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I.- RESUMEN

En este trabajo presentamos la clonacién y la caracterizacién del gen
nolR en Rhizobium etli cepa CE3, asi como un analisis parcial de la funcién
de la proteina NolR.

Los datos obtenidos en este estudio, muestran que en R. etli el gen
nolR se encuentra ampliamente distribuido en diferentes aislados
geogréficos; sin embargo su presencia en Rhizobium tropici, que también
nodula frijol, no fue detectada. Para tratar de entender el papel que juega
este gen en el proceso de la nodulacién, generamos una mutante en R. etli
CE3, por insercién de un gen de resistencia a espectinomicina y
analizamos su fenotipo. La mutante nolR- presenta: una disminucién en la
secrecién de los factores de nodulacién de ~30%, observado tanto por TLC
como por HPLC con respecto a la cepa silvestre. También observamos un
ligero retraso en la aparicién de los nédulos por cinéticas de nodulacién y
por anélisis histolégico usando microscopia de luz. En el anilisis
histolégico, detectamos que la divisién meristemética de las células del
cértex es por zonas, lo que da lugar a una desorganizacién celular dentro
del nédulo.

Por experimentos tipo Southwestern, encontramos que la proteina
NolR se une de manera especifica a una secuencia consenso, localizada en
la regién promotora del gen nodD1.

Finalmente, proponemos un modelo de regulacién de los genes nod
en R. etli CE3, que involucra elementos descritos anteriormente por

nuestro grupo, asi como los resultados obtenidos en esta tesis.



II.- INTRODUCCION

El acceso al nitrégeno mineral, es una limitante para el crecimiento de
las plantas, ya que es uno de los nutrimentos que, se requieren en mayor
cantidad, y su disponibilidad en la agricultura tiene una gran influencia
sobre la calidad y el rendimiento del producto. En la naturaleza, las plantas
adquieren el nitrégeno por asimilacién de nitrato y amonio a través de
asociacidén con bacterias, de esta forma han evolucionado las relaciones
simbi6ticas entre algunas plantas y una variedad de microorganismos
capaces de llevar a cabo el fenémeno de fijacién biol6gica del nitrégeno, que
consiste en la reduccién de nitrégeno molecular (N2) a amonio (NHa).
Existen diversas asociaciones que tienen como consecuencia final la fijacién
de nitrégeno y, como factor comiin, poseen la caracteristica de que el
microsimbionte tiene que invadir las células mds accesibles de la planta e
instalarse en ellas. La interaccién simbi6tica mejor estudiada en donde se fija
nitrégeno, se establece entre las bacterias del suelo Gram-negativas,
pertenecientes a la familia Rhizobiaces, y plantas superiores de la familia
Leguminosae. Esta asociacién se da con al menos 122 géneros diferentes de la
familia de las leguminosas y ademas con algunos miembros del género
Parasponia, una planta no leguminosa perteneciente a la familia Ulmaceae
119).

La relacién entre Rhizobium y plantas leguminosas es selectiva, ya que
especies individuales de rhizobia tienen distintos rangos de hospedante,
permitiendo sélo la nodulacién de un grupo particular de plantas. Por
ejemplo, Rhizobium leguminosarum bv vicise nodula chicharo y Viciae faba,
mientras que Bradyrhizobium japonicum nodula soya. Por otro lado, el

extremo es la cepa Rhizobium sp. NGR234 de amplio rango de hospedero,



que nodula hasta 353 especies de leguminosas representando 122 géneros
(92). En estas simbiosis existen diferencias en el proceso de infeccién, asi
como en los programas organogenéticos, lo cual se refleja en diversas
caracteristicas como, por ejemplo, en las variaciones de la morfologia del
nédulo. Sin embargo, también existen similitudes en todas las etapas del
desarrollo de la interaccién (119).

La importancia del estudio de esta interaccién reside en el valor
agronémico que tienen muchas plantas leguminosas, entre las que podemos
mencionar : frijol y soya. Es este interés, lo que ha llevado a muchos grupos
de investigacién a estudiar en gran detalle, cémo se regula cada una de las

etapas del proceso de fijacién biolégica de nitrégeno.

11.1 EL FENOMENO DE SIMBIOSIS.

Rhizobium,  Azorhizobium,  Bradyrhizobium,  Mesorhizobium y
Sinorhizobium son bacterias del suelo Gram-negativas que se asocian casi
exclusivamente a plantas de la familia Leguminosae para formar una
simbiosis, la cual trae como resultado la formacién de un nuevo 6rgano en la
planta, el nédulo, en donde el nitrégeno atmosférico es reducido a amonio.
El amonio producido de esta forma es asimilado por la planta, mientras que
la bacteria recibe fuentes de carbono producto de la fotosintesis vegetal. El
fenémeno de fijacién biolégica del nitr6geno, comprende varios estadios (ver
figura 1): la bacteria coloniza la superficie de la raiz e induce el curvamiento
de las puntas de los pelos radicales. Esto es seguido por la invaginacién de la
pared celular y la formacién de un hilo de infeccién que crece dentro del
pelo radical (figura 1, By C). El hilo de infeccién atraviesa las capas celulares
externas y el primordio del nédulo es iniciado por la proliferacién de las

células del cértex de la rafz (figura 1D). Dentro del hilo de infeccién el




rhizobio se multiplica, pero permanece confinado a la pared celular de la
planta. Cuando el primordio se desarrolla a nédulo, las bacterias son
liberadas de la punta del hilo de infeccién por endocitosis y se diferencian a
bacteroides cuya forma es la tinica capaz de fijar nitrégeno atmosférico. En
los primeros eventos de esta interaccién, se establece un didlogo molecular
muy preciso entre el macro y el microsimbionte, en el que compuestos
fenSlicos llamados flavonoides son excretados por la planta y activan la
transcripcién de genes bacterianos involucrados en el proceso de nodulacién
(genes nod). Esto se lleva a cabo gracias a la interaccién que se establece
entre los flavonoides y el gen nodD, el cual es un regulador transcripcional
de los genes de nodulacion inducibles. La expresién de los genes de
nodulacién trae como resultado la sintesis y secrecién de moléculas sefial
involucradas en el reconocimiento especifico entre los simbiontes, llamados
Factores de Nodulacién (FNs) de los cuales se tratard en los siguientes

apartados. (71, 85, 107). (Ver figura 1).

o2 CH-OH ot
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R2-Q ) o
HO H
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Rhizobium OH
OH
\ =
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Flavonoide

Figura 1. Interaccién simbiStica entre Rhizobiumy leguminosas. A, B, C, Dy E eventos secuenciales para la
formacién del nédulo. rh, rhizobia; r, pelos radicales; ci, centro de infeccién; n, niicleo; it, hilos de infeccién; rit,
hilo de infeccién ramificado; b, bacteroides; s, simbiosoma; phb, granulos de poli-p-hidroxibutirato; pb,
membrana peribacteroidal; ¢, cértex; d, vacuola digestiva; ep, epidermis; ed, endodermis. . R1-R6: diversas
modificaciones quimicas en los Factores Nod.
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I1.2 GENES DE NODULACION

Los genes de nodulacién (genes nod) son los genes bacterianos
involucrados en cada una de las etapas conducentes al establecimiento del
nédulo. Estos genes estan localizados generalmente en un pldsmido de alto
peso molecular, pero en especies como Rhizobium loti y géneros como
Bradyrhizobium y Azorhizobium, los genes nod estan localizados en el
cromosoma. Sin embargo, de manera general, comparten la caracteristica de
estar organizados como operones, regulados coordinadamente en muchas
especies de rhizobia.

Los genes nod se clasificaron originalmente en dos grupos : los genes
nod comunes (nodABC) presentes en todos los rhizobia y responsables de la
sintesis de la estructura bésica del factor de nodulacién (62), y los genes nod
especificos (nodEFGHL), encargados de llevar a cabo las diversas
modificaciones de que son objeto los factores de nodulacién. Ademds,
existen otros genes que contribuyen a la eficiencia de nodulacién (efn) y los
genes involucrados en la regulacién de los genes de nodulacién (n0dD, syrM,
nolR, etc.), (23, 39, 63, 82).

El conocimiento que se ha generado en los dltimos afios en relacién a
los genes de nodulacién, se ha reflejado en el cambio de concepcion de estas
primeras clasificaciones. Es asi como se ha demostrado que los genes nod
comunes son también determinantes de especificidad, lo cual se ha descrito
para el gen nodC. Este gen tiene la funcién de quitina sintasa en todos los
rhizobios pero, dependiendo del origen del gen, es el nimero de unidades
de acetil glucosamina que afiade para formar el esqueleto de N-acetil
glucosamina; ésto hace que se sintetizen oligémeros de quitina que varfan en
longitud, lo que da como resultado diferencias en cuanto a eficiencia y

capacidad de nodulacién en ciertos huéspedes (57, 58). Es por esta razén que



el concepto original de genes nod comunes ha cambiado, ya que
dependiendo de la especie de rhizobia de que se trate, los FNs presentan
caracteristicas especificas.

En casi todos los rhizobios estudiados, los genes nodABC forman parte
de un solo operdn; sin embargo, nuestro grupo encontré hace algunos arnos
que en Rkhizobium etii el gen nodA estd separado de los genes nodBC por
aproximadamente 20 kb (124). Los genes nodl] se localizan corriente abajo de
nodC y se encuentran en el mismo operén. Se ha descrito que estos genes se
parecen a proteinas que secretan polisacdridos en bacterias gram negativas.
Nodl tiene similitud con proteinas de unién a ATP, de los sistemas de
transporte denominados ABC y Nod] tiene una alta similitud con proteinas
integrales de membrana (125).

Los genes hospedero-especificos se encuentran presentes sélo en
ciertas especies. Dentro de estos genes se pueden mencionar nod S,H,E,F,Z,
etc. Frecuentemente, mutaciones en estos genes resultan en alteracién o
extensién del rango de hospedero.

Dentro del grupo de los genes reguladores, que se han descrito en los
ultimos afios, hay varios miembros de la familia de reguladores tipo LysR,
entre los que se encuentran nodD, syrM y el represor nolR. También se han
descrito otros elementos reguladores como son los genes nodV y nodW, del
tipo de dos componentes, y nolA que pertenece a la familia de reguladores
MerR; de estos reguladores se hablard con mayor detalle en los siguientes
apartados.

También se han estudiado, a fondo, los genes esenciales para la
infeccién de las rafces de las plantas por rhizobia, entre los que se
encuentran grupos de genes involucrados en la sintesis de la cubierta

bacteriana, tales como: genes que codifican para la sintesis de



exopolisacaridos (genes exo), lipopolisacaridos (genes Ips), polisacéridos

capsulares o antigenos K y B-glucanos (genes ndv). Mutaciones en estos

genes alteran el proceso de infeccién a varios niveles, que incluyen la

incapacidad de inducir la formacién del hilo de infeccién, resultando en la

formacién de nédulos vacios con un fenotipo Nod+ Fix- (121). Algunas de las

proteinas codificadas por los genes de nodulacién hasta ahora identificados

y su posible funcién se muestran en la Tabla 1.

Prefeing : Téd Fadde 0 70 7 Referendlay
NodA Comun Cit N-acil transferasa 1,24, 78, 96
NodB Comiin Cit Deacetilasa 55
NodC Comuan M int Quitina sintasa 47,58, 59
NodD Comun M cit Activador transcripcional 33, 106, 122
NodE Rl Rt, Sm M cit Cetoacil sintasa 25,76,115
NodF Rl, Rt, Sm Cit P. acarreadora de acilos 25, 46,76, 97
NodG Sm Alcohol deshidrogenasa 25
NodH Sm Sulfo transferasa 32,76,99
NodlI] Rl, Rt, Sm, Re, Ac, Bj, Bp Mouit Secrecién de FiNs 14, 36, 116, 125
NodK Bp Desconocida 27,110
NodL Rl], Rt, Sm, Bp M cit Aciltransferasa 3,9
NodM R], Rt, Sm, Bp Glucosamina sintasa 3,4
NodN R, Rt, Sm, Bp Acet-gluc uridil transf. 3,4,18
NodO Ri Sec Posiblemente se integra a 29

membrana para formar

poros catién selectivos
NodP Sm ATP-sulfurilasa 68, 76,99, 108
NodQ Sm ATP-sulfurilasa y cin. APS 68, 76,99, 108
NodS Re, Rtr, Rf, Bj, NGR, Ac Metil transferasa 45,54, 78
NodT Rl, Rt M ext Posiblemente involucrada 98

en la secrecién de los FNs
NodU Re, Rtr, Rf, Bj, NGR, Ac Carbamil transferasa 54
NodV Bj M cit Detector, fam de 2-comp 49
NodW Bj Cit Regulador, fam de 2-comp 49, 69, 104
NodX RI* Acil transferasa 29, 38
NodY Bj Desconocida 73
NodZ Bj Fucosil transferasa 72,79,95,118
NolA Bj Regulador negativo 28, 44,117
NolB Rf Funcién desconocida 77,43
NolC Rf P. de choque térmico 67
NolE Rp Sec Desconocida 23
NolFGHI  Sm Posible secrecion de FNs 4,102




NolJ Rf Desconocida 11
NolK Ac Azlicar epimerasa 79, 126
NolL Rloti, Re Acetil transferasa 20, 109
NoIMNO  Bj Desconocida 73
NolP Rp Desconocida 23
NelR Sm Regulador negativo 22
NolTUV Rf Desconocida 5, 43,77
NolWwX Rf Posible secrecion de FNs 43,77
NolYZ Bj Desconocida 28

SyrB Sm Reg. Negativo de SyrM 7

SyrM Sm Activador transcripcional 6, 50, 63, 120

Tabla 1. Protefnas codificadas por los algunos genes de nodulacién. R. leguminosarum bv, viciae (RI),
R. leguminosarum bv. trifolii (Rt), R. leguminosarum bv. phaseoli (Rp), 5. meliloti (Sm), R. tropici (Rir), R. eili (Re}),
R. fredii (Rf), Rhizobium sp. cepa NGR234 (NGR), B. japonicum (Bj), A. caulinodans (Ac) y R. leguminosarum (R1)*,
R. Ioti (Rloti). L cel, localizacién celular; Cit, Citopldsmica; M int, membrana interna; M cit, membrana

citopldsmica; M ext, membrana externa; Sec, secretada,

I1.3 INTERCAMBIO MUTUO DE SENALES.

La nodulacién provoca la colonizacién de las células de la raiz de las
plantas por invasién de las bacterias, y aunque muchas plantas y bacterias
sean capaces de asociarse para establecer una simbiosis, s6lo ciertas
combinaciones de simbiontes dan lugar a la formacién de nédulos fijadores
de nitrégeno. La especificidad entre el hospedero-hiiesped compatibles,
minimiza las oportunidades de infeccién por patégenos y la formacién de
asociaciones inefectivas que son detrimentes para ambos simbiontes.

Esta barrera de especificidad estd asociada con los compuestos
fendlicos llamados flavonoides, en conjunto con la proteina NodD. Los
flavonoides son parte del metabolismo secundario de las plantas y son
secretados a la rhizosfera en conjunto con otros compuestos organicos
dentro de los que se incluyen : carbohidratos, acidos orgénicos, vitaminas,
etc. Se ha demostrado que los flavonoides (2-fenil-1,4-benzopyrona y sus

derivados) son compuestos muy importantes en la simbiosis, ya que inducen



especificamente la expresién de los genes bacterianos requeridos para la
nodulacién (nod, nol y noe)(88).

La naturaleza y concentracién de los compuestos exudados depende
de la planta y de su estado de desarrollo y, asi mismo, la capacidad de
inducir la expresién de los genes de nodulacién varia con el tipo de
flavonoide y la especie bacteriana de que se trate. En algunos casos, los
flavonoides pueden inhibir la expresién de los genes de nodulacién, y otros
compuestos como las betainas y dcidos eritrénico y tetr6nico pueden actuar
como inductores. Las dos betafnas identificadas son trigonelina y
estaquidrina, y fueron encontradas como compuestos mayoritarios en
exudados de semillas de alfalfa que activan la proteina NodD2 de S. meliloti.

Los FNs son lipo-quitooligosacdridos que constan de una estructura
central formada por oligémeros de N-acetil glucosamina, siendo
generalmente tetrdmeros o pentdmeros, “decorados” con diferentes
sustituyentes quimicos tanto en el extremo reductor como en el no reductor,
entre los que se incluyen grupos sulfato, metilo, acetilo, acido graso con

diferentes grados de instauracién, o azucares modificados, ver figura 2.

THCO  NodX
Q-R3 H:NCO  NoduU O-R4 = S0:H NodH
7/ CH:CO  Nodi. Y s NoaH
Nolo ¢y, NodC CHrOH s ucosa
W ™ Jeomeu  Noel
\l’ © Y 3-Osulfato  NoeE
0 3- & 4-O-acetl Noll.
R2 A6 OH
NodS$ CHy}-R1—N A CH,CONH CHyCONH
! ? Noel

Acilo
T NodE, NodF y NodA

Figura 2. Estructura quimica del Factor de Nodulaci6n y sus posibles modificaciones. En negritas se
indican las protefnas responsables de las modificaciones quimicas sefialadas sobre el esqueleto.

Los FNs purificados, son capaces de provocar muchas de las
respuestas inducidas por la bacteria. Cuando se afaden FNs a los pelos

radicales, se da una induccién rapida de flujos iénicos, que precede a la



deformacién del pelo radical. Esto es, los inflyjos de Ca2+ aumentan y hay
una depolarizacién de la membrana plasmaética transitoria, asociada con los
eflujos de Cl-y K+ que se suceden en segundos; esto va acompafiado por una
alcalinizacién del citoplasma del pelo radical y después de algunos minutos
también se presentan oscilaciones de Ca* en estos pelos (16, 35). Otras de las
respuestas observadas al afiadir los FNs a los pelos radicales son los
rearreglos de los filamentos de actina y redireccién del crecimiento de la
punta del pelo radical. Esta serie de eventos se muestra en la figura 3 (no

necesariamente en orden cronolégico) (16,17, 31, 34, 119).

e a )
nfbrana plasmatica

Figura 3. Cambios fisiolégicos tempranos detectados en los pelos radicales después del tratamiento con los
FNs o de inoculacién con rhizobia (119).



I1.4. ESTRUCTURA QUIMICA Y MODIFICACIONES DEL FACTOR Nod
Y RANGO DE HOSPEDANTE

La estructura bésica de los FNs es comtin en todos los rhizobia y esta
determinada por los genes nodABC. La proteina NodC, como ya se mencion6
con anterioridad, es una quitina sintasa con gran homologia con diversas
enzimas descritas como f-glucosil transferasas (47). Esta quitina sintasa
incorpora GlcNac en oligémeros de quitina y la elongacién del oligosacarido
se lleva a cabo hacia el extremo no reductor. NodC se encuentra en la
membrana citopldsmica y en las fracciones membranales de R. fredii, cuando
se crece en presencia de inductores (flavonoides) (58). NodB es una
deacetilasa que remueve especificamente el grupo acetil del extremo no
reductor y requiere para su actividad un oligémero de al menos cuatro
residuos de GIcNAc (55). NodA es una N-acil transferasa que utiliza los
tetrameros de GlcN deacetilados en su extremo no reductor, para producir
los oligémeros de quitina acilados. Cada rhizobio produce un espectro
caracteristico de FNs que es unico para cada hospedero. Dependiendo del
rhizobio, los FNs pueden tener diversas modificaciones en su estructura
basica y son muchos los genes involucrados en llevar a cabo tales
decoraciones. Asi, otra barrera de especificidad en la interaccion planta-
rhizobio estd dada por las decoraciones de que son objeto los FNs y que
dependen de la especie del rhizobio de que se trate. Por ejemplo, nodH
codifica para una sulfotransferasa que transfiere el grupo sulfato al extremo
reductor del FNs de S. meliloti (32). El grupo sulfato en este caso es
indispensable para que esta bacteria nodule a alfalfa, su planta hospedera;
mutantes en nodH producen FNs no sulfatados que son inactivos sobre
alfalfa, pero que son activos sobre la planta no hospedera Vicia sativa L.

(veza). Por otro lado, muchos rhizobia producen FNs con un grupo fucosa
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en el extremo reductor, la fucosilacién es mediada por nodZ (72, 95, 118).
nodS es otro gen hospedero especifico, que tiene la funcién de metil
transferasa y que utiliza como sustrato preferentemente los quito-
oligosacdridos que han sido desacetilados en el extremo no reductor por
NodB (45, 78). NodL se encarga de la O-acetilacién en el C6 del extremo no
reductor del residuo de GlcNAc (9), mientras que nodX lo hace en la misma
posicién pero del extremo reductor (38). Todos los FNs se encuentran N-
acilados en el extremo no reductor, pero las N-substituciones pueden variar
entre las especies y estar relacionadas con el control de la especificidad de
huésped. En la mayoria de las especies esta posicién “N” se encuentra
acilada con un 4cido graso comun, como el 4cido cis-vaccénico, palmitico o
estedrico, mientras que en otros rhizobia se encuentra acilada con un acido
graso poliinsaturado que se sintetiza bajo control de los genes nodEF (8,46).
NodF es homélogo a una proteina transportadora de acilos y NodE tiene
homologia con O-cetoacil sintasas. Estos genes constituyen uno de los
mayores determinantes de especificidad entre R.Lbv. viciae y trifolii (46).

La cepa Rhizobium sp. NGR234 produce una familia de FNs, los cuales
son pentdmeros de quitina mono N-acilados con una variedad de posibles
sustituciones entre las que se incluyen FNs sulfatados y no sulfatados. Se
piensa que ésta puede ser la explicacién para tener un amplio rango de

hospedero ya que esta especie es capaz de nodular 353 especies de

leguminosas.
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I1.5 REGULADORES TRANSCRIPCIONALES Y REGULACION DE LOS
GENES NOD
I11.5.1 EL GEN nodD

El activador transcripcional de los genes de nodulacién es el gen nodD
y estd presente en todos los rhizobia, en algunos casos como una sola copia y
en otros casos como una familia multigénica. Con base en la homologia de la
secuencia, éste ha sido clasificado como un miembro de la familia de los
reguladores transcripcionales tipo LysR. Todas las proteinas que pertenecen
a esta familia requieren de un compuesto inductor para la activacion.
Aunque estas proteinas intervienen en procesos celulares muy diversos
muestran algunas caracteristicas comunes como son: peso molecular
promedio de 32 a 36 kDa, un motivo hélice-vuelta-hélice de unién a ADN en
su extremo N-terminal, y su transcripcién frecuentemente es divergente a la
transcripcién de los genes a los cuales controla (106, 112). Con base en
estudios de proteinas NodD hibridas, se ha propuesto que la especificidad
de cada proteina NodD se localiza a nivel de la secuencia de aminoacidos. Se
ha podido establecer que dependiendo del flavonoide que reconozca la parte
C-terminal de la proteina NodD silvestre, es el flavonoide por el que muestra
especificidad la proteina hibrida, construida a partir de la silvestre. Esto
indica que la especificidad de la sefial estd localizada primariamente en la
parte C-terminal de la proteina, la cual estd menos conservada que la regi6n
N-terminal. En su regién N-terminal se encuentra un dominio de unién a
ADN y una secuencia llamada médulo receptor que se ha propuesto como
un dominio de interaccién proteina-proteina. Los extremos carboxilo de
estas protefnas muestran semejanza con los receptores de esteroides en
animales, los cuales se sabe que interactian con algunos ligandos

flavonoides. Sin embargo, algunas de las mutaciones que modifican la
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especificidad para el flavonoide mapean en la regién N-terminal. De esta
manera, se postula que la especificidad al flavonoide en realidad depende de
la estructura terciaria de la proteina NodD (121).

Las proteinas NodD’s de varios rhizobios son funcionalmente
diferentes en su respuesta a diversos grupos de flavonoides y en su
capacidad para activar a los genes nod. La estructura de una protefna NodD
especifica de algin rhizobio, determina cuales flavonoides actiian como
inductores de los genes nod. Se propone que quizas los alelos miiltiples de
nodD en ciertas especies, permiten el reconocimiento de los diversos
inductores presentes en la rhizosfera, lo cual optimiza la asociacién entre los
simbiontes.

Indudablemente #0odD y sus alelos modulan de manera importante el
nivel de especificidad de hospedero. NodD tiene un doble papel en las
primeras etapas de la simbiosis, ya que actiia como un detector de la sefial de
la planta (flavonoides) y también como el regulador transcripcional de los

genes nod inducibles (12).

I1.5.2. NodD Y LA INTERACCION CON FLAVONOIDES

En R. leguminosarum bv vicige la proteina NodD estd localizada en la
membrana citopldsmica bacteriana, probablemente insertada sélo en la
membrana interna. En cambio en S. meliloti, cantidades substanciales de
NodD1 han sido localizadas en el citosol, aunque se sabe que migra hacia la
membrana citopldsmica cuando se agregan los flavonoides adecuados. Por
andlisis de computadora, se ha predicho una o-hélice hidrofébica para la
supuesta parte de NodD integrada a la membrana; ésta parte contiene 3y 4
residuos de prolina para NodD de R.l. bv viciae y NodD1 de S. meliloti,

respectivamente. Es bien conocido que los residuos de prolina rompen las o-
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hélices y que se encuentran presentes en muchas protefnas de membrana
que funcionan como subunidades de receptores o transportadores. Estas
observaciones sugieren que la interaccién in vivo entre NodD y los
flavonoides ocurre en la membrana citopldsmica interna. Sin embargo, no se
ha demostrado la unién directa de flavonoides a NodD debido a dificultades
técnicas, ya que los flavonoides se pegan a todo tipo de material incluyendo
las proteinas. Diversos resultados sugieren fuertemente que NodD funciona
como un receptor especifico para los flavonoides. Estos resultados se han
obtenido en: mutantes en genes nodD que afectan la capacidad de
autoregular y/o activar otros genes nod en presencia de los flavonoides
inductores (13, 52, 75). También se ha hecho un andlisis de la transcripcién
de genes nod inducibles, en un fondo isogénico con genes nodD de varias
fuentes que responden de manera diferente. Debido a que los flavonoides
son requeridos para la activacién de la proteina NodD, se cree que inducen
un cambio conformacional en la proteina; esto es apoyado por el hecho de
que es posible construir mutantes e hibridos de alelos nodD, los cuales
pueden activar la transcripcién en ausencia de flavonoides (mutantes nodD

FITA, por Flavonoid Independent Activation).

11.5.3 NodD COMO DETERMINANTE DE RANGO DE HOSPEDERO

El reconocimiento especifico de flavonoides por parte de la proteina
NodD endégena se relaciona con la amplitud del rango de hospedero. Por
ejemplo, S. meliloti, R bv. viciae y trifolii son rhizobias de rango de
hospedero restringido y sus proteinas NodD's s6lo responden a algunos
flavonoides, mientras que la proteina NodD de Rhizobium sp NGR234 de
amplio rango de hospedero responde a un mayor espectro de compuestos

inductores.
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Existe una buena cantidad de evidencias genéticas que han permitido
establecer que los genes nodD son determinantes del rango de hospedero por
su especificidad a los flavonoides. Por ejemplo: 1) Algunas mutaciones en
nodD no pueden ser complementadas por un nodD de otra especie. Asi el gen
nodD1 de S. meliloti no complementa una mutacién en nodD de NGR234 para
nodular siratro, esto es debido a la incapacidad de nodD1 de responder a los
inductores que secreta siratro. 2) La transferencia del gen nodD altera el
rango de hospedero. La transferencia del gen nodD1 de Rhizobium NGR234
hacia S. meliloti (que s6lo nodula alfalfa) da como resultado que este rhizobia
sea ahora capaz de nodular siratro. 3) Algunas mutaciones puntuales en el
gen nodD de R.1. bv. trifolii puede extender el rango de hospedero a especies
de Parasponia que no son leguminosas. Estos experimentos indican que las
distintas proteinas NodD tienen diferente especificidad por los inductores y
por consecuencia influyen en el rango de hospedero para cada rhizobia
(121).

Todos los rhizobia estudiados a la fecha tienen al menos una copia del
gen nodD y la inactivacién del mismo confiere un fenotipo Nod-. R. etli, S.
meliloti y R. leguminosarum bv phaseoli poseen 3 copias del gen nodD, mientras
que en R. tropici CIAT 899 se han identificado 5 copias del mismo gen.

A la fecha no es claro el significado de las reiteraciones del gen nodD
en lo que se refiere al control de la especificidad de huésped, ya que no
existe correlacién entre el niimero de genes nodD y la amplitud del rango de
hospedero. Esto se puede ejemplificar con el caso de R. I bv phaseoli, que
tiene rango de hospedero restringido y tiene 3 copias del gen, mientras que
Rhizobium sp NGR234 posee dos copias, de las cuales s6lo una estd

involucrada en la induccién de los genes de nodulacién (121).
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11.5.4. REGULACION DE NodD

La regulacién y el nivel de expresién de los genes nodD tiene gran
variacién entre especies y atn entre cepas de la misma especie. Algunos
genes nodD se activan autégenamente, otros requieren de activadores como
SyrM (6) o bien requieren los compuestos inductores de las plantas. Como ya
se menciond existen nodD’s que se reprimen autégenamente (83), otros que
requieren de represores como NolR (64) o bien que se reprimen por la
concentracién de nitrégeno (30, 127). A continuacién se describen algunos
ejemplos: el gen nodD, tnico en R.. bv trifolii y en bv viciae regula
negativamente su propia transcripcién. En B. japonicum, la tasa de
transcripcién de nodD1 es elevada por la proteina NodDl y ciertos
flavonoides, independientemente de otros genes nod. En S. meliloti la
expresién de nodD3 y syrM, otro regulador positivo miembro de la familia
LysR, est4 involucrado en una via regulatoria compleja : el producto del gen
syrM activa la expresién de nodD3, el cual a su vez activa la expresion de
syrM (120). Los dos genes constituyen un circuito regulador positivo de
amplificacién propia. Por otro lado, también en S. meliloti, NodD1 y NodD2
son activados especificamente por compuestos de la planta, los cuales a su
vez tienen poco efecto sobre la interaccién nodD3-syrM. En S. meliloti en vida
libre, no hay expresién de syrM y nodD3, sin embargo cuando estos genes
estan presentes en un pldsmido multicopia, las proteinas SyrM y NodD3 se
encuentran en concentraciones suficientes como para inducir altos niveles de
la expresion de los genes nodABC, en ausencia del inductor. Esto sugiere que
uno o ambos genes podrian estar reprimidos en vida libre. Por otro lado, es
interesante que SyrM también regule la sintesis de genes exo, indicando que

podria estar regulando coordinadamente tanto el metabolismo de
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exopolisacdridos como la sintesis de los factores Nod, ambos involucrados

en el proceso de infeccién (121).

55 LA CAJA nod Y EL MODELO DE LA ACTIVACION
TRANSCRIPCIONAL

En rhizobia, los genes nod estan organizados en varios operones,
localizados en el cromosoma o en el pldsmido simbiético. La region
reguladora 5’ de los genes nod inducibles comprende: 1) una secuencia de 47
pb altamente conservada, denominada caja nod (100); 2) el motivo AT(T)AG
hacia abajo de la caja nod (114); y 3) una secuencia operadora donde se une el
represor NolR, identificada sélo en algunos rhizobia (60, 64).

El modelo de la activacién transcripcional de los genes de nodulacién
plantea que los flavonoides entran al citoplasma bacteriano, donde se unen
a la proteina NodD y la activan a través de un cambio conformacional; la
proteina NodD activada se une a las cajas de nodulacién, induciéndose la
transcripcion de los genes de nodulacién de manera coordinada.

La unién especifica de NodD a la caja nod ha sido muy bien estudiada
in vitro (41, 48, 51, 64). Algunos estudios han demostrado que la proteina
NodD se une sélo a un lado de la doble hélice de ADN y provoca que ésta se
doble sobre si misma (40). La regiéon de ADN protegida por NodD
correspondiente a la caja nod es idéntica en presencia o ausencia de
flavonoides; sin embargo, para S. meliloti AK4l y A. caulinodans se ha
reportado que NodD tiene una mayor afinidad por la caja nod en presencia
del inductor (48, 64).

En Rhizobium sp la caja nod estd compuesta por tres partes muy
conservadas, mientras que en B. japonicum la caja nod se divide en 4 regiones

también muy conservadas. Se ha reportado la presencia de dos repetidos
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invertidos con la secuencia ATCN¢GAT dentro de todas las cajas nod
conocidas; ver figura 4 (48). Tal estructura favorece la hipétesis de que NodD
se une como un tetrdmero a la caja #nod, lo cual ha sido también sugerido por
estudios en mutantes con remociones en la caja nod (128). Esto es apoyado
por la presencia de un médulo receptor en la regién N-terminal de NodD el
cual podria estar involucrado en la multimerizacién de la proteina (61, 75).
CysB y Nahr son otros dos ejemplos de miembros de la familia LysR que se
unen a sus sitios especificos en el ADN como proteinas tetramericas (81,

105).

RA.leg AT ARC SATTCCATA GAT GATTGOC ATC CAMACAATRC AR TTTACCA ATC TTTCGRATC ACT TATMGAA
R.trd CG ATC SACGETGTA GAT GATIGCS ATC CAAACAATC AMT TTTAOCA AYC ITTCGGAGT GCT TATTAGA
f.aoel GO AN CATATOGLA GO GATCCTT ATC CAAACAATC ANY TITACCA ATC TTGCAGAST OCT ATTAGAG
R.etll G2 NG CATIGOACG GAT GAGTTOC ATC CARACAAAT GAT TTCACCA OCT TATACCAST GCC ATTAGAA
. jap CT AP CATCLTGIS GMY GTHTICT AT GAAACAATC GAR TTYTACCA MG TGUUGGSAGS TTG GATAGCA
A.cavl O AYC GATCAOGTG GAT TGGCTST ATT CGGTAATIG GAA TTGACCG GTA GAATGATGG 7GC ATAATTC
Cornsensus Y ADC CAY..YRYR GAT G....Y. NIC .AARCAATC RAX TTTACCA AEC Y

Figura 4. Comparacién de las secuencias de seis cajas nod localizadas rio arriba de los genes nod comunes en
R. leguminosarum bv. viciae (R. leg), R. leguminosarum bv. trifolii (R. tri), S. meliloti (5. mel), R. etli (R. etli), B.
japonicum (B. jap), A. caulinodans (A. caul). La secuencia de los repetidos invertidos ATCNyGAT se resalta en
negritas. Y, pirimidina; R, purina;#, base arbitraria.

I1.5.6 OTROS ELEMENTOS REGULADORES

Los circuitos reguladores que se han estudiado a la fecha para la
regulacién de la expresién de los genes nod, son de gran complejidad. En este
apartado se describirdn elementos reguladores encontrados en algunos
rhizobia. Por ejemplo, el gen nolR ha sido identificado tnicamente en S.
meliloti (22) y mas recientemente en R. leguminosarum biovar viciae (60), como
un represor de la expresién de los genes de nodulacién. En S. meliloti se
encontr6 que es un factor que actia en frans reprimiendo la expresioén de
nodABC ya que se une al promotor de nodD1, el cual se sobrelapa con el
promotor de nodABC en S. meliloti. La proteina NolR contiene un motivo

hélice-vuelta-hélice de unién a ADN y es un miembro de la familia de
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reguladores tipo LysR. En antecedentes se mencionard con mayor detalle el
papel de este gen en la nodulacién.

Los genes nodVW son miembros de la familia de reguladores de
respuesta de dos componentes, que se han descrito en Bradyrhizobium
japonicum y son necesarios para la nodulacién de “cowpea”, “mung bean”y
siratro, pero no para la nodulacién de soya. De acuerdo al anélisis de las
secuencias de estos genes, nodV es una cinasa detectora, que responde a un
estimulo ambiental atin no identificado y nodW es un regulador de respuesta
que regula positivamente la expresién de uno o varios genes desconocidos,
involucrados en el proceso de nodulacién (49). Uno de estos genes podria ser
el gen nodZ, que se regula de manera independiente a NodD y, ademds, es
necesario para la nodulacién eficiente de siratro (118). Recientemente se ha
demostrado que el sistema de reguladores de dos componentes nodVW, esta
involucrado en la activacién de la expresién de los genes nod por
isoflavonoides (69). En este estudio, los autores reportan que nodW puede ser
fosforilado in wvitro por nodV y que esta fosforilacién es inducida por
genisteina, el inductor de la expresién de los genes nod en B. japonicum (69).

Otro gen regulador que ha sido ampliamente estudiado es el gen
nolA; este gen tiene un papel importante en la nodulacién especifica de
genotipos de soya, ya que es capaz de extender el rango de hospedero de B.
japonicum serogrupo 123, a ciertos genotipos de soya que normalmente no
pueden ser nodulados por esta cepa. El andlisis de la secuencia del gen nolA,
mostré un motivo hélice-vuelta-hélice de unién a ADN en la regién N-
terminal, de la proteina similar a los dominios conservados de unién a ADN
de los reguladores transcripcionales de la familia MerR (Mercury Resistance
Genes) (101). Posteriormente, se demostré que mutantes en nolA afectan de

manera importante la nodulacién y fijacién de nitrégeno en “cowpea”; sin
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embargo, esta mutante no tiene ningtn efecto sobre la nodulacién de soya.
Estudios de microscopfa de nddulos infectados con una mutante en nolA
mostraron que los bacteroides tienen una morfologfa atipica. Estos
resultados indican que 10lA no sélo juega un papel importante en los estados
tempranos de la infeccién, sino también durante el desarrollo del bacteroide
y su mantenimiento dentro de la célula (44). Recientemente, se ha reportado
que el gen nolA codifica para tres proteinas funcionalmente distintas y se ha
establecido que la expresién de NolAz y NolAs requieren la presencia de
NolAi, mientras que NolA; 6 NolAs es necesaria para la nodulacién
especifica de genotipo (70).

Por otro lado el gen nolC de Rhizobium fredii fue identificado por
primera vez como un regulador négativo de la nodulacién de soya especifica
del cultivar McCall (66). Sin embargo, investigaciones posteriores revelaron
que nolC también afecta la nodulacién de otras plantas de soya como el
cultivar Peking, donde tiene efectos pleitropicos y actia como un
regulador negativo para la nodulacién especifica de varias especies de
Erythrina. La secuencia nucleotidica de nolC tiene una alta homologfa con
dna] , 1a cual codifica para una proteina de choque térmico en Escherichia coli .
La expresién de nolC es constitutiva y estudios histolégicos confirman que su
expresion no estd regulada temporalmente, sino que se mantiene durante el
desarrollo del nédulo incluyendo el estado de preinfeccién (67).

A la luz de todos los genes reguladores que se han descrito en la
interaccién planta-rhizobio en los ultimos afios, resulta muy evidente que la
regulacién de los genes de nodulacién es compleja y especifica para cada

uno de los rhizobios.
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IIL.- ANTECEDENTES

En nuestro grupo existe un gran interés por estudiar la regulacién de
la expresién de los genes de nodulacién y, en un primer enfoque, en
identificar los elementos que componen los circuitos reguladores que
tienen lugar en nuestro modelo Rhizobium etli cepa CE3.

El gen nolR fue descrito por primera vez en el fondo genético de
Sinorhizobium meliloti; se localiza en el cromosoma, en una sola copia y se
encontré que es un factor que actiia en trans reprimiendo la expresién de
nodABC, por unirse al promotor de nodD1 que se sobrelapa con el
promotor de nodABC. Ensayos de proteccién con ADNasa I sugieren que
NolR compite con la ARN polimerasa por su sitio de unién y controla la
transcripcién tanto de nodD1 como de los genes comunes nodABC. Ver
figura 5.

Represor (NolR)
§+1

CARNW_ ~

<—3ARN Polimerasa

Figura 5. Modelo para la regulacién de genes nod comunes
en S. meliloti, propuesto por Kondorosi et al. (1989).

La secuencia nucleotidica de NolR es de 594 pb, codifica para una
proteina de ~13.3 kDa y contiene un motivo hélice-vuelta-hélice (HTH), de
unién a ADN, presenta alta homologia con los motivos HTH de NodD,
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SyrM y NhaR, todos ellos miembros de la familia de reguladores
bacterianos tipo LysR (63, 64).

Este regulador reprime la expresién de los genes con funciones
comunes, al unirse especificamente a los promotores de los genes nod ABC
y nodM involucrados en la sintesis del esqueleto de los FNs, por lo que
cambia los niveles de expresién de los genes comunes mientras los niveles
de expresién de los genes nod hospedero especificos, involucrados en las
modificaciones de los FNs no varian debido a que NolR no reconoce
secuencias consenso y por lo tanto no reprime su expresién. En este
sentido, se ha planteado que el papel de NoIR podria ser el de modular las
funciones entre los genes nod comunes y los hospedero-especificos para
inducir la produccién de los FNs en concentraciones id6neas que den lugar
a una nodulacién O6ptima del hospedero. Se ha demostrado
experimentalmente que la forma activa del represor se une de forma
dimérica a la secuencia consenso (A/T)TTAG-N(9)-A(T/A) que ha sido
localizada en los promotores de nodD1, nodD2, nodD3, nodABC, nodM y
nolR en S. meliloti y por similitud de secuencias se han identificado en otros
rhizobias (22, 60). La localizacién de esta secuencia en la region promotora
de nolR sugiere que éste es capaz de autoregularse (22).

Las mutantes generadas en el gen nolR de S. meliloti y R
legquminosarum bv vicige tienen como fenotipo un retraso ligero de 1 o 2 dias
en la nodulacién (60, 64). Se ha estudiado la secrecién de factores en estas
mutantes por ensayos de TLC y se ha observado que en una cepa nolR- la
secrecién de los FNs aumenta; sin embargo, ésto sélo se ha visto cuando
los autores usan cepas que han sido modificadas en el laboratorio para que
sobreproduzcan FNs. Cuando se analizan los FNs de una cepa no

sobreproductora nolR-, la secrecién de los FNs disminuye con respecto a la
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cepa no sobreproductora nolR*. En este estudio, los autores reportan que
NoIR induce la sintesis preferencial de FNs con 4cidos grasos insaturados
de 16 carbonos, también usando cepas sobreproductoras.

En otra cepa de S. meliloti, la cepa 1021, se encontré que NolR no era
funcional debido a una mutacién puntual en la regién C- terminal. La
mutacién se localizé en la posicién 519 y fue debida a un cambio del
residuo de isoleucina por asparagina: esto modificé la secuencia de aa, la
cual aumenté 50 residuos y el peso de la protefna deducida fue de ~18.8
kDa. Se proponen varias explicaciones para la no funcionalidad de la
protefna: 1) que la regién C- terminal afectada puede estar involucrada en
el reconocimiento del sitio de unién de NolR, 2) que la mutacién altera la
conformacion de la proteina, lo cual inhibe la unién a la secuencia blanco;
y 3) que esta regién podria estar involucrada en la dimerizacién de la

proteina, lo cual es esencial para la unién de NolR al ADN (21).

Resulta muy interesante explorar el escenario de la regulacién de los
genes nod en nuestro sistema, ya que sabemos muy poco de los elementos
reguladores que se encuentran involucrados. Dentro de estos elementos
reguladores podemos mencionar que existen tres copias del gen nodD, de
las cuales nodD1 induce elevados niveles de la expresién de los genes nod
en ausencia del inductor, nodD2 activa la expresién de los genes nod en
presencia del inductor, y nodD3 induce altos niveles de expresién de los
genes nod pero responde poco a la presencia del inductor (26).

En cuanto a la participacién de elementos reguladores negativos,
una de las primeras preguntas son: ;qué elementos reguladores se
encuentran presentes en R. ¢fli? Para responder a esto, en el laboratorio

usamos diferentes sondas heter6logas de genes reguladores reportados en
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otros modelos. Una de las sondas utilizadas fue el gen nolR de S. meliloti,
con la que encontramos una sefal de hibridacién, como se muestra en el

apartado de resultados.
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IV.- OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar a nivel molecular la regulacién de la expresién de los genes
de nodulacién en Rhizobium etli. Aislamiento y Caracterizacién del gen

nolR de R. etli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacién del gen nolR.
1.- Aislar y Caracterizar fisicamente el gen nolR mediante tamizados en el
banco genémico de R. etli.
2.- Mutagenizar el gen nolR.
3.- Estudiar el fenotipo de la mutante nolR durante la simbiosis con
Phaseolus vulgaris.
A) Analizar las cinéticas de nodulacién.
B) Analizar la secrecién de factores por TLC.
C) Comparar los perfiles de elucién de las cepas silvestre y mutante
nolR-, purificados por HPLC.
D) Analizar histolégicamente los nédulos inducidos a diferentes
tiempos por la mutante nolR- de R. etli por microscopia de campo

claro.
- Caracterizacién de la Proteina NolR.

4.- Generar, Sobreexpresar y Purificar una proteina de fusién GST-NolR.

5.- Analizar la actividad de unién de NolR a ADN por Southwestern.
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V.- MATERIAL Y METODOS

V. 1. BACTERIAS Y PLASMIDOS

En la siguiente tabla se muestran las cepas bacterianas y los plasmidos que

se han utilizado en el presente trabajo.

CEPA BACTERIANA O PLASMIDO  CARACTERISTICAS RELEVANTES

REFERENCIA

1.-Cepas Bacterianas
Rivizobium etli

CE3
CFN2001

TAL 182
NITRAGIN 8251
BRASIL-S

F14 (CFN28S)
VIKING-1

CFNI

CIAT 894

CIAT 895
KIM-5

Silvestre,Sm® Nal® Nod',Fix’ derivada de CFN42.
Derivada dec CFN42, curada de los plas-

midos pd2a y p42d.Rif*,Nod,Fix".

Silvestre, aislado de Hawait, Sp®,Nal®.

Silvestre, aislado de E.U., Tc®,Nal®,

Silvestre, aislado de Brasil,Nal®,

Silvestre, aislado de México, Gm® Nal®.
Silvestre, aislado de Belice,Sm® Nal®.
Silvestre, aislado de México,Nal®,
Silvestre, aislado de Colombia,Sm™ Nal®,
Silvestre, aislado de Colombia,Sm® Nal®.
Silvestre, aislade de Dakota del Norte, E.U.

Rhizobium leg bv viciae

VF3i9

sm*

Rhizobinm tropici

CIAT 899

Escherichia coli

XL.1-Blue
BL21

2.- Plasmidos
pSK”

pGEX 4-T2
pJQ200SK
pRK2013
pHP45
pSK:nolR

pSK:nolR Sp
pdQnolR Sp

Silvestre, Nod',Fix, Rif*, Nal®, Cm®,

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, SupEd4,
relAl, lac, [F’ proAB, lacl Z MI15, Tni0 (TeM].

F ompT rg mg (DE3).

Amp®, LacZ, ColEl, 1+,
Ampt.

Vehiculo suicida, Gm® saeB,Lac”.

Vehiculo ayudador, Nm*t,
Amp™, Sm/Sp~.

pSK con noiR de R.etli clonado cn el sitio EcoRl,

Amp™, SmP7Sp®.

pSK con noiR Sp/Sm, Amp®, Smf/Sp®.
pJQ con nolR Sp/Sm, Gm®, SmRISpR.

Noel et al {1984)
Palacios et al (1983)

Pinero et al (1988}
Pificro et al (1988)
Pifcro et al (1988)
Flores ct al (1987)
Pificro et al (1988)
Pificro ct al (1988)
Pifero ct al (1988)
Pifcro ct al (1988)
Joscphson and Pepper (1984}

Hynes ¢t al (1988)

Martinez et al (1991)

Novagen

Stratagence

Quandt et al (1593)
Figurski ct al (1979)
Prentki et al (1984)

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

V. 2. CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Las condiciones para el crecimiento de todas las cepas de Rhizobiunt fueron

las siguientes : se inocularon en medio PY (peptona de caseina 5%, extracto de
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levadura 3%), afiadiéndose CaClz 0.7M y el antibiético adecuado, después se
incubaron a 30°C por 72 hrs.

Las condiciones de crecimiento para las cepas de Escherichia coli fueron las
siguientes : se inocularon en LB (bacto triptona 1%, extracto de levadura bact(;

0.5%, NaCl 0.5%) con el antibiético adecuado y se incubaron a 370C por 24 hrs.

V. 3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A) PREPARACION Y TRANSFORMACION DE CELULAS
COMPETENTES

Las células competentes de E. coli (diversas cepas) se prepararon usando
cloruro de calcio de acuerdo a la técnica descrita por Sambrook et al., 1989. La
solucién en donde se resuspenden las células lleva: 50mM de CaClz y 14% de
glicerol. La transformacién se realizé congelando y descongelando las células
tratadas con calcio y la incubacién se llevé a cabo por una hora a 370C en medio

LB, finalmente las células se plaquearon en medio selectivo.

B) EXTRACCION DE ADN PLAMIDICO A BAJA ESCALA
Se utilizé la técnica de lisis alcalina como se describe en Sambrook et al
(1989), para obtener ADN de plasmido y llevar a cabo las clonaciones de ADN

que se describen en este trabajo.

C) PURIFICACION DE ADN DE RHIZOBIUM

El método empleado para purificar ADN de Rhizobium se ha estandarizado
en nuestro laboratorio y en éste se utilizé pronasa (5 mg/ml), para romper las
células junto con SDS 10%, y después se realizaron 2 extracciones con fenol-

cloroformo para eliminar los detritus, y finalmente el ADN se precipit6 con
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etanol. Con esta metodologifa se purific6 ADN de Rhizobium y después se digiri6
con diversas enzimas de restriccién para utilizarce en anélisis posteriores. Todos
los ADN de interés fueron visualizados en geles de azarosa, tefiidos con bromuro
de etidio, después de haberse llevado a cabo la electroforesis como se describe en

Sambrook et al 1989.

D) ANALISIS DE ADN POR HIBRIDACION TIPO SOUTHERN

El principio de esta técnica es basicamente transferir el ADN previamente
digerido a un soporte sélido (por ejemplo membrana de nylon) y ponerlo en
contacto con ADN marcado radioactivamente. La técnica fue descrita por
Southern en 1975. En todas las hibridaciones realizadas en este trabajo se utiliz6 el
is6topo 3P para marcar las sondas de interés. Las condiciones en que se llevaron

a cabo estas hibridaciones fueron a alta astringencia (incubacién a 65°C toda la

noche y lavados con SSC 0.2X, SDS 0.1%).

E) AN ALISIS DE ARN POR HIBRIDACION TIPO NORTHERN
El principio es igual a la técnica anterior, sélo que aqui lo que se transfiere a
la membrana es ARN, de manera que la interaccién que se analiza es ARN/ADN,

utilizando también isétopos radioactivos.

F) GENERACION DE UNA PROTEINA DE FUSION

Con el objeto de tener proteina NolR purificéda para llevar a cabo los
ensayos de interaccion ADN-proteina (Southwestern), se generé una proteina de
fusién con Glutatién S-transferasa, para lo cual se disefiaron oligonucleétidos con
sitios de corte para BamHI (TAGGAAGGATCCAATATGGAAACC) y Xhol
(TCAGCGCTCGAGTCAGGCTGCGG) que nos permitieron, amplificar por PCR

la secuencia codificante completa de nolR y subclonar el fragmento en estos
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mismos sitios (BamHI y Xhol) en el vector pGEX 4T-2. Una vez obtenida la
construccién se secuencié para corroborar que el marco de lectura no se hubiera

perdido.

G) CONJUGACION TIPO CRUZA TRIPARENTAL

Las cruzas triparentales se llevaron a cabo mezclando las cepas de interés
en una proporcién de 1:1:0.1 (células donadoras, células receptoras y células
portadoras del plasmido ayudador). La mezcla se plaque6 en cajas con medio PY
y las cajas se incubaron a 30°C durante 12 hrs. Posteriormente se recuperaron
todas las bacterias en crecimiento y se hicieron diluciones desde 10-! hasta 10,

que a su vez se plaquearon en medio selectivo.

H) REEMPLAZAMIENTO GENICO

Para la mutagénesis de nolR se usé la técnica descrita por Quandt y Hynes
(1993). El vector pJQ200SK permite reemplazar un gen silvestre por uno mutado
en muchas bacterias Gram-negativas. Estos vectores se basan en el origen de
replicacién (ori) P15A y poseen el gen sacB de Bacillus subtilis, cuya expresion es
inducible por sacarosa, lo que resulta letal para bacterias Gram-negativas (como
es el caso de Rhizobium). Este vector también tiene un marcador de resistencia a
gentamicina y el sistema lacZ, lo cual facilita la seleccién de fragmentos clonados.
Ademas, estos vehiculos llevan la regi6én mob del plasmido de amplio rango RP4,
lo que les permite ser transferidos por conjugacién a un gran nimero de bacterias
Gram-negativas; debido a que estos vehiculos solo se pueden replicar en
enterobacterias, funcionan como vectores suicidas. Por poseer estas
caracteristicas, estos vehiculos son muy dutiles para la mutagénesis dirigida de

genes de interés, ya que permiten la seleccion directa de las dobles

recombinantes.
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Para la mutagénesis de nolR de Rhizobium etli, se us6 un sitio inico de Mscl
que deja extremos romos para la introduccién del cassette de resistencia a
espectinomicina proveniente del vehiculo pHP45 (ver figura 6). El plasmido
pHP45 fue digerido con Smal que también deja extremos romos y, dado que este
plasmido contiene el mismo sitio de clonacién miiltiple a cada extremo del gen de
resistencia a espectinomicina, fue posible sacar el cassette de 2.1kb en un solo
paso y subclonarlo en el vehiculo pSK:nolR, previamente digerido con Mscl de
manera que la ligacién fue en extremos romos. De esta forma se obtuvo la clona
pSK:nolRASp, la cual fué digerida con las enzimas Notl y Sall para liberar el
inserto de aprox. 2.7 kb, que contiene el gen nolR interrumpido con el gen de
resistencia a espectinomicina. Dicho inserto fue posteriormente ligado en los
mismos sitios del vehiculo pJQ200SK, resultando en el pldsmido pJQnolRASp, el
cual fue utilizado para el reemplazamiento génico. Para esto, el vehiculo fue
movilizado a R. etli y se seleccionaron las clonas que eran Nal*SpRGmS y que
crecian en sacarosa 10% (ver figura 7). Se seleccionaron 19 colonias que crecieron
en Nalzo* Sp1oo+ y que no crecieron o crecieron muy poco en Gmgp+. De aqui, a su
vez, seleccionamos 13 colonias que fueron posteriormente analizadas por
Southern. (Las concentraciones de los antibi6ticos usados fueron: Nalxr, Ac.
nalidixico 20pg/ml; Spio, espectinomicina 100pg/ml; Gmape,, gentamicina
30pg/ml).
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nol/R
EcoRT "P'.“Q\E%RI

MscI

pSK/nolR

\

pJQno/RASP7

Figura 6. Representacién esquematica de la
construccion de los plasmidos pSKnolRASp17

y pJQnolRASp73.
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Cruza Triparental
Receptora
Deonadora
Ayudador

"YNalzo

PYGmpo

~O000-

100 10+ 102..10¢

Diluciones

PYNaliooGmao

PY sin antibidtico

.?.
(e

PYNalxSpioSac 10% YSpio

y
PYNalzoGmaoSac 10%

YNal2Spioo

Figura 7. Estrategia de seleccion en la cruza triparental llevada a cabo para la doble
recombinacién del gen nolR interrumpido por el cassette de resistencia a
espectinomicina en el genoma de R. etli cepa CE3.

I) MARCAJE DE SONDAS CON DIGOXIGENINA

Para el marcaje de sondas con digoxigenina, se utiliz6 el estuche “DIG High
Prime DNA Labeling” (Boehringer). La reaccién de incorporacién del nucleétido
dUTP-11-DIG se llevé a cabo a 370C por 24 hrs segin las recomendaciones del
fabricante. Después se desnaturalizé la enzima ADN polimerasa Klenow y se
precipité el ADN con isopropanol y RPE (0.1 mg de ADN de esperma de salmén,
EDTA 10mM. NhiAc 2.5 mM); este paso fue muy importante para eliminar la
marca no incorporada. Finalmente, la pastilla se resuspendi6 en amortiguador H
(Hepes.NaOH pH 7.9 10mM, NaCl 200 mM, MgCl: 10mM, EDTA 0.1mM, DTT
1mM, leche 0.25%). Las sondas se pueden guardar a 49C hasta usarse, pero hay

que agregar azida de sodio 10% para evitar contaminaciones.
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V. 4. METODOS BIOQUIMICOS

A) ELECTROFORESIS Y ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se realiz6
béasicamente como se describe en Ausubel et al., 1989. Después de separar las
protefnas por este método, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
utilizando una cdmara de transferencia semiseca (marca BioRad). El tiempo de
transferencia fue de una hora, con una corriente constante de 150 miliamperios,
utilizando un acetato para aislar la superficie de los electrodos que no se

encontraba en contacto con el gel.

B) SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE FUSION
GST-NOLR

Se probaron diferentes condiciones de induccién para establecer las que
fueran 6ptimas para la sobreexpresién de nuestra proteina. Se hicieron curvas de
induccién a diferentes concentraciones de IPTG (10, 20, 40, 60 y 100 mM) y a
diferentes tiempos de incubacién (1, 2, 3, y 4 hrs) a 30°C.

Para purificar la proteina, partimos de un cultivo de 100 ml. El cultivo se
incubé por 2 hrs a 370C con agitacién vigorosa, posteriormente se indujo la
sobreexpresién de la proteina con las condiciones establecidas previamente: ImM
de IPTG y 3 hrs de incubacién a 30°C; después las células fueron colectadas por
centrifugacién y resuspendidas en 20 ml de amortiguador PBS ( NaCl 137mM,
KCl 2.7mM, Na:HPO; 4.3mM, KH2PO4 1.4 mM). Las células se rompieron por
sonicacién (Sonicador 400, marca Branson), usando 4 pulsos de 4 min a 20 volts.
Posteriormente, se recuperé6 el sobrenadante por centrifugacién a 14,000 rpm a
40C y se filtr6 por gravedad en una jeringa con un tapén de algodén. Este paso es
importante para recuperar el extracto sin trazas de material insoluble, evitando

asf que se tape la columna de purificacién en un paso posterior.
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La resina utilizada para purificar la proteina de fusién fue la Glutatién
Sefarosa 4B (Amersham Pharmacia), la cual fue empaquetada en una columna
para llevar a cabo la purificacién. La columna fue equilibrada con 20 volimenes
de PBS, después se pasaron 20 ml del extracto total que ya tenfamos preparado y,
posteriormente, se realizé el lavado de la columna con 20 volimenes de PBS.
Todos estos pasos se llevaron a cabo a 49C; sin embargo, las eluciones se
realizaron a temperatura ambiente. La primera elucién fue con 5 volimenes de
glutatién reducido 10 mM, 100mM NaCl, 50mM Tris pH 8. La segunda elucién
fue con 5 voliumenes de SDS 2%, 100mM NaCl, 50mM Tris pH 8.

C) SOUTHWESTERN

El principio de esta técnica es inmovilizar la proteina de interés a una
membrana e incubarla con el ADN especifico marcado por algtin método (84). En
nuestro caso, marcamos el ADN de interés con digoxigenina; el resultado se
obtiene revelando con un anticuerpo antidigoxigenina acoplado a fosfatasa
alcalina. Después de separar las proteinas de interés por SDS-PAGE, éstas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se inici6 el proceso de
desnaturalizacién- renaturalizacién por incubacién con guanidina 6M por una
hora, siguiendo incubaciones de 10 min con guadinina 5M, 4M, etc. hasta incubar
con TBST (30 mM Tris-HCl pH 8, 150mM NaCl y 0.1% Tritén X-100) los dltimos
10 min. Posteriormente, la membrana fue bloqueada durante una hora a
temperatura ambiente con 5% de leche descremada en polvo (Carnation) en TBST
para después dejar hibridando toda la noche a 4°C con el ADN previamente
marcado. La sonda se retiré y se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno con el
mismo amortiguador. Enseguida, se incubé por una hora con el anticuerpo
antidigoxigenina (conjugado a fosfatasa alcalina, adquirido de Boehringer)

diluido 1:5000 en TBST; se hicieron también 3 lavados por 10 minutos con TBST y
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la membrana se revelé con los reactivos para fosfatasa alcalina: NBT y BCIP
diluidos en solucién AP (100mM Tris-HCl pH 9.5, 100mM NaCl, 5mM MgCl2)

segun las recomendaciones del fabricante (Boehringer).

D) DETECION DE LOS FNs POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Las bacterias se crecieron en medio B- durante 24 hrs y se diluyeron a un
valor de 0.1 de D. O. a 600 nm, inoculando en 1 ml de medio B-. Para inducir la
sintesis de los factores de nodulacién, se adicion6 1.5 pM de naringenina,
afiadiendo ademés 0.5 uCi de D-[1-14C]-glucosamina hidroclorada (50 pCi/mmol,
Amersham). Los cultivos se incubaron a 30°C durante el tiempo requerido del
experimento. La extraccién de los metabolitos Nod se realizé con n-butanol
saturado con agua, como lo describe Spaink et al., 1992. Esto consiste eﬁ
centrifugar el medio de cultivo, el sobrenadante que se obtiene se separa de la
pastilla celular. A este sobrenadante se le adiciona medio voldmen de n-butanol
saturado con agua para extraer los FNs secretados al medio. Esto se mezcl6 y se
dej6 reposar para separar la fase butanélica que contiene los FNs de la fase
acuosa. El butanol se concentré a sequedad por evaporacién y las muestras secas
se resuspendieron en 20 pl de n-butanol. Las muestras se separaron mediante
cromatografia en capa fina (TLC) como describe Spaink et al., 1992, aplicando 5 pl
de cada muestra. Se utilizaron placas de silica C18 de fase reversa (ODS: 100%
octadecyl silanization, adquirido de Sigma). Las placas se corrieron usando una
camara saturada con acetonitrilo/agua (1:1, v/v).

La identificacién de los FNs marcados radicactivamente, se realizé
exponiendo las placas de 24-72 hrs con pantallas hipersensibles para equipo

Molecular Dinamics Phospholmager y se analizaron en computadora con software

Image Quant.
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E) PURIFICACION DE LOS FNs MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC) '

Para la purificacién de los FNs, los cultivos se crecieron en medio B- con
agitacion a 300C, partiendo de 0.1 de D.O. a 600 nm, hasta una absorbancia de 0.5-
0.6 a la misma longitud de onda. Posteriormente, los cultivos se agitaron durante
12 hrs con 400 ml de n-butanol por cada litro de cultivo. La fase butanélica se
colect6 y se secé en un rotavapor haciendo vacio, manteniendo la muestra a 58°C.
Los FNs se resuspendieron en una solucién de acetonitrilo al 60% toda la noche y
posteriormente se diluyeron hasta quedar al 45%. Esta mezcla se prepurific6
haciéndola pasar por una columna de octadecil (J. T. Baker) y se eluy6 con 1 ml de
acetonitrilo al 45% para lavar el material no adherido a la columna. La mezcla se
eluyé con concentraciones crecientes de acetonitrilo al 50, 60 y 80 %. Estas
muestras prepurificadas se pasaron por HPLC usando una columna Pharmacia
Super Pac Pep-$ (5 mm, 4 mm x 250mm) con el siguiente protocolo: (1) 5 min de
elucién isocratica con acetonitrilo al 20%; (2) 30 min de elucién isocratica con
acetonitrilo al 30%; (3) 30 min de elucién isocrética con acetonitrilo al 40%; (4) 15
min de elucién isocrética con acetonitrilo al 60%; y (5) un gradiente lineal durante
10 min de acetonitrilo 60-100 %. La elucién por el HPLC se realiz6 con un flujo de
0.7 ml/min y se detecté a 206 nm haciendo un barrido de longitudes de onda con

un detector de arreglo de diodos.

V. 5. EXPERIMENTOS DE NODULACION

Los experimentos de nodulacién se hicieron con semillas de frijol variedad
negro jamapa, usando macetas grandes. Las semillas se esterilizaron con etanol
100%, con cloro 20% y después se lavaron con agua hasta que el olor del cloro
desaparecié. Esto se lleva a cabo en condiciones de esterilidad para evitar

contaminaciones. Las semillas se colocaron después en charolas previamente
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esterilizadas, las cuales se mantuvieron por 2 dias a 300C para permitir la
germinacién de las semillas. Una vez que las semillas germinaron, se transfirieron
a las macetas rellenas con vermiculita previamente esterilizadas; se colocaron 5
frijoles germinados en cada maceta y se utilizé una maceta por cada tiempo en los
diferentes tratamientos. Se analizaron 35 plantas por condicién y se realizaron un

total de 4 experimentos de nodulacién.

V. 6. INCLUSION DE TEJIDO EN RESINA

A) PREPARACION Y FIJACION DE TEJIDO

Se colect6 tejido de la parte superior de las raices, de plantas inoculadas con
la cepa silvestre CE3 o con la mutante en el gen nolR en los dias 4, 5, 6, y 8
después de inoculacién. El tejido se colectd y se fijé con: paraformaldehido 4%,
glutaraldehido 1% y buffer fosfatos 0.1M. Los viales conteniendo el tejido se
incubaron en agitacién suave y finalmente se guardaron a 4°C hasta su inclusién
en la resina L. R. White. Esta resina tiene la ventaja de que no utiliza solventes
muy téxicos como es el caso de la Parafina.

Después del proceso de fijacién, se realizaron dos lavados con
amortiguador fosfatos (NaHPO4, KHPO4), con el propésito de eliminar toda
traza del fijador. La deshidratacién del tejido se llevé a cabo utilizando

concentraciones crecientes de etanol: 10, 30, 50, 70, 96 y 100%.

B) IMPREGNACION EN LA RESINA

A partir de aqui se realizé lo que es propiamente la impregnaci6n del tejido
en la resina. Después del proceso de deshidrataci6n, el tejido se incub6 en una
mezcla 1:1 etanol/LRW, por una hora; enseguida se realiz6 el cambio por la
resina pura, con la cual se hicieron 2 cambios mas; esto también se llevé a cabo a

40C, en movimiento y con tiempos de incubacién de 1y 2 hrs. Después de este
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proceso, el tejido ya estaba listo para incluirlo en la misma resina. El siguiente
paso fue transferir el tejido a los moldes (cdpsulas de gelatina), afiadiéndoles la
resina LRW hasta llenar la cdpsula, cada una con su respectiva etiqueta; después
de incluir el tejido en la resina, se dej6 polimerizando a 55C por 12 hrs. Teniendo
el tejido incluido en la resina, éste se puede conservar por largos perfodos de

tiempo antes de continuar con el procesamiento.

C) MONTAJE Y TINCION DE LOS CORTES

Se hicieron cortes de 1 y 2 ym con el ultramicrotomo Leica Ultracut R, los
cuales se colocaron en los portaobjetos, que se trataron previamente con poly-L-
lisina que permite la adhesién del corte al portaobjetos. Posteriormente, se realizé
la tincién con Azur B (azur B 0.2%, bicarbonato 1%); este colorante tifie
preferencialmente los ntcleos. Finalmente se montaron los cortes utilizando la
resina Polymount.

Los cortes se observaron en el microscopio Axioscope Zeiss con los
objetivos 10X y 20X y las fotografias se tomaron en el microscopio invertido

Nikon con los objetivos 10X y 40X, utilizando una pelicula 100 Gold Kodak.
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VI.-RESULTADOS

VI.1. CARACTERIZACION DEL GEN nolR.
VL1.1 IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DEL GEN nolR EN R. etli,
CEPA CE3.

El primer objetivo a cumplir fue aislar el gen nolR de Rhizobium etli
CE3 (nolRr.). Kiss y cols. (1998), reportaron la presencia de secuencias
homolégas a nolR de S. meliloti (nolRsm), en varias especies de la familia
Rhizobiaceae.

Utilizando como sonda el gen nolRsm llevamos a cabo experimentos
tipo Southern sobre ADN genémico de R. etli, encontrando una sefial de
hibridacién con un fragmento de ~0.65 kb. Estos resultados los obtuvimos
tanto con la cepa silvestre CE3, como con la cepa 2001 (curada del
plasmido simbiético) (figura 8, panel A), lo cual indica que este gen no se
localiza en el pSym.

Con este resultado se procedié a la bisqueda del gen en un banco
genémico de R. etli, usando la técnica de hibridacién en colonia. De este
experimento obtuvimos 6 colonias que hibridaban con la sonda usada
(figura 8, panel B). Estas 6 clonas se analizaron por andlisis de restriccién y
analisis tipo Southern. Se concluyé que cuatro fueron falsas positivas y dos
fueron positivas corroboradas, por Southern. La sonda utilizada para todos

estos experimentos fue el gen nolRsm amplificado por PCR.
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Figura 8. Identificacién y aislamiento del gen nolR de R.etli, por analisis de
hibridacién tipo Southern y de hibridacién en colonia. A) Anilisis de Southern
de ADN’s genémicos de R. etli, digeridos con EcoRL. Se utilizé una sonda
heteréloga de nolR de S. meliloti (nolRsm). 1: S meliloti (Rm41), 2: MPM, 3: R. etli
(CE3), 4: R. etli 2001 (CE3 pSym-). B) Hibridacién en colonia a partir de una
libreria genémica de R. etli cepa CE3, la sonda utilizada fue la misma que en
A. Las flechas indican las colonias positivas; C es un control positivo de
hibridacién (ADN de nolRsm).
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V1.1.2. CLONACION Y SECUENCIACION DEL GEN nolR.

Los fragmentos de ~0.65 kb identificados por Southern, de las 2
clonas obtenidas del banco genémico de R. etli, se aislaron y se
subclonaron en el vector pSK para secuenciar el gen. Al analizar las
secuencias obtenidas de las dos clonas, encontramos que eran la misma
secuencia y que las dos contenfan el gen nolR completo. Obtuvimos
secuencia nucleotidica de més de ~100 pb tanto hacia el 5" y como hacia el
3’ no traducible del gen.

En la figura 9 se muestra la secuencia nucleotidica completa del gen
1nolRge. Dentro de esta secuencia, encontramos algunas secuencias consenso
como son la secuencia de unién a ribosomas Shine-Delgarno, el codén de
inicio, la regién que codifica pafa el motivo HTH de unién a ADN
caracteristicos de los reguladores tipo LysR, el codén de término en donde
se encuentran tres codones de término juntos y los probables elementos -10
y -35. En la regién 5’ también estd presente una secuencia con identidad
muy alta con la secuencia consenso de unién a NolR reportada en nolRsm.

La secuencia nucleotidica obtenida fue en total de 650 pb y muestra
un marco de lectura abierto (ORF) de 317 pb. El producto de traduccién
posible a partir de este ORF es una protefna de 105 residuos de
aminoécidos con un peso molecular predicho de 11.5 kDa y con un punto
isoeléctrico de 10.2. Esta secuencia se analizé posteriormente utilizando el
programa de Gene Works para hacer las comparaciones contra las
secuencias del banco de datos. Encontramos una alta identidad a nivel de
aminoécidos con las protefnas NolR reportadas de R. leguminosarum y S.
meliloti del 95% y 72%, respectivamente (figura 10, panel A). El
dendograma que se muestra en la figura 10, panel B, muestra que la

protefna NolR de R. etli (NolRge), estd mas cercanamente relacionada con
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NolR de R. leguminosarum (NolRg), que con la proteina NolR de S. meliloti
(NolRsm).

GAATTCGAAA CGCTCGCTGT GGATTCCGAT CACATTTGTT CAAACATATC
TAAAATAGCA TACTCGATAC CTTAAATTTA GGTATATAC AATCTTCGAG
CCCAGTTGCT AATTTTGCCG CGGGCTCCGG CAGACAGCCC TIACEAGATA
GATGATGTAC GTTTCGCHT TABGAAGATA ACAATATGGA AACCCCCAAT
TTGGCTGACC ACACGAATGT GGCGGCAGCA CTATTGTCAG CCATGGCCAA
TCCCAAAAGA TTGCTGATCC TGTGCAGCCT GGTAAAAGGC GAAGTCGCCG
TCGGAGTGCT CGCCACACAA GTCGGCCTT AGCCAGTCGG CGCTTTCACA
GCACCTTTCG AAACTGCGCG CGCAGAAGCT GGTCAAGACC CGGCGCGACG
CCCAGACCAT CTACTATTCA GTACATCCAG TCGGTCATGA AGATCCTGGC
GACGCTCGAA GACATCTACC TTGTTCCGAG CAGAAACAGA TCCGCAGCCT
GATGATAGCG CTGACATGAC CGTCAGCCGT GCCCGGTGCC GCACGGGAAT
CCTCCCGGAA GCCTCGGCAA CGATATTTCA GCACGTGAAC CTTAATGGCA
CCGACCGGCA AATCTGGCCG ATTTGCGGGT TGTGTCTTTT GCGAATTCCT
GCAGCGGGGG GATCCACTTA GTTCTAGAAG CGGCCGCGCG GGTGGAGCTC
AGCTTTTTGG TCCCTT

Figura 9. Secuencia nucleotidica del gen n0lIR de R. etli. Las secuencias en negritas
muestran la secuencia Shine-Delgarno, el codén de inicio y el codén de término.
Las secuencias con letra mds grande indican los elementos -35 y -10
respectivamente. La secuencia subrayada indica el posible sitio de unién de
NoIR. La secuencia en itdlicas y negritas indica la regién que codifica para el

motivo HTH caracteristico de la familia de reguladores tipo LysR.
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MoIR S.meliloti MNFRMEHTMQ PLPPEKHEDA EIAAGFLSAM ANPKRLLILD SLVKEEMANG
A MNoIR A.etli ME-——= —--eee -———-TPNLADHT NVAAALLSAM ANPKRLLILC SLVKGEVAVG
NolR R.leg ME-merrem merememm 2mnene--TSDLADHT NVAAALLSAM ANPKRLLILC SLVKGEVAVG
Consenso ME-—-— —cessms emeeeeTP . LADHT NVAAALLSAM ANPKRLLILC SLVKGEVAVG
Motivo HTH
NolR S.meliloti ALAHKVGLSQ SALSQHLYKL RAQNLVSTRR DAQTIYYSSS SDAVLKILGA
NolR R.etli VLATOVGLSGQ SALSQHLIKL RAQKLVKTRR DAQTIYYSST SESVMKILAT
MNoIR R.leg VLATQVGLSO SALSQHLSKL RAQKLVKTRR DAQTIYYSST SEPVMKILAT
Consenso VLATQVGLSG SALSOHLSKL RAQKLVKTRR DAQTIYYSST SE. VMKILAT

NolR S.melilot! LSDIYGDDTD AVEEKPLVRK SA

NolR A.etlf LEDIYLY PSR Ne-m-enm-RS AA
NolR A.leg LEDIYLVQNR N--memeeeme RS AA
Consenso LEDIYLV .. R N-—---—-RS AA

Figura 10. Comparacién de las secuencias de aminoécidos de las proteinas

NolR reportados ala fecha. A) Alineamiento a nivel aa de las proteinas

NolR. La proteina NoIR de R. etli (NoIR,) muestra una identidad del 95%
72% con las secuencias NolR de R. leguminosarum (NolRy) y S.

meliloti (NolRy_ ), respectivamente.

B) Dendograma que agrupa las secuencias de las proteinas NolR de R. etli, R.

lequminosarum y S. meliloti. Este analisis muestra que la proteina NolRy, estd

méas cercanamente relacionada con NolRy, que con la proteina NolRg .
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VL1.3. DISTRIBUCION DE nolR EN DIFERENTES AISLADOS
GEOGRAFICOS DER. etli.

Con el objeto de determinar si nolR estaba presente en otros aislados
de R. etli y no era una caracteristica exclusiva de la cepa CE3, se realiz6 un
andlisis tipo Southern, utilizando ADN de 11 aislados geograficos
diferentes. Las cepas probadas fueron aislados hechos por diferentes
grupos de investigaciéon en Hawai, Estados Unidos, Brasil, Belice,
Colombia y México (42, 56, 89). También analizamos las especies de
Rhizobium leguminosarum biovar viciae (VF39), como referencia ya que se
sabe que el gen nolR estd presente en este rhizobio (60) y Rhizobium tropici
(CIAT 899), para determinar la presencia de nolR en esta especie que
también nodula frijol.

El resultado de este anélisis muestra que efectivamente el gen nolR
se encuentra presentc en los diferentes aislados geograficos de R. etli, ya
que encontramos secuencias homolégas, en todas las cepas probadas de
esta especie, utilizando como sonda el gen nolR completo (figura 11,
carriles 1-11). Es interesante que en R. tropici no hay ninguna sefial de
hibridacién con nuestra sonda, como se puede apreciar en el carril 13, de la

figura 11.

VI.1.4. ANALISIS TIPO NORTHERN DEL GEN nolR

Dentro de los objetivos para caracterizar el gen nolR consideramos
analizar el tamario del transcrito de este gen, ademds nos parecié
interesante poder analizar si el inductor de los genes de nodulacién
(naringenina) provocaba algin efecto sobre la transcripcion del ARN

mensajero de nolR.
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El resultado de este anlisis se muestra en la figura 12. En el carril 1
se separ6 el ARN total extraido de R. etli CE3 sin inductor y en el carril 2
en presencia del inductor. Como puede observarse, encontramos
practicamente la misma intensidad en la sefial de hibridacién en las dos
condiciones, que corresponden con el peso molecular esperado para un

transcrito monocistrénico de ~470 pb.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15

Figura 11. Analisis de hibridacién tipo Southern de ADN’s genémicos de
11 aislados geograficos diferentes de R. etli. Los ADN’s totales fueron
digeridos con Eco Rl. Lasonda utilizada fue el gen completo nolR de R.
etli CE3. En los carriles 1-13 se muestran, 1: Tal 1822, 2: Nitragin 8251b,
3: Brasil 5¢, 4: F14 (CFN286)4, 5: Vikinge, 6: CFN14, 7: CIAT 894/, 8:
CIAT 895f, 9: KIM 5, 10: CE3¢, 11: 2001 (CE3 pSym)d, 12: R. leg bv. viciae
(VF39), 13: R. tropici (CIAT 899), carril 14: Marcador de peso
molecular, 15: Control positivo de la hibridacién, regioén codificante
del gen nolR amplificado por PCR.

Origen: Hawai?; E.U.b; Brasil<; Méxicod: Belicee; Colombiaf.
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S/ind C/ind MPM S/ind C/ind

A B

L

Figura 12. Anélisis del ARN mensajero de nolR. A: Hibridacién tipo
northern de ARN’s totales de R. etli cepa CE3; como sonda se utilizd
el gen n0IR completo de la misma cepa. (Figura amplificada). B: Gel
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. S/ind: sin

inductor, C/ind: con inductor, MPM: marcador de peso molecular.
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VI.2. MUTAGENESIS DEL GEN nolR DE R. etli CEPA CE3

Para la mutagénesis del gen nolR, por insercién de un cassette de
espectinomicina, se eligié el sitio interno Mscl; se utilizé este sitio, ya que
se localiza en la regién media del motivo HTH de la secuencia nucleotidica
del gen nolR.

La estrategia seguida se describe en la figura 6 de material y
métodos, y la menciono brevemente: primero se liber6 el cassette de
espectinomicina del vector pHP45, al digerir este vector con la enzima
Smal, por otro lado el pldsmido pSK conteniendo al gen nolR, se linearizoé
con la enzima Mscl. El inserto del cassette de espectinomicina, se cloné en
el pSKnolR, en el sitio Mscl en extremos no cohesivos. De esta forma, se
obtuvo la construccién pSKnolRASpl7. Después se purificé el fragmento
Notl-Sall, que corresponde al gen nolR interrumpido por el gen de
resistencia a espectinomicina y se subcloné en los sitios Notl y Sall del
vehiculo suicida pJQ200SK, de tal manera que al final se obtuvo la
construccién pJQnolRASp73.

Para obtener el reemplazamiento del gen nolR silvestre por el gen
interrumpido, se sigui6 el protocolo descrito en material y métodos. Como
resultado de ésto se seleccionaron 19 colonias bacterianas que crecieron en
Nalzo Spio v sacarosa 10%, y que no crecieron o crecieron muy poco en
Gmao. Se realizé una segunda seleccién creciendo en los antibidticos por
separado; en la figura 7 de material y métodos se muestra la estrategia de
seleccién de las mutantes. Después de la segunda seleccién, se tomaron 13
colonias que se analizaron por Southern, para la comprobacién de los
eventos de doble recombinacién. En la figura 13 se muestra el andlisis de 5
clonas de las 13 posibles mutantes. El panel A muestra el resultado de la

hibridacién de las 5 clonas digeridas con EcoRI e hibridadas con nolR. El
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carril 2-2 corresponde a la clona 2-2 que da sefial solamente con una banda
de un peso molecular aproximado de 2.7 kb, que corresponde con el peso
molecular esperado del gen nolR interrumpido por el cassette de
espectinomicina. Cuando se hibrida contra el cassette de espectinomicina
(panel B), se obtiene la misma sefial como esperdbamos, ya que los sitios
EcoRI se encuentran flanqueando el gen nolR. Cuando se hibrida contra un
fragmento interno del vector pJQ200SK no obtenemos sefial de
hibridacién, lo cual indica que el vector ya se ha escindido del genoma
bacteriano. Los controles, tanto positivos como negativos son mostrados
para cada uno de los experimentos. Las clonas 2-28, 2-20, 2-8 y 2-9 son
recombinantes sencillas, ya que contienen ambos genes: el gen silvestre de
aproximadamente 0.6 kb y el gen interrumpido de aproximadamente 2.7
kb, que se aprecia en la hibridacién contra nolR. La clona 19 es una

recombinante sencilla que utilizamos como control.
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2-28 2-20 2-2 2-8 29 MPM CE3 19

Cas
2-28 220 2-2 2-8 29 MPM CE3 S 19

2-2 2-8

2.9 MPM CE3 pJQ 19

Figura 13. Diferentes analisis de hibridacién tipo Southern de ADN’s
genémicos de 5 posibles mutantes en n0lR. A: La sonda utilizada fue el
gen nolR completo de R. etli, todas las cepas utilizadas se digirieron con
Eco RI B: El cassette de espectinomicina fue usado como sonda, todas las
cepas se digirieron con EcoRl. C:Un fragmento interno del pJQ200
(FIpJQ) fue usado como sonda, todas las cepas se digirieron con Hind III.
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VI3 ANALISIS DEL FENOTIPO DE LA MUTANTE.
VI1.3.1. CINETICA DE NODULACION.

Existen reportes de que una mutante nolR- en S. meliloti (64) afecta el
proceso de nodulacién, por lo que quisimos analizar mediante cinéticas de
nodulacién el fenotipo de la mutante nolR de R. etli (nolRr.). En estos
ensayos, utilizamos plantas de P. vulgaris inoculadas con la cepa silvestre
CE3 y con la cepa mutante nolRre; como control se utilizaron plantas sin
inocular. Las cinéticas se llevaron a cabo desde los 5 dias hasta los 23 dfas
después de la inoculacién o dias postinoculacién (dpi), y se colects
material en los dias 5, 7, 9, 12, 15, 19 y 23. En cada tiempo se colectaron 5
plantas y se contaron los nédulos de cada planta, para después calcular el
promedio. De los 5 valores obtenidos en cada tiempo, fue necesario
eliminar el valor més alto y el valor més bajo para reducir las desviaciones
estdndar, que en este tipo de experimentos suelen ser elevadas, debido a la
influencia de los factores ambientales, que algunas veces no se pueden
controlar enteramente. El promedio del nimero de nédulos de 3 plantas se
graficé en funcion de los dias después de la inoculacién (figura 14).

Como puede observarse en la figura 14, encontramos algunas
diferencias durante los primeros 15 dpi. A los 5 dpi, encontramos nédulos
claramente visibles en las raices de las plantas inoculadas con la cepa
silvestre, mientras que en las plantas inoculadas con la mutante, sélo se
distinguen pequeias proiubéiaicias, 1as cuales no CONGIACIamos como
nédulos en este estudio (figuras 14 y 15-1). A los 7 y los 15 dpi, no se
aprecian grandes diferencias en cuanto al promedio de nédulos por planta;
sin embargo, a los 12 dias se observa una diferencia significativa, como se
muestra en la figura 14. A Jos 20y 25 dpi no se distinguen diferencias en el

ntimero promedio de nédulos. En la figura 15 (1 y 2) se observan
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diferencias en el desarrollo de los nédulos de las plantas inoculadas con la
mutante n0lR-ge, en comparacién con la silvestre CE3. Los nodulos a los 6
dias son visibles en la silvestre pero no en la mutante y alos 9 y 12 dpi son
més pequefios en las plantas inoculadas con la mutante n0lRre que en las
inoculadas con la silvestre . La diferencia en el desarrollo de los nédulos
fue notorio en todos los tiempos analizados. Es importante mencionar que
a los 19 dias, los nédulos inducidos por la silvestre tenian un color rosa
fuerte, al igual que los nédulos inducidos por la mutante; sin embargo no
realizamos experimentos de reduccién de acetileno para analizar la fijacién

de nitrégeno en estos nédulos.

VI.3.2. ANALISIS POR MICROSCOP{A DE CAMPO CLARO DE CORTES
DE NODULOS.

En funcién de los resultados obtenidos en la cinética de nodulacién
esto es, la diferencia a nivel macroscépico en el desarrollo de los nédulos
inducidos por la cepa mutante nolR-re en comparacién con la cepa silvestre,
nos pareci6 interesante poder estudiar a nivel microscépico posibles
diferencias en los nédulos inducidos por una y otra cepa.

Para esto llevamos a cabo un estudio comparativo por microscopia
de luz sobre cortes de 1 y 2 pm de primordios o nédulos, colectados a 4, 5,
6 y 8 dpi con la mutante o con la silvestre. El proceso de preparacion,
fijacién, impregnacién y observacién de los tejidos se llevo a cabo como se
describe en material y métodos.

En la figura 16-1 se muestran las micrografias de secciones
longitudinales de nédulos colectados a 4 y 5 dpi. En A'y C se muestran los
cortes correspondientes a los nédulos obtenidos con la cepa silvestre CE3.

En B y D se muestran los cortes correspondientes a los nédulos inducidos
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por la cepa mutante no/R'r.. En A, se observan divisiones celulares
muiltiples en comparacién con el corte del nédulo mostrado en B, en donde
se ve que hay menos divisién meristemdtica en el cértex, como si la
infeccién fuera mds corta. En D hay una desorganizaciéon celular en
comparacién con C, donde se observa un arreglo méds uniforme de las
células del cértex en divisién. En D, se puede observar que las divisiones
celulares se dan por zonas como se indica con las flechas, ésto no sucede en
C.

En la figura 16-2 se muestran las micrograffas de los nédulos en los
dfas 6 y 8 dpi. Para el dfa 6, en los nédulos inducidos con la mutante (panel
B), se observan células de diferentes tamarios (ver flechas), que se ven
heterogéneas. Para el dia 8, los cortes en los nédulos inducidos con la
silvestre, lo mismo que con la mutante (comparar nédulo izquierdo del
panel C, con el nédulo del panel D), se observan muy parecidos. En las
micrograffas C y D se muestran las regiones centrales de nédulos
inducidos con la silvestre y con la mutante nolRr., respectivamente; se
observan las células infectadas y los bacteroides dentro de ellas (ver
flechas). Aunque parece haber diferencias en las regiones de estos nédulos
mostradas en las micrografias, no se pueden comparar ya que el plano del

corte es diferente para cada nédulo.
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Dias después de inoculacion

Figura 14. Cinética de nodulacién de la cepa mutante
nolR, enraices de P. vulgaris. Los datos mostrados
corresponden a un solo experimento cuantificando los
n6édulos de 3 plantas.
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Figura 15-1. N6dulos formados en raices de P. vulgaris, 6 dias después de haber sido inoculadas
o dias postinoculacién (dpi), en A: conlacepa CE3 y en B: conla cepa nolRy.. En los

recuadros se muestra un acercamiento de la rafz. Las flechas indican en A los nédulos y en B la
protuberancia.



Figura 15-2. Nédulos formados en raices de P. vulgaris. A y C: Plantas inoculadas
con la cepa CE3, monitoreadas a los 9y 12 dpi respectivamente. B y D: Plantas
inoculadas con la cepa nolRy, monitoreadas a los 9 y 12 dpi respectivamente.

56



Figura16-1. A y C: Micrografias de nédulos de P. vulgaris infectados con
la cepa CE3; 4y 5dpi respectivamente. By D: Micrograffas de nédulos
de P. vulgaris infectados con la cepa nolR%y.; 4y 5 dpi respectivamente.
Las flechas en D indican las zonas de divisién intensa.
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Figura 16-2. Ay C: Micrografias de nédulos de P. vulgaris infectados con la
cepa CE3; 6 y 8 dpi respectivamente . By D: Micrografias de nédulos de frijol
infectados con la cepa nolRy,; 6 y 8 dpi respectivamente. Las flechas en
B indican las células de tamario diferente.
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VL33, ANALISIS DE LOS FACTORES DE NODULACION POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC).

En base a reportes previos en S. meliloti, en donde se describe que
NolR ejerce un efecto sobre la transcripcién de los genes de nodulacién
comunes, encargados de sintetizar el esqueleto de los factores Nod (22),
decidimos analizar la secrecién de los factores de nodulacién, por TLC en
la mutante nolR., tal y como se describe en material y métodos. Estos
experimentos se llevaron a cabo utilizando D-(I-14C)-glucosamina como
precursor radioactivo de los factores Nod y en presencia o ausencia de
naringenina, como inductor de la transcripcién de los genes de nodulacién.
En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos por TLC de los FNs
secretados tanto por la cepa silvestre como por la cepa mutante 70/Rge. A
las 8 hrs (panel A), 17 hrs (panel B) y 24 hrs (panel C) de crecimiento, fue
clara la disminucién de los factores secretados por la mutante 70/Rge
comparado con los factores producidos por la silvestre CE3. Estos
resultados también se analizaron graficando la intensidad de cada una de
las sefiales radioactivas en pixeles, contra los centimetros que abarcaba la
sefial radioactiva. Estos resultados se muestran en los recuadros de la parte
inferior de los paneles A, B y C (figura 17). Y muestran también una
disminucién en la intensidad de la sefial de aproximadamente entre 21 y
38 % lo cual sugiere que la cepa mutante nolR-re secreta alrededor de un
30% menos de FNs que la cepa silvestre CE3. Estos experimentos se

llevaron a cabo por triplicado para cada tiempo.
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121.63

Pixeles

80.95

70.36

Pixeles

46 .64

Q om 3.04

Figura 17. TLC’s de los factores Nod
secretados porla cepa silvestre R. etli
CE3 (Sil} y la mutante nolR-ge (Mut). A
18941 8 hrs (A), 17 hrs (B), y 24 hrs (C) de
crecimiento. -: sin inductor, +: con
inductor. Los recuadros en la parte
inferior de cada panel muesiran en
pixeles/cm la intesidad de cada sefial
obtenida por TLC.

Pixeles

37.33
0 ot 3.30
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VL34, ANALISIS DE LOS FACTORES POR CROMATOGRAFA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tomando en consideracién que existe el antecedente en S. meliloti de
que una mutante en el gen nolR induce cambios cualitativos de los FNs
decidimos estudiar si habia alguna diferencia con respecto al perfil de los
FNs secretados por la mutante nolR're versus la silvestre CE3. Para esto, se
purificaron FNs tanto de la cepa silvestre como de la cepa mutante por
HPLC, siguiendo el protocolo descrito en material y métodos.

Como se puede observar en la figura 18 (paneles A y B), no
encontramos diferencias significativas en los perfiles de elucién con
respecto a la velocidad de retencién, secretados por las cepas silvestre y la
cepa mutante 1n0IRg; los picos obtenidos corresponden a los FNs tipicos
secretados por R. efli silvestre (14). Sin embargo, se observa una
disminucién en la cantidad total de los factores secretados por la mutante
n0IRre, lo cual también se observé en los experimentos de TLC, lo que se

discutir en la siguiente seccidn.
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1.69
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CE3 C/Ind
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Absorvancia a 206 nm
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Figura 18. Cromatograma de HPLC. A: Factores Nod de la cepa
CE3 coninductor. B: Factores Nod de la cepa mutante nolRge
con inductor.
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V1.4. CARACTERIZACION DE LA PROTE{NA NOLR
V14.1. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE
FUSION GST-NOLR,

Uno de los intereses centrales del trabajo ha sido estudiar la funcién
de la proteina NoIR en R. etli. Dado que NolR es una proteina reguladora,
no se esperaba que se encontrara presente en concentraciones elevadas,
por lo que decidimos sobreexpresarla en Escherichia coli, para obtener
proteina suficiente para llevar a cabo diferentes ensayos. Las estrategias
para la sobreexpresién y purificacién de NolR se detallan en material y
métodos.

En la figura 19 se muestra el andlisis de la sobreexpresion y
purificacién de la proteina GST-NolR por SDS-PAGE (ver material y
métodos). En el panel A, se muestra la sobreexpresién de la proteina de
fusi6n GST-NolR. Como se puede apreciar, NolR no se sobreexpresa
fuertemente (carriles 1 y 2), comparado con la sobreexpresién de la
proteina GST (carriles 3 y 4). En el panel B se muestran los pasos de
purificacién de la proteina GST-NolR. El carril 1 es el marcador de peso
molecular (MPM), el carril 2 es el extracto proteico total, el carril 3 es la
elucién con glutatién reducido 10 mM vy el carril 4 es la elucién con SDS
2%. Como puede observarse, estas eluciones despegan bastante proteina
de fusién, lo que es indicativo de que la GST-NoIR se une muy bien a la
resina de purificacién. Esto nos permitié obtener un rendimiento de 60 g
de protefna por 100 ml de cultivo, que fue suficiente para llevar a cabo

todos los ensayos de Southwestern.
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Figura 19. Sobreexpresién y purificacién de la proteina de fusi6én GST-NolR
analizada por SDS-PAGE. A: Anélisis de la sobreexpresién de la proteina de
fusién GST-NolR (1; GST-NoIR no inducida, 2; GST-NolR inducida con
IPTG), como control positivo se muestra la sobreexpresién de GST (3; GST
no inducida, 4; GST inducida con IPTG). B: Andlisis de los pasos de la
purificacién de GST-NoIR, 1) Marcador de peso molecular, 2) Extracto crudo,
3) Elucién con glutatién reducido 10 mM, 4) Elucién con SDS 2%.




VI.4.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE UNION POR SOUTHWESTERN.

Dado que se ha propuesto que NolRsm reconoce secuencias consenso
en el ADN, decidimos estudiar si NolRge es capaz de reconocer estos sitios;
estos experimentos se realizaron mediante la técnica de Southwestern. Esta
técnica nos permite estudiar in vitro las interacciones proteina-ADN (ver
material y métodos).

Para llevar a cabo experimentos de este tipo, se utilizaron las
muestras de la proteina elufda con glutatién reducido (ver figura 18, panel
B); como sonda se utilizé un producto de PCR de 460 pb, que lleva el sitio
probable de unién especifico para NolR, localizado en la regién promotora
del gen nolE. En R. etli, corriente abajo de nolE se encuentra el gen nodD]I

presumiblemente formando parte del mismo operén (ver figura 20).

[> Caja Nod
— 1Kb
E E EE E E E E EE E B
nodZ nolBrodD1nod] nodInodUnodS nodGrodB nolO nodA nolP nodD2 nodD3
Commp 4- - - - - <4mm] ] ] Cummp - -
<-E'—> = —_
460 pb

Figura 20. Regi6n simbidtica en el pSym de Rhizobium etli. La flecha con direccién en
ambos sentidos indica la localizacién de la regién del ADN utilizada en los experimentos
de Southwestern. La doble raya indica el sitio donde se localiza la secuencia consenso de
unién de NolR.

En R. etli, existen por lo menos 3 secuencias consenso de unién de
NolR (ver figura 21), localizadas en las regiones promotoras de los genes
nolE, nodA y nodBC (ver figura 20). Para los experimentos de Southwestern
decidimos utilizar la secuencia consenso del gen nolE ubicada en un
fragmento de 460 pb, ya que podiamos obtener fécilmente el fragmento

mediante amplificacién por PCR.
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nodA ATTAGAAGCGCCCCAA
nodB ATTAGACGAGCATCTT
nolE AATAGATTTCACCAAT

Secuencia consenso (A/T)TTAG-N(9)-A(T/A)

Figura 21. Secuencias probables de unién de NolR encontradas en R. etli
(60)

No encontramos ninguna de éstas secuencias “consenso” en las
regiones promotoras de los genes nodD2 y nodD3 de R. leg. bv phaseoli que
comparte muchas similitudes con R. etli. En R. etli no se hizo esta busqueda
ya que todavia no esta disponible la secuencia del pSym que se esta
llevando a cabo en el CIFN-UNAM.

Los resultados de los ensayos de Southwestern se muestran en las
figuras 22 y 23,

En el panel A de la figura 22, se muestra el experimento de
Southwestern utilizando como sonda el producto de PCR de 460 pb y
analizando distintas fracciones de la purificacién de la proteina GST-NoIR,
que se muestran en el panel B tefiidas con el colorante azul de Coomassie.
En A se observa claramente una sefial de una proteina de aprox. 36 kDa;
este tamario corresponde con el peso molecular de la protefna GST-NolR.
En el panel C de la misma figura, se muestra el experimento de
Southwestern utilizando ahora como sonda un “oligo” sintetizado de 16
pb, que corresponde al sitio exacto que se propone, reconoce NolR para

unirse al ADN. En el panel D, se muestra la proteina GST-NolIR purificada
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teiida con Azul de Coomassie. Como se puede ver también en este
experimento se observa la sefial de la proteina de 36 kDa. Estos resultados
nos indican que existe una interaccién entre la proteina GST-NoIR y las
secuencias “consenso” probadas.

Para corroborar que la interaccién entre la proteina y el ADN es
especifica, llevamos a cabo ensayos de competencia, utilizando la misma
técnica. El objetivo con estos ensayos es competir el ADN marcado con el
mismo ADN pero sin marcar (frio), de manera tal que el ADN frio desplace
al ADN marcado. En la figura 23, paneles A, B y C, se muestra el resultado
de los experimentos tipo Southwestern: las 3 sondas utilizadas para cada
uno de estos ensayos se marcaron bajo las mismas condiciones y usamos
para ello 1.2 pg de ADN. En los paneles B y C se observa una disminucién
de la intensidad de la sefial, dependiendo de cuanto ADN se ha agregado.
Las sondas utilizadas en los ensayos de los paneles C y D, después de
haber sido marcadas se incubaron por 1 hr con .9 pg y 1.2 pg del mismo
ADN pero sin marcar. En el panel D se muestran las proteinas probadas
en A, By C tefiidas con Azul de Coomassie. Para asegurarnos que nuestra
sonda reconocia solamente a NolR utilizamos como control la protefna GST
purificada. Como puede observarse en los paneles A, B y C, la proteina
GST no da ninguna sefial por lo que proponemos que la proteina
reconocida es NolR.

Para probar que la sefial del anticuerpo anti-digoxigenina era
especifica para el ADN marcado, se llevé a cabo otro experimento control
para esto se utilizé6 una membrana que no se incub6 con ADN. El
anticuerpo no dio ninguna sefial, lo cual indica que la sefial que reconoce
es especifica para el ADN marcado. Por otro lado, un dltimo control que

hicimos, fue competir el ADN especifico con ADN inespecifico y llevar a
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cabo el experimento, el resultado obtenido es que la sefial no se compite,
con ADN inespecifico (datos no mostrados).

Todos estos experimentos en su conjunto demuestran que existe una
interaccién de NoIR con los ADN’s que llevan las secuencias consenso

utilizados en este estudio, siendo esta interaccién altamente especifica.
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Figura 22. Analisis de la interaccion de GST-NoIR con ADN especifico. A:
Experimento tipo Southwestern utilizando las muestras de la purificacién de
GST-NoIR hibridadas contra una regién de 460 pb que lleva elsitio de

uni6én para NolR. C: Southwestern utilizando la GST-NolIR hibridada contra
un oligo de 16 pb que conforma el sitio exacto de unién para NolR. By D:
Tincién con azil de Coomassie de las proteinas utilizadas en los ensayos
de A y C. 1) extracto crudo, 2) elusién con glutatién, 3) elucién con SDS 2%,
4) Marcador de peso molecular.
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Figura 23. Ensayo de Competencia. A, By C: Southwesterns, utilizando 1.2 ug de ADN marcado con
dUTP-11-DIG. En B y C: utilizando ademas 0.9 ug y 1.2 ng de ADN no marcado o frio
respectivamente, para competir el ADN marcado. D: Tincién con azul de Coomassie de las proteinas
utilizadas en los ensayos de A, By C. 1) Marcador de peso molecular, 2) GST-NolR, 3)GST. La
sonda utilizada fue la regién promotora del gen nolE amplificada por PCR con un tamafio de 460 pb.




VIL- DISCUSION

NolIR es un gen que ha sido estudiado intensamente en S. meliloti
(nolRsm) y se ha descrito como el represor de los genes de nodulacién que
junto con otros elementos reguladores de S. meliloti, como los genes nodD’s
y syrM, llevan a cabo una red compleja de regulacion, para dar lugar a una
nodulacién 6ptima en su planta hospedera: alfalfa.

El estudiar los genes reguladores presentes en R. etli CE3 ha sido un
interés general del grupo: esto nos llevé a iniciar el estudio del gen nolR,
como un primer enfoque para disectar los circuitos reguladores en esta
especie. En el presente trabajo, mostramos la caracterizacién estructural y
funcional del gen nolR y la caracterizacion parcial de la funcién de la
proteina NolR en R. efli. |

Utilizando una sonda heteréloga del gen nolRsm, detectamos y
aislamos el gen de R. etli. Al hacer el analisis de la secuencia, encontramos
varias secuencias consenso caracteristicas como: el sitio de unién a
ribosomas (Shine-Delgarno) en la regién 5 no traducible, 7 pb hacia arriba
del codén de inicio. Su ubicacién en el cromosoma y su secuencia
nucleotidica es practicamente la misma que en el gen nolR de R. leg. bv.
vicige, lo cual se ve reflejado en el andlisis de la secuencia a nivel de
amino4cidos que muestra una alta identidad del 95% con la proteina NolR
de R. leg. bv viciae, y del 72% con la proteina NolR de S. meliloti (22, 60).

Otra caracteristica que comparten los genes nolR en sus regiones
promotoras es la presencia de una secuencia consenso de unién a NolR (22,
60). En el caso de S. meliloti, se ha demostrado que NolIR se une a esta

regién para autorregularse. Esta regién también la encontramos en R. etl,
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lo cual sugiere que muy probablemente nolRg. sea también capaz de
autorregularse; sin embargo, necesitan realizarse los experimentos que
comprueben o descarten esta posibilidad. También encontramos que en la
regién 3’, de los genes nolIR de R. leg bv viciae y R. etli, el cod6n de termino

se repite 3 veces, lo cual no sucede en el caso de S. meliloti.

Para tratar de entender el papel que juega este gen en el proceso de
la nodulacién, nos abocamos a la generacién de una mutante y
posteriormente analizamos su fenotipo mediante varios criterios.

Generamos una mutante en el gen nolR por insercién de un cassette
de espectinomicina y la analizamos para corroborar la seleccién de la doble
recombinante. Durante la seleccién de la mutante, encontramos eventos de
recombinacién sencilla, lo cual es normal durante los experimentos donde
se desean seleccionar dobles recombinantes (93). La obtencién de la
mutante se confirmé por anélisis tipo Southern donde se observé un
aumento en el peso molecular del fragmento correspondiente al gen nolR
interrumpido por el gen de resistencia a espectinomicina (figura 13), asi
como por la adquisicién de resistencia al antibi6tico espectinomicina.

Anteriormente se reportaron mutantes en este gen por insercién de
un transposén en S. meliloti (64) y por insercién de un cassette de
kanamicina en R. leg. bv. viciae (60) y se observé que estas mutantes
confieren un retraso de un dia o dos en la nodulacién sobre la planta

hospedera.

Con base en estos reportes, decidimos estudiar del fenotipo de la
mutante nolR-ge llevando a cabo cinéticas de nodulacién; en estos ensayos

encontramos un ligero retraso de un dfa en la aparicién de los nédulos en
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las plantas inoculadas con la mutante no/Rre, comparado con las plantas
inoculadas con la silvestre (figura 15-1), esto concuerda con lo observado
en las mutantes de R. leg. bv vicige y S. meliloti, sin embargo en nuestro caso
la diferencia en el niimero promedio de nédulos por planta no fue
significativa para todos los tiempos analizados (figura 14), como lo
reportan en S. meliloti (64) y en R. leg. bv viciae (60).

Los resultados observados a nivel macroscépico, de retraso en el
desarrollo de los nédulos inducidos por la mutante nolR're con respecto a
los inducidos por la silvestre, nos llevaron a analizar posibles diferencias a
nivel microscépico en los nédulos inducidos por ambas. La manera de
abordar esta parte del trabajo, fue mediante el estudio por microscopia de
luz de cortes de nédulos. Lo que observamos es que hay diferencias
significativas en los primeros tres tiempos analizados (4, 5 y 6 dias); esto
es, un retraso en el desarrollo de los nédulos inducidos por la mutante
nolR-re, que también ya habfamos observado en las cinéticas de nodulacién
(ver figuras 15-1 y 15-2). Otras diferencias son en cuanto a la organizacién
celular (16-1 y 16-2): la mutante muestra desorganizacién celular, ya que
hay division muy intensa sélo en algunas zonas del nédulo, lo que
propicia la heterogeneidad de las células con respecto a la silvestre. Estos
resultados indican que nolR tiene un papel importante no sélo en los
estados tempranos de la infeccién, sino también durante el desarrollo de

los nédulos.

En S. meliloti se describi6 que NolR tiene efecto sobre la
transcripcién de los genes de nodulacién comunes, encargados de
sintetizar el esqueleto de los factores Nod (22) por esto, decidimos analizar

la secrecién de los FNs de la mutante nolR're mediante ensayos de TLC.
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Partiendo del mismo niimero de bacterias para inocular nuestros cultivos,
encontramos que la cepa mutante produce un 30% menos de los FNs que
la cepa silvestre (figura 17). Esto no concuerda con lo reportado por Cren y
cols. (1995) en S. meliloti, y por Kiss y cols. (1998) en R. leg bv. viciae, ya que
lo que se observa en estos casos es que las mutantes en nolR secretan
significativamente mas FNs que la cepa silvestre. Sin embargo, es
importante hacer notar que estos estudios se llevaron a cabo en cepas
sobreproductoras de los FNs, ya que en las cepas silvestres no
sobreproductoras no era posible detectar los FNs. No obstante, Cren y cols.
(1995), muestran un analisis de TLC en la cepa mutante no
sobreproductora de los FNs y se observa una disminucién de los FNs con
respecto a la silvestre. Esto dltimo coincide con nuestros resultados. El uso
de cepas sobreproductoras y no sobreproductoras de los FNs podria ser lo
que establece las diferencias en estos resultados. Los niveles o
concentraciones exactas de FNs, influyen directamente para una
nodulacién éptima, ya que secretando mayor cantidad de factor Nod se
retrasa la nodulacién (64, 60), pero también disminuyendo la secrecién del
factor Nod se observa el mismo fenotipo (este estudio). La diferencia entre
los resultados reportados en S. meliloti y los obtenidos en este estudio en R.
etli, con respecto a la cantidad de FNs, se pueden explicar en base a que la
regulacién en R. etli es diferente que en S. meliloti. En la parte tltima de
discusién, se planteard un modelo para la regulacién de los genes nod de R.
etli, con base en los resultados obtenidos en este estudio y en otros previos

obtenidos en el laboratorio.

En S. meliloti se sugiere que la ausencia de nolR estd afectando

cualitativamente las mezclas de los FNs en la cepa mutante y que induce la
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sintesis preferencial de FNs con 4dcidos grasos insaturados de 16 C; esto lo
proponen en funcién de los cambios que observan en la movilidad relativa
(Rs) de los FNs analizados por TLC, aunque no los purifican, lo cual serfa
un enfoque més directo para abordar esta cuestién. Dado este antecedente,
decidimos investigar en R. etli si podria haber cambios en el perfil de los
FNs secretados por la mutante versus la silvestre; para ello purificamos los
FNs por HPLC (figura 18), de las dos cepas y los comparamos. El resultado
de este an4lisis nos muestra que no hay diferencias significativas en cuanto
a los perfiles de elucién de los FNs secretados por la cepa mutante versus
los FNs secretados por la cepa silvestre; esta es otra diferencia importante
que encontramos en nuestro sistema con respecto a lo reportado en S.
meliloti. En este estudio, pudimos observar también que el porcentaje de
FINs secretados por la mutante nolR- de R. etli disminuye con respecto a la

silvestre como lo observamos en los ensayos de TLC.

Con respecto al andlisis del transcrito de nolR de R. etli en presencia
y ausencia de naringenina (inductor), encontramos que no hay diferencias
en la transcripcién en estas condiciones (figura 12), lo que nos indica que
este gen no esta siendo regulado por naringenina. Es importante
mencionar que intentamos purificar la proteina NolR de extractos
proteicos totales con el objetivo de caracterizarla. Sin embargo, no se pudo
purificar y pensamos en la posibilidad de que no se estuviese expresando,
por lo que los andlisis tipo northern nos proporcionarian informacién
sobre si habia transcrito detectable o no. La informacién que obtuvimos de
estos experimentos fue que el mensajero de nolR si se transcribe, por lo que
era muy probable que la protefna se estuviera traduciendo y que al tratarse

de un regulador negativo se estuviese haciendo muy poca proteina que no
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era posible purificar por métodos convencionales. Cabe mencionar que
andlisis tipo northern del gen nolR no se habfan reportado anteriormente.
El tamafio obtenido del fragmento que hibrida es de ~470 pb, que

concuerda con el tamafio esperado para un mensajero monocistrénico.

Para analizar la ubicuidad del gen nolR en la especie de R. etli, nos
abocamos a investigar si estaba presente en otros aislados de esta especie.
Asf, exploramos 11 aislados de R. etli provenientes de sitios geogréficos
diferentes y encontramos, por hibridaciéon tipo Southern, secuencias
homolégas a este gen, usando como sonda el gen nolR de la cepa CE3
(figura 11). Estos resultados indican que este gen se encuentra distribuido
ampliamente en esta especie; sin embargo, se requieren estudios mas
detallados para saber si la proteina NolR es funcional en estos aislados.
Estos resultados nos permiten sugerir que la presencia de este gen puede
ser también otra de las caracteristicas que sirven para identificar esta
especie, como las reportadas por Segovia et al. (1993). Entre estas
caracteristicas se incluyen: reiteraciones de los genes estructurales de la
nitrogenasa (94); la organizacién de los genes de nodulacién comunes
como dos unidades transcripcionales separadas, nodA y nodBC (124); la
presencia del gen de inhibicién de polisacridos, psi (10); y la secuencia del
gen 16s (111). Con este mismo enfoque, analizamos también la presencia
de este gen en Rhizobium tropici cepa CIAT 899 y no encontramos
secuencias homoélogas a nolR en esta especie. Consideramos que ésta es
también una diferencia significativa entre R. fropici y R. etli, las cuales son
dos especies que nodulan frijol y podria ser otro criterio para identificarlas

como especies.
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Lo que sin duda es evidente es que, en R. etli y en R. tropici la
regulacién de los genes de nodulacién es diferente. R. etli contiene tres
copias del gen nodD, el gen nolR, y probablemente syrM (80); mientras que
R. tropici posee cinco copias del gen nodD, de las cuales sélo nodD1I es
capaz de activar la transcripcién de los genes de nodulacién (123), y no se
ha descrito a la fecha la presencia de reguladores como nolR, syrM, nolA,

etc. en esta especie.

El interés por analizar si la proteina NolR es capaz de unirse a
secuencias especificas de ADN, nos llevé a sobreexpresarla en E. coli,
generando para ello una proteina de fusién con glutatién S-transferasa.
Esto nos permitié purificar suficiente proteina, para llevar a cabo estudios
que nos permitieran analizar su posible funcién.

En S. meliloti se ha estudiado la interaccién de NolR con ADN
especifico, por ensayos de retardamiento de geles; nosotros estudiamos
esta interaccién mediante la técnica llamada Southwestern (ver material y
métodos), la cual fue estandarizada para el estudio de NolR en nuestro
laboratorio. Los resultados que obtuvimos utilizando esta nueva estrategia
concuerdan con los reportados por Kondorosi y cols. (1989); encontramos
que existe una interaccién entre la proteina GST-NoIR con un ADN que
lleva la secuencia consenso de unién a esta proteina. Lo que observamos
en R. etli, es que la proteina NolR se une a la regién promotora del gen
nolE, que lleva una secuencia consenso de unién de NolR y ademas lleva
una caja de nodulacién en un fragmento de 460 pb (figuras 22 y 23). Esta
misma interaccién la observamos utilizando un “oligo” sintetizado de 16
pb que es el sitio especifico de unién propuesto para NolR y esta secuencia

est4 localizada en el promotor de nolE. Estos resultados muestran que la
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proteina NolR interacciona con este sitio especificamente y sugieren
fuertemente que la proteina NolR de R. efli tiene un papel similar al
reportado para NolR de S. meliloti cepa AK41.

En S. meliloti se sabe que NolR se une a los promotores de los genes
nodDs, nodABC y nodM, los cuales estan involucrados en la regulacién muy
fina de la expresién de los genes nod y en la sintesis del esqueleto de los
FNs, respectivamente. En este trabajo, encontramos que en R. etli, NolIR se
une a una regién consenso localizada en la regién promotora del gen
nodD1, el cual se encuentra corriente abajo del promotor de nolE,
probablemente formando parte del mismo operén. Suponemos que la
accién del represor NoIR es sobre el gen nodD1 (ver figura 20). Considero
oportuno mencionar que la funcién de la proteina NolE en R. etli no se

conoce a la fecha, pero se ha propuesto que podria ser secretada (23).

Con el propésito de integrar los resultados obtenidos en esta tesis en
un modelo de regulacién de los genes nod en R. etli, proponemos en la
figura 24 un circuito regulador que nos permite explicar hipotéticamente
datos previos y resultados de este trabajo.

En R. etli, como se ha mencionado, existen tres copias del gen nodD,
de las cuales se sabe que: nodD1 no se activa por flavonoides, nodD2 se
activa por flavonoides y nodD3 se activa muy poco por flavonoides (26). En
esta tesis, demostramos la presencia del gen nolR en R. etli y existen
reportes que sugieren fuertemente que también se encuentra presente el
gen syrM (80).

Ubicando en el escenario cada uno de los actores de este modelo,

planteamos lo siguiente:
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En R. etli podrian estar presentes dos vias reguladoras (1: flechas
azules, 2: flechas rojas y verdes) que al acttar en conjunto modularan
finamente los niveles de expresién de los genes de nodulacién, de manera
que se favoreciera la secrecién de los FINs a niveles idéneos para asegurar
una nodulacién 6ptima, en la planta hospedera, en este caso frijol.

Es importante mencionar que se ha propuesto que la proteina NodD
acttia como multimeros (48, 61, 75, 128). Basados en esta propuesta, es que
planteamos este modelo regulador.

Analizando las vias por separado, la via 1 (flechas azules), estaria
dada por la respuesta de la proteina NodD2 al flavonoide, al igual que la
proteina NodD3, que sabemos responde al flavonoide a nivel méas bajo.
Esto traeria como consecuencia que estas dos proteinas NodDs se
activaran y, en conjunto con NodD1 (ver via 2), formaran los multimeros
en la proporcién adecuada (planteamos hipotéticamente que interaccionan
2 moléculas de NodD2 con una molécula de NodD1 y una molécula de
NodD3), y se unieran a las cajas nod localizadas en las regiones promotoras
de los genes nodA y nodBC, lo que darfa lugar a la transcripcién de estos
genes que finalmente sintetizarfan los FNs.

La via 2, estaria dada por la unién de nolR en la regién promotora
del gen nodD1 (lo cual se demuesira en este trabajo), que estaria
reprimiendo la sintesis de NodD1 (flecha roja), de manera que los niveles
de esta protefna en este estado sean bajos pero éptimos para la interaccién
entre las protefnas NodDs (2 y 3). En ausencia de NoIR (flechas verdes), los
niveles de NodD1 se elevarfan, de manera que en lugar de estarse
formando multimeros de NodD1, NodD2 y NodD3 en la proporcién
adecuada, se estuvieran formando multimeros con una mayor proporcién
de NodD1 (flechas verdes B); esto induciria probablemente un cambio
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conformacional en el multimero, lo que bajaria su afinidad por las cajas nod
y a su vez traerfa, como consecuencia, que los niveles de expresién de nodA
y nodBC bajaran y, por ende, se disminuyera la cantidad de los FNs
secretados, como lo observamos en los experimentos presentados en este
estudio.

Otra posibilidad es que las altas concentraciones de NodD1 (flechas
verdes A), dieran lugar a la formacién de multimeros con sélo moléculas
de NodD1 que también podrian estar compitiendo por las cajas nod con los
multimeros formados con las tres protefnas NodDs. Esto finalmente traeria
como consecuencia, también una disminucién en la secrecién de los FNs
(ver nivel de los FNs).

Es muy importante mencionar que existen datos en el laboratorio,
desde hace algunos afios, que indican que cultivos de R. etli en ausencia de
inductor secretan un nivel basal de FNs (14), lo cual podria atribuirse a la

funcionalidad de la via 2 descrita en este modelo (flechas rojas).

En un estudio reciente de andlisis de proteoma, llevado a cabo en S.
meliloti y en la mutante en nolR de S. meliloti, Chen y cols. (2000) sugieren
que NolR podria jugar un papell regulador general, ya que encuentran que
por lo menos 52 proteinas varfan en su patrén de expresién. Analizando la
secuencia parcial de algunas de ellas, encontraron identidad con proteinas
involucradas en el ciclo de 4cidos tricarboxilicos (TCA), en la sintesis de
proteinas, en la respuesta a estrés oxidativo, en el crecimiento celular y en
funciones de mantenimiento. Estos datos sugieren que NoIR podria
responder a factores ambientales para modular el metabolismo
intracelular, sin embargo, es necesario realizar estudios detallados para

poder atribuir a NolR estas funciones.
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VIIIL.- CONCLUSIONES

. El gen nolR esta presente en el fondo genético de Rhizobium etli
cepa CE3.

. El gen nolR estd ampliamente distribuido en la especie R. etli y
no se encuentra presente en R. tropici.

. El ARN mensajero de nolR en R. etli es monocistrénico y su
transcripcién no es afectada por el inductor naringenina.

. Una mutante nolR- presenta un fenotipo de ligero retraso en la
aparicion de los ndédulos y a nivel microscépico una
desorganizacion celular en los tiempos iniciales de la
nodulacién.

. Una mutante nolR- secreta ~30% menos de Factor de
Nodulacién.

. La proteina NolR se une especificamente a una secuencia

consenso en la regién promotora de los genes nolE-nodD1.
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