregaron, a la mezcla de nick-translation, 280 p! de butfer de columna (ver
apéndice), Estos 300 pl de muestra se pasaron por una columna de 1 mi de sephadex
(Sephadex G-75, Sigma) seguidos por 600 ul de buffer de columna. Los primeros 300

pl de solucién que salieron de la columna se desecharon, los siguisntes 600 pl se
recolectaran en tubos eppendorf .

Para determinar st nuestros detectores hablan Incorporado la marca radiactiva,
s tomaron 5 il de cada musstra y se determin® la cantidad de CPM en un “Probe

Count” (Oncor).

Hibridizacisn:
Los tubos de prehibridizacién se dejaron enfriar unos 10 min. Se desechd la
solucién de prehibridizactdn y se les agregaron 8 mi de solucién fresca + el detector

correspondiente a cada uno (previamente desnaturalizado). Se mantuvieron los tubos

{con los filtros y fos detectores) a 65° C y en rotacidn aproximadamente por 16 hrs,

Lavado y Secado:
Se sacaron los tubos del horno y se deseché el liquido de hibridizacién, se
enjuagd ligeramente la membrana con 30 m{ (aproximadamente) de solucién de

S8C 2X + SDS 0.1% que se desechd también.

Se hizo un lavado de 15 min, a temperatura ambiente, en rotacién, en una
solucién de SSC 2X + SDS 0.1%. Posteriormente, se hicleron tres lavados de 30 min
21



cada uno, a 5§50 C, en rotacién, en una solucién de SSC 0.1X + SDS 0.1% y un

lavade de 15 min, bajo las mismas condiciones, en una solucién de SSC 0.1X .

Se sacaron los filtros de los tubos y se secaron en el homo a 55° G durante 10

min.

Exposicién:
Los filtros se colocaron en cassettes para exposicién y se les puso un film

(Kodak X-Omat K XK-1) a exponer {por tiempo variable), Los cassettes se

mantuvieron a -709 C durante todo el tismpo de exposicién.

Revelado de films (autorradiograffas):

Se sacaron los films de los cassettes de exposicién ‘y se sumergleron en
liquido revelador durante 40 seg, en agitacién. Se sacé cada fim del revelador y se
sumergié durante 2 6 3 segundos en agua. Se escurrié el exceso de agua y se
sumergié en liquido fijador durante 40 seg mds, manteniéndolo en agitacién. Se

" enjuagd cada film bajo el chorro del agua y se colgd para secar.

Cinética de nodulacién y Competitividad:

Preparacién de macetas:

Utilizamos como macetas botes de pléstico con tapa, con una capacidad de un
litro. Se hizo una perforacién en la base de cada maceta, se puso por dentro un
cuadro des gasa del tamaiio de la base misma y por fuera un trozo de papel aluminio
con cinta adhesiva (para evitar que el agua drenara), se llenaron las macetas con ver-
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miculita previamente lavada e hidratada con agua corriente y se taparon con tapas
que previamente habfan sido perforadas 5 veces haciendo la forma de una cruz. En fa
perforacién central se colocd un tapén de hule. Se cubrieron con papel aluminio y se

esterilizaron en autoclave durante 1.5 hrs.

Preparacién de charolas para germinacién de semillas:

Se lavé vermiculita y se hidraté con agua corriente, con ella se llenaron
charolas de 7 cm de altura y se alis6 su superficle. Las charolas ya llenas se
cubrieron con dos capas de papel aluminic y se esterilizaron en autoclave durante 1.5

hrs,

Germinacién de Semillas:

Se seleccionaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa)
cuya testa se encontrara completa. Se hidrataron durante 10 min en agua corriente y
se esterllizaron con etanol absoluto durante 1 min, se enjuagaron 5 veces con H2O
destilada estéril y se esterilizaron nuevamente en una solucién dilulda de
blanqueader comercial (cloralex) al 20% durante 15 min, se lavaron con H2O también
destilada y estéril. Se desecharon, empleando pinzas estériles, aquellas semillas
cuya testa se decoloré durante el tiempo de esterilizacién. Las semillas ya

selecclonadas se sembraron con el hillo hacia abajoc en las charolas de germinacién

y se dejaron dutante 2 dias en cuarto de cultivo a 29° C para que germinaran.

Preparacién de inculos:
Se crecieron cepas hasta fase estacionaria durante toda la noche. A la mafiana
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sigulente se tomé una muestra de 1ml del cultivo, se lavé con Ho0 estéril y se diluys

10 veces. De esta dilucién se midié su densidad Sptica (absorbancia a A=600 nm) y

con ella se calculs el nimero aproximado de células por ml de cultivo.

Para los experimentos de cinética de nodulacién donde el indculo

corresponderia a una sola cepa, se calculd 1a dilucién en agua necesaria para tener

una concentracién de 2.5*107 células/ml. Para los experimentos de

competencia se calculd la dilucién para tener una concentracién de 5*1 o7

células/ml, la mitad de la concentracidn aportéida por cada una de las

cepas para lograr una proporcién de 1:1.

Montaje de experimentos de cinética de nodulacién y competencia:

Los experimentos de cinética de nodulacién se llevaron a cabo
sembrando dos semillas germinadas por maceta, un total de 32 macetas
por cepa, e inoculando cada una con 1 ml de indculo bacteriano. Cada
semilla se cubrié con arena estéril (para evitar contaminaciones) y las

macetas fueron llevadas al invernadero.

Los experimentos de competitividad se montaron de forma similar
que los de cinética de nodulacidn, pero sembrando cuatro semillas por

maceta y utilizando los indculos dobles sobre nuestras semillas de frijol

24,



que también se cubrieron con arena y se mantuvieron bajo un régimen de

invernadero.

En ambos casos, las pléntulas fueron regadas a partir del dia 9 6 10
postinoculacién con solucién Norris modificada (ver apéndice), retirando
previamente el papel Aluminlo de [a base de la maceta para permitir que
drenara e! exceso de llquido. Para ambds experimentos se sembraron
semillas que se dejaron sin inocular como controles y, para los
experimentos de competitividad, se sembraron semillas y se inocularon
con cada una.de las cepas a competir para observar que cada una de ellas

estuviera nodulando bien.

Para al axperimento de cinética de nodulacién se sacaron, a partir
del dia seis postinoculacidn, cuatro macetas diarias por cepa (es decir, 8
plantas por dia y por cepa) hasta el dla 10 postinoculacién y luego cada
segundo dfa hasta el dla 16 postinoculacién y se contaron los nédulos

presentes en cada ralz.

Para los experimentos de competitividad se mantuvieron las plantas
en crecimiento durante 18 dias y posteriormente fueron cosschadas. Se
aislaron nédulos de las raices de cada planta, se esterilizaron superficial-
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mente con cloralex al 20% durante 3 min. Se hicieron identificaciones de
cepas aisladas de nédulo por cultivo en medios con antibiético (inciso a)

yl/o por pruebas de produccién de melanina (inciso b):

a) El contenido de 50 de estos nédulos se exprimié en cajas de Petri
con PY y se estriaron para obtener colonias aisladas, se incubaron durante
tres dias a 30° C. De las colonias aisladas se picaron, al azar, ocho de
ellas (por nédulo) en cajas con PY y con PY+algin antibiético, segun el
caso, y se incubaron durante dos dfas mds a 302 C. El nimero de colonias

crecidas se conté para determinar porcentaje de ocupacién de nédulos por

cada una de las cepas en competencia y porcentaje de nédulos mezclados.

b)Se depositaron 50 nédulos por cada competencia en 100 pl de una
solucién de tirosina (50 pg/mi)+sulfato de cobre (20 pug/m!)+SDS (1%) y se
picaron con un palillo para determinar produccién de melanina. Ds acuerdo
al nimero de nédulos con produccién de melanina se determiné el

porcentaje de ocupacién de nédulos pdr cada una de las cepas en

competencia.
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Andlisls estadfstico:

Con los resultados obtenidos diarlamente del experimento de cinética de
nodulacién, se calcularon la media y la desviacién estandar, para cada uno de los
tres tratamientos, y se constiuyé una gréfica de nﬁmerd de nédulos (media £ D.S.) vs.

tlempo (dfas) utilizando software “Sigmaplot” para Macintosh.

Factores de nodulacién {modificado de Lerouge et.al., 1990):

A partir de cultivos de cepas crecidas durante 16 horas en PY sdlido,
se inoculé 1 ml de medio minimo para CE3 (ver apéndice) con cada una de
las cepas a una D.O. (absorbancia) de 0.1 a A=600 nm. A esta mezcla se
agregé genisteina 1.2 ¢M como inductor de la produccién de factores de
nodulacién y se dejé crecer durante tres horas a 30° G, en agitacion.

Transcurrido este tiempo, se agregaron a cada muestra 10 ul de una

solucién al 10% de D[1-14C]hidrocloruro de glucosamina y nuevamente se

dejaron incubando a 30° C, en esta ocasién por un periodo de 12 hrs.

Las muestras se centrifugaron durante 10 min. El sobrenadante
(exudado de bacterias) fue recuperado y pasado por una columna para
extraccion de fase sdélida (cartuchos Sep-Pak C18, Waters, divisidn
Millipore) donde los factores de nodulacidén se embebieron y de la que fue-
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ron recuperados eluyendo con 3 ml de metanol. Estas muestras se llevaron
a sequedad con nitrégens, a una temperatura de 350 C. Las muestras ya

secas se resuspendieron en 40 pi de metanol y se aplicaron en punto sobre una

placa de silficagel (20 x 20 cm de superficie, espesor 2 mm; Merck) para cromatografia

de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés).

La placa de TLC se corrié durante 2.5 hr utilizando como eluyente el sistema

metanol:cloroformo:amoniaco 5N (43:43:14). Terminado el tiempo de corrida, se dejé

secar la placa y se expuso una pelicula {(Hypertim f-max) sobre ella.

Esta pelicula fue revelada de igual manera que el resto de las autorradiograffas.

Cuantificacion de Factores de nodulacién:

La incorporacién de elementos radiactives y su cuantificacién fué medida en un
contador de centelleo (LS6000 SC, Beckman Instruments) en medio liquido (Lerouge
et.al., 1990). Las bandas completas fueron raspadas de la placa de TLC y cada una

se disolvié en 5 ml. de liquido de centelleo (PPO-tolueno) para poder medirlas.

Identificacién de pldsmidos por la técnica de Eckhardt (Eckhardt, 1978):

Se inocularon 5 mi de PY liquido con una muestra de la cepa deseada y .se
incubaron durante toda la noche a 300 C (un cultivo por cepa a analizar). Se tomé
una muestra de 1 ml de cada cultivo, se centrifugé durante 1 min y se deseché el
sobrenadants. Cada pastifla fue resuspendida en 0.5 mi de sarcosyl 0.1% (en TE pH8
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({80/20). Centrifugamos y decantamos e! sabrenadante por segunda ocasién y se

rasuspendié cada pastilla en 0.5 ml de TE pHB(50/20). Centrifugamos las muestras y

decantamos el sobrenadants. Se mantuvieron las pastiifas a -200 C durante 10 min.

A cada pastilla se le agregaron 40 pl de solucién A (ver apéndice), se
resuspendid y se deposité en el fondo de un pozo seco del gel de corrida (gel 0.7%
agarosa en tris-boratos 1X, 3mm de espesor), Al terminar de poner todas las muestras
an fos carrites, esperamos § min y agregarmos sobre cada muestra 40 i de solucién B
(ver apéndice) y mezclamos suavemente. Agregamos, sobra cada homogenizado,
100 ! de salucién C (ver apéndics) y sellamos los pozas con agarosa 0.7% en Uis-

boratos 1X,

8e precorié a corriente constante, a 8mA, durante una hora; posteriormente se

corrié a 40 mA durante 4 horas, a voltaje constante.

Et gel se tii6 durante § min en una solucién con bromuro de etidio (1 pg/m! en
H2Q) y se favd durante 10 min en agua destilada para limplar jos excesos de

bromure. El perfit de pldsmidos se observé en una cdmara de rayos ultavioleta
(Transtliuminator 4000, Stralagene) y se fotografié con una pellcula instantanea
Mitsublshi K65H.
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Besultados:

Mapeo:

Para [dentificar en pGM1 los limites de la regién del pSym de CE3, que se
conservaron durante el rearreglo, ademds de el sitio de cointegracién con pA, se
hicieron extracciones de DNA total de las cepas CE3, DEM151, CFNX250, CFNX273
y CFNX278, que se digirieron con la enzima de restriccién Bam HI. El DNA digerido
se analiz6 en geles de agarosa. Estos geles se transfirieron a filtros de nitrocelulosa
segln la técnica “Southern blot” (Ausubel et.al,, 1989). Los filtros se hibridizaron
contra los sigulentes detectores: cGD 7 y sus bandas 80, 81, 82, 83, 84 y 85 (ver Fig. 6
para localizacién y Fig. 7a para ver hibridizacién), y cGD 45 y sus bandas 27, 28 y 28
(ver Fig. 6 para localizacién y Fig. 7b para ver hibridizacién). Se utilizaron estos
detectores ya que tenfamos una idea aproximada de los limites de la zona del
pSymCFN42 (Romero & Eparvier, comunicacién personal) conservada en pGM1 y

querfamos conocer estos limites con mayor precisidn,

Para el andlisis de los perfiles de hibridizacién es importante recordar'que ol
genoma de nuestras cepas contiene un alto nimero de secuenclas reiteradas de
DNA. El pSym CFN42 tiene aproximadamente 10 familias de secuencias reiteradas
(Girard et.al., 1991).

Las autorradiograffas de los filtros hibridizados nos permitieron ver un patrén

de bandeo silvestre para la cepa CE3 (Fig. 7).
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Para la cepa DEM151 obtuvimos un patrén de bandeo igual al silvestre (Fig. 7)
con una sola excepcidn, la cual se observa en la hibridizacién contra ¢cGD 7. Esta
alteracién corresponde a la banda 1y se originé por la Insercién de genes facZy de
resistencia a algunos antibiéticos en la regién de nifHa (ver tabla I). La banda 1
aparece desplazada hacia arriba de la banda silvestre ya que tuvo un aumento en su

peso molecular.

Para la cepa CFNX250, hibridizando contra ¢cGD 7 y sus bandas (Fig. 7a)

observamos que:

1)Las bandas 80 y 81 no estén presentss en el pldsmido simbidtico pGM1 lo
que implica que estas bandas se perdieron durante el rearreglo que dié origen a
pGM1.

2)Las bandas 84 y B5 estdn presentes en pGM1 en su condicién silvestre,
semejante a CE3. Esto implica que las bandas 84 y 85 no sufrieron alteraciones

durante la formacién de pGM1 ni influysron directamente en el rearreglo.

3)La banda 82 no aparece en su posicion silvestre, en el peril nuevo aparece
una banda, tamblén nueva, de mayor peso molecular cuyo origen pudiera remontarse

a la formacién de pGM1.

4)La banda 83 presenta también un periil de bandeo alterado. La banda
original ha desaparecido; pero tamblén ha aparecido una banda nueva de mayor
peso molecular que pudiera haberse originado durante e! rearreglo genémico.
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Las bandas nuevas observadas en los perfiles de hibridizacién contra las
bandas 82 y 83 pudieran o no ser la misma, dado que las bandas nuevas de ambos
perfiles parecen tener pesos moleculares similares. Una misma banda podria
revelarse en ambos perfiles de hibridizacién dado que las bandas 82 y 83 silvestres
comparten zonas de homologfa por la existencia de secuencias reiteradas

pertenecientes a la famitia C.

Hibridizando el DNA de la cepa CFNX250 contra ¢GD 45 y sus bandas 27,28 .
y 29 (Fig. 7b), vemos que:

1)Las bandas 30, 29 y 28 estdn ausentes en pGM1 lo que implica que se

perdieron durante el rearreglo.

2)La banda 26 se presenta en una posicitn silvestre por lo que podemos decir

que no tuvo alteraciones durante la formacién de pGM1.

3)La banda 27 original no se observa; las dos bandas que éparecen en el perfil
son similares a bandas silvestres correspendientes a reiteraciones. Sin embargo, una
de estas bandas (correspondiente a la relteracién de mayor peso molecular) se
observa més intensa de lo normal por lo que pudiera ser que, por algin efecto del
rearreglo, la banda 27 haya aumentado su peso molecular y coincida con el peso

molecular de alguna de las reiteraciones mencionadas.

Los resultados de las hibridizaciones nos indican que el pGM1 tiene desde la
banda 82 ( 83 del pSym sllvestre hasta la banda 27. El patrén de estas tres bandas
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estd alterado; es posible que la banda 82 haya sido sl sitio ds unién con la banda 27

y que la cointegracién con pA haya sido en la banda 83.

La cepa CFNX273 (Fig. 7) presenta el mismo patrén de bandeo que la cepa
CFNX250 mads el perfil de bandeo del ¢GD 7. Ademds, muestra un patrén alterado en
la banda 27, donde aparecen dos bandas nuevas que pudieran ser parte del vector

que lleva al césmido & ser un resultado de la cointegracién entre pGM1 y este vector.

La cepa CFNX278 (Fig. 7) exhibe el mismo patrén de bandeo que la cepa
CFNX250 mas el pertil de bandeo de el ¢cGD 45, Presenta también una banda nusva
al hibridizar contra las bandas 82 y 83, la cual es de aproximadamente 3.4 Kb,
prabablemente relacionadas con el vactor que lleva al césmido 6 alterada como

resultado de la cointegracion entre pGM1 y el vector mismo.

Cinética de nodulacién:
Se estudié la cinética de nodulacién de las cepas CE3, CFNX250 y CFNX253.

Ninguna de las rafces de las plantas estudiadas se vefa nodulada para el dla
sels postinoculacién, aunque algunas de ellas presentaban primordios de nédulos.
Para el dla slete postinoculacién se comenzé a ver la formacién de nédulos en las
ralces de plantas inoculadas con cada una de las tres cepas. Ralces bien noduladas
se observaron por primera vez a partir del dfa ocho postinoculacién en plantas de

cada uno de los tres tratamientos.
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De los 8 datos obtenidos diariamente se calcularon la media y la desviacién
esténdar, para cada uno de los tres tratamientos, y se construyé una gréfica de
ntimero de nédulos {media + D.S.) vs. tiempo (dfas) (Fig. 8). En esta grédfica podemos
observar que las curvas de cinética de nodulacién son similares para las tres cepas y
que la cinética de nodulacién no estd retrasada para ninguna de las tres cepas con
respacto a las otras, al menos en lo referente a alteraciones en el rango de dias. No
podemos saber si existe alguna diferencia, en el rango de horas, que pudiera ser

responsable de la diferancia en competitividad de nuestras cepas.

Competitividad:

Los resultados de las pruebas de competitividad entre cepas de Rhizobium etli

se resumen en las tablas Ill y IV:

Tabla I, P jo p dio de acupacién de nédulos por cepas de Rhizebium etil en

competencia con CE2 {en proporcion 1:1).*

COMBINACION % de ocupacién de nédules por:
{cepa 1 vs. cepa 2) Cepa § Copa 2 Cepa 1+ Cepa 2
CE3 vs. DEM151 48 49 3
CE3 vs. CFNX250 87 10 3
CE3vs. CFNX252 65 33 2
CE3 vs. CFNX254 86,7 10,7 2,8
CE3vs. CFNX255 93 5 2
CEJ vs, CFNX273 86 14 -
(cointegrado) 97 k<] -
CEJvs, CFNX278 76 24 .=
(colntegrado} :1:] 7 5
CED vs, CFNX253 50 43 7
CE3 vs, CFNX24 90 10 [

*Determinado por prusbas de resistencia a antibié-
ticos y/o por pruebas de produccién de melanina.

34



Tabla V. P e p dio de ocupacién de nédulos por diversas cepas de Rhizoblum
eMi en compatencla (en proporclén 1:1).*

COMBINACION % de ocupacién de nédulos por:
{cepa 1 vs, cepa 2} Cepa 1 Cepa 2
CFNX250 vs, DEM151 6 94
CFNX250 vs. CFNX252 21 79
CFNX250 vs. CFNX254 56 44
CFNX250 vs, CFNX255 43 57
CFNX250 vs, CFNX273 36 64
CFNX250 vs. CFNX278 18 a2
CFNX250 vs, CFNX24 58 42

*Datarminado por pruebas de resistencia a antibié-
ticos y/o por prusbas de produccién de melanina.

Para el andlisis de estos resultados, es importante mencionér que,
debido a las grandes variaciones que se presentan, consideramos que cepas
que ocupan d_eI 40 al 60% de los nédulos en experimentos de coinoculacién
son igualmente competitivas. Asl, si vemos los resultados reportados en las

tablas Ill y IV, podemos damos cuenta que:

La fusién transcripcional que se hizo a la cepa DEM151 en nifHa no altera su

capacidad competitiva con respecto a la cepa parental CE3.

La cepa CFNX250, que ha perdido una gran cantidad de informacién genética
durante la formacion de pGM1, ahora ya no puede competir tanto como la cepa
silvestre CE3 ni como DEM151. La cepa CFNX250 es ahora una débil competidora.

Si recordamos, se construyeron tres cepas distintas con grandes fragmentos
de la regién del pSym silvestre mas el pGM1 de CFNX250 para buscar una
recuperacién de el fenotipo de competitividad perdido; estas cepas son CFNX254,
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CFNX255 y CFNX252 (ver tabla | y Fig. 5). Como podemos ver en las tablas [ll y IV, ni
la cepa CFNX254 ni la CFNX255 son mas competitivas que la cepa CFNX250, por lo
que no se logré con ellas una complementacién para el fenotipo de competitividad
buscado. Por el contrario, con la cepa CFNX252 observamos un aumento en la
capacidad competitiva de la cepa, comparativamente con la CFNX250. La
recuperacion de la capacidad de competir es parcial, dado que esta cepa aiin no

iguala la capacidad compstitiva de la cepa silvestre.

Es importante hacer notar que complementando CFNX250 con pDEL270
obtenemos solamente una restauracion parcial de la capacidad competitiva de la
cepa. Sin embargo, esta es la cepa complementada con la que se obtuvo la més alta

capacidad competitiva.

También se estudié la capacidad competitiva de las cepas de CFNX250 que
fueron complementadas con un solo césmido; CFNX273 y CFNX278. La primera de
estas cepas no parece recuperar ni siquiera parcialmente el fenotipo de
competitividad buscado; ni cuando se hicieron los primeros experimentos contra CE3
donde el eésmido no se habia cointegrado con pGM1, ni después de la cointegracién
{que ademds pudo afectar a la cepa en forma desconocida para nosotros; ver perfil de
plasmidos Fig. 9). Un primer acercamiento, observando la tabla Ill, podrfa hacernos
creer lo contrario ya que parece ser que el porcentaje promedio de ocupacién de
nédulos por la cepa ha aumentado comparativamente al de CFNX250 cuando
compite contra CE3; sin embargo, CFNX250 y CFNX273 son igualmente competitivas
una con respecto a la otra (Tabla IV) por lo que no podemos decir que la
complementacién con ¢cGD 7 haya provecado un aumento en competitividad. La
segunda de las cepas complementadas con césmidos, CFNX278, si parece comple-
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mentar, al menos parcialmente, para el fenotipo de competitividad buscado; es decir,
esta cepa es mas competitiva que la cepa CFNX250, pero menos competitiva que
CE3. CFNX278 parece lograr esta complementacién parcial adn después del
momento de la cointegracién del vector usado para introducir el césmido con pGM1
(Fig. 9); sin embargo, no podemos descanrtar que la cointegracién haya alterado

nuestra cepa.

Lievamos a cabo experimentos de competitividad con la cepa CFNX253 (Tabla
1). Dadob que esta cepa fija de un 30 a un 40% més nitrégeno que la cepa silvestre
CES3, y su cepa parental CFNX250 tiene la capacidad de fijar tanto nitrégeno como
CES3, quisimos averiguar si la capacidad competitiva de ambas cepas, CFNX250 y

CFNX253, era la misma.

Los experimentos de competitividad entre CE3 y CFNX253 nos indican que
ambas cepas tienen igual capacidad competitiva, Dado que CFNX253 es un derivado
directo de CFNX250 que no ha cobtenido informacién genética nueva con respeclo a
su cepa parental, sino que solamente se ha amplificado, parece que nos enfrentamos
a un fenémeno .de epistasis donde una mutacién suprime los efectos de otras
mutacionss; asl, el fenotipe de una doble mutante se asemeja al fenotipo silvestre. En
aste caso, la duplicacién de 120 Kb suple la pérdida de otra regién, al menos para el

fenotipo de compestitividad.

También llevamos a cabo experimentos de competitividad con la cepa CFNX24
(Tabla 1), donde el nimero de coplas de fa regién amplificada es de 2 y de la regién
no amplificada es de 1. Querfamos saber si el nimero de copias de cierta cantidad de
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informacién genética no alteraba la capacidad competitiva de nuestra cepa. Esta
observacion era fundamental ya que el nimero relativo de copias de pGM1 esde 2y
el nimero relativo de copias de pSym CFN42 es de 1 (Romero, comunicacion

personal).

Los experimentos de competitividad entre CE3 y CFNX24 nos indican que
CFNX24 ha perdido su capacidad compatitiva frente a CE3 y que la duplicacién de
informacién no solo no es benédfica para la cepa sino que parece ser dafiina, al

menos en cuanto a su capacidad competitiva,

Factores de nodulacién:

Como sabemos, los factores de nodulacién producidos por una cepa
bacteriana son determinantes para lograr la infeccién de la planta. Cuando nos
enfrentamos a una cepa donde casi dos terceras partes de la informacién contenida
en el pldasmido simbiético silvestre se habla perdido y esto daba como resuitado un
descenso en la capacidad competitiva, nos preguntamos si la capacidad de producir
factores de nodulacién no estaba también alterada y por ello nuestra cepa presentaba
un fenotipo de baja competitividad. Asi, decidimos analizar el patrén de factores de

nodulacién de CFNX250 y sus derivadas y compararlo contra la cepa silvestre CE3.

El patrén silvestre de produccién de factores de nodulacion (6 de sustancias
inducibles por flavonoldes) de la capa CES se observa en la Fig. 10, este patrén ya ha
sido observado con anterioridad (Martinez-Romero, comunicacién personal). Se
observa claramente que el patrén de factores de nodulacién de la cepa DEM151 es

igual al patrdn silvestre (Fig. 10).
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El patrén de factores de nodulacién, sin embargo, se ve claramente alterado en
la cepa de Rhizobium etli CFNX250 (Fig. 10). En esta cepa cbservamos la pérdida
de uno de los factores de nodulacién (observada como pérdida de una de las
bandas), aquel que es el menos polar; esto implica que alguno de los factores de
nodulacién silvestres no est4 siendo producido por esta cepa. Este factor parece ser
un factor de nodulacién fucosilado y/o carbamilado en su extremo reductor (Martinez-

Romero, comunicacién personal).

Las cepas CFNX254 y CFNX255 que son cepas con pGM1 més
complementaciones de gran parte de las bandas perdidas del pSym silvestre (Fig. 5)
producen factores de nodulacién con un patrén similar al de la cepa CFNX250 (Fig.
10). Otra de las cepas complementadas CFNX252 , que tiene pGM1 més toda fa
regién que se perdid det pSym silvestre (Fig. 5), recupera la capacidad de producir el
factor de nodulacién perdido en cepas como CFNX250, es declr, recupera el patrén

silvestre de produccion de factores de nodulacion (Fig. 10).

Dos de las cepas con ¢l plasmido pGM1 fueron complementadas, con
cosmidos: CFNX273 y CFNX278 (Fig. 5). La primera de estas cepas recupera el
patrén silvestre de produccién de factores de nodulacion, la segunda no (Fig. 10).
Esto nos indica que la informacién genética necesaria para la produccién de este

factor de nodulacién se encuentra en la regién correspondiente a ¢cGD 7.

La cepa CFNX24 produce en mayor cantidad el factor de nodulacién que
représenta al compuesto menos polar (la banda superior en el patrdn de produccién
de factores de hodulaclén); este fenémeno se observa en la Fig. 10 como una banda
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de mayor intensidad que sus homélogas para otras cepas. En la Fig. 11 podemos ver
que el porcentaje de produccién de este factor de nodulacién por la cepa CFNX24
con respecto a las otras: CE3 produce un 100% del factor, CFNX24 un 250%,
DEM151 y CFNX252 alrededor de un 70% y el resto aproximadamente un 12%.

Para las cepas CFNX253 y CFNX258 observamos también que hay un
aumento en la produccién de unc de los factores de nodulacién presentes en la cepa
silvestre en cantidades més bajas. Este factor es el segundo factor menos polar (Figs.
10 y 11) y es producido al 100% por CE3 y CFNX24, al 110-120% por CFNX254 y
CFNX255, al 70% por CFNX252 y CFNX250 y al 40% por DEM151; mientras que por
CFNX253 es producido al 160%. El porcentaje de produccién de factores de
nodulacién por CFNX258 no fue determinado.

Si existe o no una correlacién entre los resultados de competitividad y los de

produccién de factores de nodulacidn serd analizado en la discusién.
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Riscusién:

Sabemos que un retraso en la cinética de nodulacién de una cepa, que se ha
puesto a competir con otra, pusde provocar que esta cepa no sea competitiva (Triplett
& Sadowsky, 1992). Dado que la cinética de nodulacién de las cepas CE3, CFNX250
y CFNX253 es muy similar y, de hacho, la aparicién de nddulos es sincrénica para
plantas inoculadas por cualquiera de las tres cepas, las diferencias en competitividad
entre estas cepas aparentemente no se deben a un retraso en su cinética de
nodulacién, Pudiera ser, sin embargo, que existiera una diferencia muy pequefia en
la cinética de nodulacién, una diferencia de horas indetectable sigulendo la
metodologla que utilizamos y que tal vez requeriria de un experimento en matraces,
en cuarto de cultivo, y en el que se tuviera un estricto seguimiento del tiempo a

intervalos cortos (en vez de dias, horas).

Como hemos visto, las capas de Rhizobium etli CE3, CFNX250 y CFNX253
producen factores de nodulacién diferentes. Fisher y Long (1992) y Poupot et.al.
(1993) han reportado que la cinética de nodulacién de una cepa puede verse
alterada por camblos en la concentracién y tipo de factores de nodulacién que
produce. Sin embargo, en el caso de nuestras cepas, vemos claramente que los
cambios ocurridos en su produccién de factores de nodulacién no ha provocado

diferencias en su cinética de nodulacién.

Nos enfrentamos sin duda a un fenémeno extrafio pocas veces reportado con
anterioridad donde las diferencias an la capacidad competitiva de diversas cepas no
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se refleja en una varlacién en sus cinéticas de nodulacién y, a su vez, estas cinéticas
de nodulacién no parecen estar afectadas por carmbios an la concentracién y tipos de

factores de nodulacién producidos.

Inicialmente, pensédbamos que la pérdida de la capacidad de produccién de
uno de los factores de nodulacidn en la cepa CFNX250, comparativamente con la
cepa silvesu;e, provocaba la disminucién en la capacfdad competitiva de la cepa. Esto
parecia confirmarse observando el patrén de produccién de factores de nodutacién
de las cepas con el pldsmido pGM1 complementadas con pDEL217, pDEL200 y
PDEL270 (cepas CFNX254, CFNX255 y CFNX252 , respectivamente). Con las dos
primeras complementacienes la banda perdida no se recupara ni tampoco el fenotipo
de compstitividad; es con la tercera complementacién, CFNX252, donde vemas
recuperada la banda del factor de nodulacion perdide en CFNX250 y vemos una
recuperacidn, al menos parcial, del fenotipo de competitividad. Sin embargo, la cepa
CFNX273 presenta un patrén de factores de nodulacién samejante al de la cepa
silvestre y no recupera la capacidad de competir, por lo que, aparentemente, la
recuperacion de la capacidad de producir e! factor de nodulacién menos polar no estd
involucrada con la capacidad de competir & es solo una parte de esta capacidad. Por
otro lado, fa cepa CFNX278 presenta, al paracer, un fenotipo ‘de competitividad
parcialmen_te recuperado y no un patrén de ‘produccién de factores de nodulacién

semelante a la cepa silvestre; esto confirma nuestras observaciones anteriores.

Ante este fendmeno extrafio cabe preguntarnos si realmente observamos .
diferencias en produccién de factores de nodutacidén ¢ si estamos detectande la
producclén de sustancias diversas, inducibles por flavonoldes y con una estructura
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quimica similar, que no funcionan en su totalidad como factores de nodulacién. Tal
vez deberfamos referimos a estos compuestos como sustancias Inducibles por
flavonoides, Para saber si realmente tratamos con factores de nodulacién deberfamos
aislar cada una de estas sustancias y tratar de inducir con cada una de ellas la

formacién de pseudonddulos, como han reportado Dénarié y su grupo {1992).

Si descubriéramos que si estamos lraténdo con factores de nhodulacién
diversos, encontrarfamos tal vez que funcionan de cualquiera de las siguientes
maneras: .

1)Como factorss de nodﬁlacfén cuyo efecto es independiente uno de octro.

2)Como factores de nodulacién que se complementan mutuamente en su

funcién. -

3)Como factores de nodulacién donde el efecto de uno es dominante sobre

ol otro.

De estas tres posibilidades, es dificil elegir una como la més probable. Sin
embargo, con la informacién que tenemos hasta ahora pensamos que tratamos con
factores que funcionan independientemente uno de otro 6 factores donde el efecto de
uno es dominante sobre el otro. Pensamos que ho se trata de factores de nedulacién
de efacto complementario ya que, es ese caso, la cepa CFNX273 (cepa con pGM1y
¢GD 7) deberla mostrar un aumento en su capacidad competitiva con respecto a
CFNX250 y CE3. Sin embargo, aun no podemos descartar por completo esta opcién
ya que pudiera ser que el efecto complementario entre factores de nodulacién se

reftejara en caracterfsticas independientes de la capacidad compatitiva.
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Lo que sf sabemos con seguridad, es que estamos tratando con fnformacién
contenida entre las bandas 80 y 83, correspondientes a ¢cGD 7, en las que no se han

encontrado genes nod ni nol (seglin reportes en literatura; ver Fig. 4).

El mapeo realizado para buscar los limites del_pSym CFN42 conservados en
pGM1 y los experimentos de competitividad llevados a cabo con CFNX252, CFNX254
y CFNX255 nos indican que fas bandas 27 y 28, correspondientes a cGD 45, parecen
ser muy importantes para la competencia, y las bandas 81, 82 y 83, correspondientes
a ¢GD 7, parecen importantes para la p}oduccién de factores de nodulacién (6
sustancias inducibles por flavenoides) y, tal vez, para la compstitividad. Es posible
que estas bandas tengan genes u operones completos y sean capaces complementar
para estos fenotipos por sf solas; aunque también puede suceder que solo tengan
parte de la informacion necesaria para competencia y produccién de factores de
nodulacion (6 sustanclas inducibles por flavonoides) y deban estar unidas a otras
bandas para poder funcionar y dar como resultado ei fenotipo buscado de
competencia elevada y produccién de tactores de nodulacién (& sustancias inducibles

por flavonoldes) silvestre.

La cepa CFNX250 es menos competitiva que la cepa silvestre CE3 y, como
oxplicamos anteriormente, estas diferencias no parecen estar relacionadas con las
alteraclones en la produccidén de factores de nodulacién. Ahora bien,
comparativamente, podemos ver que las cepas CFNX250 y CFNX253 producen ios
mismos factores de nodulacidn; sin embargo, la cepa CFNX253 produce mayor
cantidad de al menos uno de estos factores (produce aproximadamente el dobte; Fig.
11). La cepa CFNX253, ademds, recupera su capacidad de competir contra 1a cepa
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slivestre. Parece ser que la amplificacién nif-nif produce un efecto epistatico sobre la
pérdida de algutin(os) gene(s), lo que provoca una recuperacién del fenotipo de
competitividad que se habfa perdido durante la formacién del pGM1 de la cepa
CFNX250.

El fenotipo de competitividad se ve restaurado en la cepa CFNX253 por una
amplificacién nif-nif y, como ya dijimos, pensamos que nos enfrentamos a un
fénémeno do epistasis ya que en el pldsmido simbidtico silvestre no se observa una
alteraclén en la capacidad competitiva de cepas con amplificaciones similares: cepas
con un pSym CFN42 con tres-a cuatro amplificaciones nif-nif - no presentan un
fenotipo alterado en competitividad, son necesarlas ocho amplificaciones como &sta
para .observar un fenotipo de disminucién en la capacidad competitiva (Martinez-

Romero, comunicacién personal; Romero, comunicacién personal).

El aumento en competitividad de la cepa 9FNX253 es resultado de la
amplificacién pero solamente puede observarse este aumento cuando tratames con
un pldsmido simbidtico como el pGM1. Este dato estd corroborado por las
amplificaclones ya menclonadas del pSym CFN42 y por los datos de competitividad
de la cepa CFNX24 donde vemos que una amplificacion tipo pGM1 (o tal vez un poco
mayor) en un pldsmido simbidtico silvestre lleva a una disminucién en la capacidad

compstitiva de la cepa.

Esta epistasis o supresin, puede haber sido originada de cualquiera de la
sigulentes maneras; supongamos que A es un gene perdido total o parcialmente
durante la formacién de pGM1 y B es un gene presente en pSym CFN42 y conserva-
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do en pGM1 (modelo tornado de Guarente,1993):

A) Supresién gene especifica, alelo no aspecffica: Sl el supresor B* trabaja en
cualquier alelo mutante de A, puede suprimir la necesidad de tener el producto del
gene A,

A.1) Supresién desviada (Fig. 12a}: Si A y B funcionan en vias bioqu/micas o
genéticas paralelas, la mutacién B* fortalece esta via paralela cuando A ha sido
mutada {(A*).

A.2) Supresién por epistasis (Fig. 12b): St A y B funcionan en la misma via, B*
es capaz de restituir el fenotipo silvestre cuando existe A*.

B) Supresién gene especifica, alelo especlfica (Fig. 12¢c): A y B son genes que
interacttian directaments; una mutacién no-nula en A (A") puede ser suprimida por un

gene interaccional B*,

De estas tres posibilidades, cualquiera de la dos primeras resulta més factible
que la tercera ya que la mutacién con la que trabajamos parece ser tnicamente la
duplicacién de cierta informacién genética. Asl, el aumento en la actividad de B {por el
incremento en su niimero de copias, B*) da el refuerzo necesario para suprimir la
pérdida de A.

Nuestro gen;a B podrfa rastrearse siguiendo la misma estrategia que utilizamos
para rastrear los sitios de complementacién para los fenotipos de competitividad y de
produccién de factores de nodulacién. Esto es, haciendo complementaciones de
CFNX250 con distintos césmidos correspondientes a la regién del pSym CFN42
conservada en pGM1 (¢GD 101, cGD 102, cGD 28, ¢GD 15 y cGD 35; Fig. 6a).
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No hemos logrado, con ninguna de nuestras com'plementaclones, obtener un
fenotipo de competitividad igual entre la cepa silvastre CFN42 y la cepa CFNX250,
probablemente debido a la diferencia en el nimero relativo de copias entre los
plésmidos simbldticos de ambas cepas que es de 1 para el pSym CFN42 y de 2 para
pGM1 (Romero, comunicacién personal). Sin embargo, si solamente fuera importante
- el nimero relativo de copias entre un pldsmido y otro y el niimero relativo de copias
entre el pGM1 y la complementacién con ¢GD 45, deberfamos de haber logrado una
complementacién completa al fenotipo de competitividad con la cepa CFNX278
cuando no se hablfa llevado a cabo la cointegracién ya que el vector que contenfa a
¢GD 45 tiene un origen de replicacién que acepta un nitmero relativo de copias de 3 6
4. Sin embargo, este fendmeno podrfa ser redundante, es declr, tal vez necesitdramos
un origen de replicacién que acepte un nimero relativo de coplas exactamente igual
al de pGM1 (que es el de pA).

Ademds, aunque no existe una correlacién directa entre la pérdida de la
capacldad de broducclén de uno de los factores de nodulacién y la pérdida de Ia
capacidad competitiva, es probable que sea necesaria la presencia de la informacién
genética que codifica para cada uno de estos fendmenos (contenida en cGD 7 y cGD
45) para recuperar totaimente la capacidad competitiva. Sin embargo, existe tamblén
la posibilidad de que nuestra cepa CFNX278 no recupere totalmente su capacidad
competitiva porque requiera informacién genética de la perdida durante {a formacién

de pGM1 y que no estd Inclulda ni en cGD 7 ni en cGD 45.
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Perspectivas:
Este trabajo ser4 continuado con el principal objetivo de identificar los genes

espeaclficos que alteran competitividad, siguiendo distintas estrategias:

1)Para identificar los genes involucrados en competencia presentes en ¢GD
45, clonaremos cada una de sus bandas (desde 26 hasta 30} en un vector
autorreplicable en Rhizobium etli , como pRK7813, y conjugaremos a la cepa
CFNX250. Con esta nusva construccion haremos experimentos de competitividad
para tratar de rastrear aquella banda donde se encuentran los genes que nos

interesan.

Si con ninguna de las bandas lograrnos una complementacién'para nuestro
fenotipo de competitividad (porque al cortar las bandas Interrumpamos algunos genes
u operones), procederemos a cortar cGD 45 en fragmentos mayores a sus bandas y

con ellos haremos las prusbas de competitividad.

El fragmento seleccionado como complementario, se cortard al tamafio minimo
necesario para que contintie su complementacién, se secuenciard y se buscard su
distribucién en la especie mediante pruebas de hibridizacién y comparacién de
secuencias. Trataremos de determinar la funcidn especifica de estos genes por
técnicas de mutacidn dirigida.

2)Para Identificar los genes involucrados en la produccién de factores de
nodulacién presentes en ¢GD 7, seguiremos una estrategia similar a la mencionada
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para los genes de competencla‘en cGD 45, utilizando las bandas 80 a 84 de este

c&smido.

3)Para identificar los genes responsables del efecto epistdtico en la cepa
CFNX283, seguirernos una estrategia experimental como la que utitizamos a lo largo
de este trabajo; haremos complementaciones de la cepa CFNX250 con los distintos
cosmidos que abarcan la regién amplificable nif-nif : ¢cGD 102, cGD 101, ¢GD 28, ¢GD
15 y cGD 35. Con cada una de las cepas construidas, se harén experimentos de

competitividad para buscar aquella que sea tan competitiva como CE3.
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Conglusiones:

*Las diferencias en compstitividad entre CE3 y CFNX250 no se deben a un

cambio en la cinética de nodulacién.

*Al menos una regién, contenida en las 220 Kb del pSym que no se
encuentran en pGM1, posee informacién necesaria para la competencia por la

nodulacién.

*El segmento cGD 45 complementa parclalmente, para el fenotipo de
compelitividad, a pGM1. Esto indica que alguna regién entre las.bandas 26 y 30

participa en la competitividad, pareciendo esenclales las bandas 26,27 y 28.

*No hemos encontrado una correlaclén directa entre la produccién de factores

de nodulacién y el fenotipo de competitividad,

*El segmento ¢cGD 7 complementa el fenotipo de produccién de factores de
nadulacién. Alguna regién entre las bandas 80 y 85 participa para fa obtencién de

este fenotipo, pareclendo esenciales las bandas 81, 82 y 83,

*‘Una amplificacién nif-nif como la de la cepa CFNX253 permite una’
recuperacion total de la capacidad competitiva, probablemente por un efecto

epistatico.
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Aunque aun no sabemos con exactitud qué genes se perdieron durante la
formacién de pGM1 y no sabemos como funcionan, hemos logrado identificar una
zona (correspondiente a cGD 45) de aproximadamente 20 Kb donde puede estén
localizadds genes involucrados en la competitividad de una cepa. También hemos

V identificado una zona (correspondlente a ch 7) de aprcximadarﬁente 21 Kb
Involucrada en la produccidn de un factor de nodulacién y que no ha sido relacionada

con ninguno de los genes nod ni nol conocidos.

El conocimiento de genes especificos para competencia por la nodulacién nos
permitird comprender mejor los factores genéticos que regulan la simbiosis. Ef avance
en el conocimiento cientifico sobre el fendmeno de nodulacidn se reflejard sin duda
alguna en el mejoramiento de las técnicas agricolas actuales, aumentando la
produccién, mejorando la economia de los productores y disminuyendo la

contaminacidn amblental para la conservacién de nuestra biésfera.
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Fig. 2 Estadios Inlciales de la simblosis Rhizobium -leguminosa.

Los factores de nodulacién sefial llegan a los pelos radiculares (a) y provocan la
deformacidn del peio radicular (b}, su ramificacién (¢) y enroscamiento (d), asf como
mitosis en el cortex (e), lo que culmina en la formacién del primordio nodular. Las
bacterias invaden las células de ia planta a través del hilo de Infeccldn {f), un tubo
derivado de la planta que deposita a las bacterias en células individuales en el
primordioc nodular. Es en este punto donde las bacterias se diferencian a bacteroides y
comienzan a fijar nitrégeno. (*, epldermis; **, cortex; Tomado de Fisher & Long, 1992),
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Fig. 3. Mecanismo propuesto para la formacién del plasmido pGM1.
(Romero, comunicacidn personal),
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Fig. 4. Mapa fisico de la regién del pSym en pGM1 (limites sefialados por la linea debajo del mapa).
{Modificado en base a informacién de Girard et.al.,1991; Davis & Johnston, 19902 y 1990b; Romero,1993;
Vazquez et.al.,1991; Vazquez, etal., 1 993). '
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Fig. 5. Plasmidos simbidticos y complementaciones de cepas de Rhizobium et
utilizadas en este estudic, Cepa a)CFNX42 y CE3, b)DEM151], ¢c)CFNX250,

d)CFNX253, e)CFNX252, )CFNX254, g)JCFNX255, h)CFNX273 e I)CFNX278.
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Fig.6. pSym CFN42. a)Mapa fisico y cosmidos (cGD; clonados en el vector Lorist); b)Secuencias reiteradas en pSym. Las letras maytsculas
representan a las 11 familias reiteradas y estan representadas por las flechas intemas; las flechas extemas indican fragmentos de homologia con
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Fig. 7a.Perfil do hibridizacién de DNA de copas de Rhizobium stfi. Caril 1, CE2; 2, DEM151; 3, CFNX250, 4, CFNX273 y 5, CFNX278, contra distintos

detectores: A, contra ¢GD 7; B, contra banda 81; C, contra banda
Las flachas marcan la apariion de bandas nuevas.

82; D, contra banda 83; E,contra banda 84 y F, contra banda 85.
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Fig. 7b. Peril de hibridizacién de DNA de cepas de Rhizobium etli . Caril 1, CE3; 2, DEM151; 3, CFNX250, 4, CFNX273 y
5, CFNX278, contra distintos detectores:A, contra cGD 45; B, contra banda 27; C, contra banda 28 y D, contra banda 29.
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Fig.9. Perfil de pldsmidos de cepas CE3 (carril 1), CFNX250 {carriles 2 y 3),
CFNX273 (con cGD.7 cointegrado a pGM1; carril 4) y CFNX278
(con cGD 45 cointegrado a pGM1; carril5).

El asterisco a la izquierda de cada carril sefiala al plésmido simbiético.

66



o G o
o
e o

ERRE

Fig. 10a. Patr6n de produccién de factores de nodulacién por cepas de Rhizobium etil.
Carriles 1y 2, cepa CE3; 3 y 4, DEM151; 5y 6, CFNX250; 7 y 8, CFNX253, 9 y 10,
CENX24; 11 y 12, CFNX254; 13y 14, CFNX265; 15 y 16, CFNX252,

La flecha marca la banda del factor de nodulacidén menos potar.

(En los carriles nones se indujo con genistelna para produccién de factores de

nodulacién, en los cariles pares no hubo induccién)
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Fig. 10b. Patrén de produccién de factores de nodulacion por cepas de Rhizobium etl.
Carriles 1y 2, cepa CE3; 3, DEM151; 4, CFNX250; 5, CFNX253; 6, CFNX258;
7, CFNX24; 8, CFNX254; 9, CFNX252; 10, CFNX273; 11, CFNX278.
La flecha marca la banda del factor de nodulacién menos polar.
{En todos los carriles nones se indujo la produccién de factores de nodulacién,

excepto en el carril 2).
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Fig. 11. Porcentaje de produccion de factores de nodulacion por diversas cepas de
Rhizobium etii (inducidos por genistelna).
1, primer factor de nodulacién menos polar ;
2, segundo factor de nodulacién menos polar.
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A) Suprasidn gene especitica, alelo no especitica:

A.1)Supresidn desviada

Atpt Mutacion nula A'B+ A* supresor B*
A’ ety R A
[ Bt -~ & e 4
sivesire mutanie ‘sitvestre’
A.2)Supresién por epistasis
U A B* A 8°
__ﬁ__, __B_'_. —Yp - R ——
‘silvegire’

silvestre mutanta

B)Supresién gene espacifica, alelo aspacilica:

AtBt Mutacidn no-nula A-B+ A suprasor B
silvestre mutante ‘sitvestre’

Fig. 12. Tipos de supresidn, agrupados por especificidad génica y alélica,

. (Explica_cién en el texto, tomado de Guarente, 1993).



Apéndice:

Soluclonas varias utilizadas en la realizacién de este trabajo, mencionadas en

material y métodos.

Buffer de columna:
REACTIVO f1sTock:

Tris-Base pHE ™
NaC! &M
EDTA 0.25M
SDs . 0%
NaN3 iM

Soluctén Norrls modificada:

REACTVO TANTIDAD (g}
)KCH 5.9
POy - 2.00
3)KHzPO4 4,00
4)CaS04q 10.88

4 CaSO42H0 13.76
B)MgS04THz0 19.72

2.0
4.0
o8
Q.2
0.2

VOLUMEN (mi) AUTILIZAR
PARA 200 mi DE SOLUCION"¢

*‘Soiventa; Ha0 destilada.

TIFINAL

10mM
100 mM
1mM
Q.01%
1M

Se filtra Ia mezcla final y se esteriliza
durants 25 min en autaclave.
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8)Para 1| da scluclén en HpO dasiifada:

REACTIVO CANTIDAD (g)
CuS047H0 0.15
ZnS047H20 0.44
MSO4-2Hp0 0.40
(NHg)gMo70p4-4H20  0.02
H3803 ] 143

7)Para 1§ da solucién en HpQ destilada;

REAGTIVO CANTIDAD (g}
FeS04.7Hz0 50
Acldo Citrico 50

Sedisuelven 1,2, 3y 5 en 36 | de HpO destilada, 5o la agregan 20 mi de la solucidn 6 y 40 m! de la selucion

7. En 4 1 de H20 destilada se disuelve 4,

Ambas soluci s8 o 1en €0 delan enlfriar y se mezclan.

La solucidn nutritiva estd lista para ser utilizada.

Medio mfnimo para CE3:

REACTIVO {1S8TOCK* VOLUMEN (ml) A UTILIZAR
PARA 100 ml DE SOLUCION"?

K2HPO4 2.0% 0.86
MgS04 2.0% 1.27
KNO3 5.5% 0.20
KH2PO4 10.0% 1.00
NaCl 2.0% 0.80
Trazas Gibson 1000X 0.10
Biotina** 10 mg/m! 0.10
Sacarosa 0.2g/mt 1.00
CaClp 0.0t g/mt 1.00
Citrato Férmico 0.005 g/ml 1.00

*Solvente: HoO destilada
**Agregar 6-8 gotas de NaOH 1M para disolver.
“Todas las sofuclones stock deben esterilizarse
durante 25 min en autoclave anles de mezclarse.
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Trazas Gibson 1000X:

REACTIVO CANTIDAD (para 1 | de solucién’)
H3B03 2869
MnS0O4.4H20 203¢g
6 MnS04.H20 184 g
ZnS047H20 209
CuS04:5H20 80mg
NagMoOgH0 108 mg
4 NapMoD4-2H0 106 mg

*Salvonte: HoO destiada

Soluciongs utilizadas en la técnica de Eckhardt (modificado de Eckhardt,
1978): ) :

Solucion A:

Reactivo Caoncentracién Observaciones

Lisozima 7,500 wml Disuelto en TB 1X,

ANAasa 0.3uwm! i on ds

So P g
acelato de sodio 0.4 M {pH 4.0) a una
concentracién da 10 mg/ml. Se calienta 2 min

a98° C antes do mezclar con el resto defa

solucién.
Azul do Bromotenol
enTB pH 82, 1X 0.05%
Ficoll {400,000) 2% Disuelto en 8 mlde TB 1X.
Xylene-ciano! 0.05%

Se mazclan los compuestos en el orden sigulente: 1)ficoll, 2)lisozima, 3)RNAasa y 4)Colorantes.
Se almacenan aficuolas de 450 pl a-200 C.
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Tris Boratos (TB pH 8.2) 1X:

Reactivo
Teis

EDTA (disédico)
Acido bérico

Solucién B:

Reactivo

SDSenTBIX °
Ficoll (400,000) en TB 1X

Solucién C:

Reactivo

SDSen TB 1X
Ficoll (400,000) en TB 1X

Concentraclén-
89 mM

126 mM
88mM

Concentracién

0.2%
10%

Cancentracién

0.2%
5%
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