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Introduccion

El nitr6geno es muy abundante en nuestro planeta, aunque, paradojicamente, es uno
de los principales factores limitantes del crecimiento vegetal. Esto es consecuencia de la
incapacidad de los organismos eucarioticos para utilizar el dinitrégeno atmosférico (N).
Las plantas s6lo pueden utilizar formas de nitrdgeno combinado, generalmente amonio o
nitrato, que son derivadas del N, atmosférico a través del proceso denominado fijacion de
nitrégeno. Este término incluye la reduccion del N, hasta 6xidos de nitrdgeno o hasta
amonio, bien por procesos fisico-quimicos (naturales o inducidos por el hombre) o por
procesos biolégicos. La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) es una propiedad atribuible
s6lo a organismos procariéticos, y es responsable de aproximadamente 2/3 del total de
nitrogeno fijado en la biosfera.

La FBN es un proceso enzimatico por el que algunos microorganismos procariotas,
los diazotrofos, son capaces de reducir el N, atmosférico hasta amonio (NH,"),
incorporandolo de este modo a la biosfera en una forma asimilable por las plantas. La
capacidad de los diazotrofos para fijar N, deriva de un complejo enzimatico llamado
nitrogenasa, cuya estructura y propiedades son muy similares en todas las especies que lo
poseen. El sistema nitrogenasa mas abundante entre los diazotrofos se compone de dos
proteinas, la dinitrogenasa o molibdo-ferro-proteina, y la dinitrogenasa reductasa o ferro-
proteina, esta Ultima encargada de la transferencia de electrones a la dinitrogenasa, que en
altimo término lleva a cabo la reduccion de N, hasta amonio. Este proceso de fijacion de

nitrégeno puede resumirse segun la siguiente reaccion:

N, + 8¢ + 8H" + 16ATP » 2NH;3 + H, + 16ADP + 16Pi

La reaccion catalizada por la nitrogenasa tiene un requerimiento absoluto por ATP y poder
reductor. La produccion de H, por la nitrogenasa tiene lugar concomitantemente con la
reduccion del N, lo que supone una fuente de ineficiencia de la enzima y una pérdida de
energia. Se estima que hasta un 25% del flujo de electrones a través de la nitrogenasa se
desvia hacia la reduccion de protones (Evans et al., 1981). Ademas, la nitrogenasa es muy
sensible al oxigeno, por lo que la concentracion de oxigeno ambiental es un factor

regulador del proceso de fijacion de nitrogeno en la mayoria de organismos diazotrofos.
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1. LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSAS

1.1. Fijacion de nitrégeno por leguminosas

Entre todas las bacterias con capacidad para la fijacion biolégica de nitrégeno, son
de destacar aquéllas pertenecientes a los géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium y Allorhizobium (denominadas
colectivamente Rhizobium), que se establecen en simbiosis con plantas leguminosas para
llevar a cabo el proceso de fijacion del dinitrégeno atmosférico. Su importancia viene
determinada, ademas de por el volumen de nitrégeno fijado que dichas simbiosis aportan a
la biosfera, por las siguientes razones:

- La eficiencia fijadora de esta simbiosis es 10-20 veces mayor que en la mayoria de
diazotrofos libres, debido al ambiente casi ideal que proporcional el nédulo radical, el
organo fijador por excelencia.

- Lanitrogenasa de este sistema utiliza energia directamente derivada de la fotosintesis.

- El nitrégeno fijado es utilizado y almacenado directamente en los tejidos vegetales.

- La importancia agrondmica de las leguminosas, que constituyen la principal fuente de
proteinas vegetales para humanos y animales.

En las leguminosas, la FBN tiene lugar en los nddulos, originados generalmente en la
raiz de la planta como consecuencia de la infeccion de la misma por parte de la bacteria.
En el nddulo, verdadero nuevo 6rgano vegetal, las bacterias se transforman en unas formas
especializadas, los bacteroides, que utilizan los compuestos fotosintetizados por la planta
como fuente de energia para la nitrogenasa. ElI amonio sintetizado por los bacteroides es

exportado a las células vegetales e incorporado al metabolismo de la planta.

1.2. Especificidad de la simbiosis

La interaccién Rhizobium-leguminosa es altamente especifica, lo que significa que en
general cada especie bacteriana se establece en simbiosis con uno o pocos géneros o
especies vegetales, si bien existen ejemplos de bacterias con amplio rango de hospedador,
capaces de nodular a un elevado nimero de géneros de leguminosas (Tabla 1.1). Algunas

especies vegetales, p.e. Phaseolus, pueden ser noduladas por distintas especies de
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bacterias. Aunque pueda parecer que no existe un aparente correlacion entre especie
bacteriana y plantas hospedadora, la especificidad de hospedador viene determinada por el
tipo de moléculas sefial producida por cada pareja bacteria-planta (Denarié et al., 1996).

Tabla I.1. Ejemplos de asociaciones Rhizobium-leguminosas.

Especies Bacterianas Planta Hospedadora
Sinorhizobium meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
Rhizobium leguminosarum

biovar viciae Pisum, Vicia, Lens

biovar trifolii Trifolium

biovar phaseoli Phaseolus
Rhizobium etli Phaseolus
Mesorhizobium loti Lotus
Rhizobium tropici Leucaena, Phaseolus, Medicago, Macroptilium
Rhizobium galegae Galega
Bradyrhizobium japonicum Glicine, Macroptilium, Vigna
Sinorhizobium fredii Glycine, Vigna
Rhizobium sp. NGR234 Amplio rango de hospedador, Parasponia
Azorhizobium caulinodans Sesbania

2. ETAPAS DEL PROCESO DE NODULACION

En general los nddulos de las leguminosas se forman en las raices de la planta, si
bien existen casos de formacion de nodulos en tallos, como en Sesbania. La formacion del
nodulo fijador depende de un continuo y adecuado intercambio de sefiales entre los
simbiontes (Broughton et al., 2000). Este intercambio de sefiales comienza incluso antes de

que los simbiontes entren en contacto fisico.

2.1. Quimiotaxis y colonizacién de la raiz.

Antes de llevarse a cabo la infeccion de las raices de leguminosas por Rhizobium
debe de haber un crecimiento bacteriano en la rizosfera (Hirsch et al., 1992), inducido por
compuestos exudados por las raices de leguminosas. Estos compuestos, entre los que se
encuentran acidos organicos, azlcares, aminoacidos y flavonoides, actian como
quimioatrayentes y estimulan el crecimiento de Rhizobium. La composicion del exudado

varia dependiendo de la planta hospedadora, de su estado de desarrollo y de factores
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medioambientales. De especial importancia durante las etapas iniciales son los compuestos
de tipo flavonoide, que cumplen varias funciones (Dowling et al., 1986; Gaworzewska et
al., 1982):

1.- Quimioatrayendo a Rhizobium hasta las raices de plantas leguminosas.

2.- Estimulando el crecimiento bacteriano alrededor de la raiz.

3.- Induciendo la activacion de genes de nodulacion bacterianos.

En S. meliloti el efecto quimiotactico de los flavonoides esta estrechamente
relacionado con la capacidad de induccién de genes nod, ya que la quimioatraccion
requiere genes nodD y genes nodABC (Caetano-Anollés et al., 1988). Ademas, algunos
flavonoides como la luteolina, estimulan el crecimiento de Rhizobium (Hartwig et al.,
1991).

2.2. Adhesién de las bacterias a la raiz

Tras la colonizacion de la superficie de la raiz, las células de Rhizobium se adhieren
fundamentalmente a los pelos radicales jovenes. Esta adhesion tiene lugar de forma polar,
es decir, es el extremo de la célula bacteriana el que contacta con el pelo radical.

Se sabe poco a cerca de los mecanismos que controlan la adhesion de las bacterias a
la superficie celular vegetal, aunque existen pruebas de que comienza con una union débil
inicial, seguida por un anclaje con filamentos de celulosa sintetizados por la bacteria (Smit
et al., 1987). Aunque la union inicial es esencial para la nodulacion, la etapa de anclaje no
lo es tanto, ya que mutantes incapaces de producir este anclaje no se ven afectados en la
nodulacion (Smit et al., 1987). En el proceso de adhesion pueden estar implicados
componentes superficiales de Rhizobium, como exopolisacaridos (EPS), lipopolisacaridos
(LPS), antigenos capsulares (CPS) y proteinas superficiales, como ricadhesina y Bj38. Por
parte de la planta, parecen ser necesarios compuestos como lectinas o un homélogo de
vitronectina (Swart et al., 1994). Estas lectinas estarian implicadas en la adhesion
utilizando los componentes superficiales bacterianos como sitios de union (Diaz et al.,
1996; Dazzo y Truchet, 1987; Kijne et al., 1997). Sin embargo no se han descrito mutantes
adecuados para corroborar esta hipdtesis.

La ricadhesina es una proteina superficial de union a calcio que actuaria uniéndose

a fibrillas de celulosas sintetizada por la bacteria. La adhesina Bj38 se ha caracterizado en
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Bradyrhizobium, donde mutantes en el gen que codifica para esta proteina estan afectados
en adhesién y nodulacion (Ho et al., 1993).

También se ha sugerido que los genes implicados en la sintesis de B-(1.2)-
glucanos, ndvA y ndvB, podrian tener alguna funcion en la adhesion, ya que mutaciones en
estos genes causan cambios superficiales, lo que se traduce en una ineficiencia en la
infeccion y en la nodulacion (Dylan et al., 1986).

Por otro lado, algunos autores han descrito que una correcta expresion de los genes
de nodulacién podria estar implicada en una mejor adhesion de Rhizobium a su planta
hospedadora (Dazzo et al., 1985, 1988). Distintas condiciones ambientales pueden afectar
la eficiencia de adhesion. Asi, la presencia de calcio puede ayudar en el anclaje de
adhesinas a la superficie celular, lo cual también se puede ver afectado por el pH del
medio (Swart et al., 1994). Ademas, limitaciones en la disponibilidad de elementos como
manganeso, nitrogeno y oxigeno pueden afectar a la capacidad de Rhizobium de adherirse a
los pelos radicales (Swart et al., 1994).

2.3. Curvatura de pelos radicales y formacion del cordon de infeccion

La adhesion de Rhizobium a los pelos radicales jovenes provoca la primera
respuesta microscopicamente visible: la deformacion y curvatura del pelo radical. Esta
curvatura se produce por una estimulacion local del crecimiento del extremo apical del
pelo radical y no por una inhibicion del crecimiento. La correcta expresion de genes nod y
genes implicados en la sintesis de exopolisacaridos son necesarios para la induccion de
estos cambios en los pelos radicales.

Cuando las células de Rhizobium inducen la curvatura de los pelos radicales,
algunas quedan atrapadas en ella, desencadenando el proceso de infeccion, que comienza
con una hidrélisis muy localizada de la pared celular vegetal en el punto de curvatura del
pelo radical. Como consecuencia, se produce una invaginacion de la membrana plasmatica
y el depoésito de nuevo material, parecido en composicién a la pared vegetal, en la parte
externa de dicha membrana. El crecimiento continuo de esta estructura origina el cordén de
infeccidn. Dentro de este corddn las bacterias se multiplican activamente y se encapsulan

en polisacaridos extracelulares (Leigh y Walker, 1994; Reuhs et al., 1995).
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2.4. Formacion del primordio nodular

Simultaneamente a la formacion del corddn de infeccion, determinadas células del
cortex sufren una serie de cambios morfoldgicos, como reorganizacion de los
microtdbulos, migracion del nicleo hacia el centro de la célula y la formacion radial de
nuevas paredes celulares, lo que se traduce en una reactivacion de la actividad mitotica,
que origina lo que se denomina como primordio nodular. Dependiendo de cuales sean las
células del cértex que se dividen, se originard un nodulo de tipo indeterminado 6
determinado. Los nodulos indeterminados tienen un meristemo apical persistente que se
origina como consecuencia de la actividad mitotica de células localizadas en la parte
interna del cortex. Este tipo de nddulos indeterminados son caracteristicos de leguminosas
de clima templado. En cambio, las leguminosas de origen tropical, tales como soja y judia,
forman nodulos determinados en los que la actividad mitética del cortex externo de la raiz
cesa durante el desarrollo, siendo la expansion celular la responsable de la forma globosa
del nddulo.

El cordon de infeccidn transportara las bacterias desde el extremo del pelo radical
hasta el primordio nodular. El porcentaje de infecciones que finalmente dan lugar a la
formacion de nddulos fijadores es muy bajo. Esto es como consecuencia del aborto de
muchos de los canales de infeccidn que se originan. Se ha sugerido que dichos abortos
estan asociados con una respuesta de hipersensibilidad (HR) de la planta (Hirsch et al.,
1992).

2.5. Endocitosis de las bacterias y diferenciacion en bacteroides

La liberacion de las bacterias al interior de las células del primordio ocurre
mediante un mecanismo de endocitosis especifico, por el que las bacterias son liberadas al
citoplasma rodeadas de una membrana de origen vegetal, la membrana peribacteroidal.
Esta membrana resultara fundamental para el intercambio de metabolitos entre la bacteria y
la planta. Una vez dentro de la célula vegetal, el rizobio puede dividirse una o pocas veces
mas. La membrana peribacteroidal se divide en sincronia con la divisidn de la bacteria, por
lo que finalmente cada bacteroide quedara encerrado en su propia membrana formando la

unidad simbi6tica denominada simbiosoma. En el simbiosoma cesa la multiplicacion de las
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bacterias, que se transforman en los Ilamados bacteroides, de mayor tamafo y con una
morfologia irregular. En el bacteroide se lleva a cabo la reduccion del dinitrégeno hasta
amonio, el cual es exportado a la célula vegetal. Aunque hasta hace poco se pensaba que el
amonio era exportado directamente, estudios recientes indican que el producto de la
nitrogenasa es exportado desde el bacteroide en forma de alanina (Waters et al., 1998), si
bien en la membrana peribacteoridal ha sido caracterizado un canal de amonio que podria
estar implicado en la transferencia del nitrégeno fijado a la célula hospedadora (Kaiser et
al., 1998).

3. ESTRUCTURA DE LOS NODULOS DE LAS LEGUMINOSAS

3.1. Tipos de nddulos de leguminosas

Dependiendo de si el primordio nodular tiene su origen en el cértex interno o en el
cortex externo de la raiz, las células meristematicas mantendran o no su actividad mitética
durante el desarrollo del nddulo. Estas diferencias determinan la estructura y la morfologia
del nédulo maduro, pudiéndose clasificar en dos tipos: noédulos indeterminados y nddulos
determinados. Las principales diferencias entre ambos tipos de nédulos se muestran en la
Tabla 1.2,

Tabla 1.2. Diferencias entre nodulos indeterminados y ndédulos determinados.

Indeterminado

Determinado

Origen del Primordio Nodular
Crecimiento del Nodulo
Forma del Nodulo

Tipo de Leguminosa

Ejemplo

Cortex interno
Division celular
Alargada

Clima templado

Medicago sativa

Cortex externo
Expansion celular
Redondeada
Clima tropical

Glycine max
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3.2. Estructura del nédulo

En un corte trasnversal de un nddulo de leguminosa pueden observarse dos zonas
concéntricas:

1) Tejido periférico: consta de un cértex externo, una endodermis y un parénguima o

cortex interno. El cértex externo esta formado por células muy vacuoladas, que
protegen al nodulo del medio externo. El parénquima posee una estructura
compacta con pocos espacios intercelulares, y funciona como una barrera para la
difusion del oxigeno. Es aqui donde se encuentran los haces vasculares (Figura
.1).

2) Tejido central: se encuentran células infectadas y no infectadas. Este tejido central
es muy distinto segun se trate de un nddulo determinado ¢ de un nodulo
indeterminado. En un nédulo determinado no existe un meristemo persistente, por
lo que todas las celulas del tejido central presentan en cada momento el mismo
estado de desarrollo. Su crecimiento, basado fundamentalmente en el aumento del
tamafo de sus células, junto con la ausencia de un meristemo apical, determinan su
forma esférica (Figura 1.1). En este tejido central, dentro de las células no
infectadas, tiene lugar parte de la asimilacion y transporte del amonio producido en
las células infectadas.

El desarrollo de un nédulo indeterminado es un proceso continuo y dindmico. Asi, en
una seccion longitudinal de un nédulo maduro se pueden observar simultaneamente los
distintos estadios de desarrollo del mismo, ya que presenta un gradiente de diferenciacion
tipico desde la parte mas distal, donde se localiza el meristemo, hasta la parte mas proxima
a la raiz, donde se encuentran las células mas viejas. De esta forma en el tejido central de
un nodulo indeterminado se pueden distinguir 4 zonas (Fig. 1.1), utilizando como criterios
los cambios estructurales de las células vegetales y bacteriana, la morfologia del
bacteroide, la acumulacion de almidon y el comienzo de la fijacion de nitrégeno:

- Zona | 6 zona meristematica: constituye el meristemo apical persistente, y esta

compuesto por pequefias células en continua division, de ahi el crecimiento
continuado del nddulo. Esta zona genera constantemente nuevas células que van
diferenciandose progresivamente a través de las distintas zonas del tejido

central del nédulo.
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FIGURA 1.1. Representacion esquematica de la estructura de un nodulo
indeterminado (A) y un nddulo determinado (B). Cx: Cortex nodular externo; Ed:
endodermis nodular; P: parenquima; I: zona meristematica; I1: zona de prefijacion; 11-111:

interzona; I11: zona de fijacidn; 1V: zona de senescencia.
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-Zona 1l 6 zona de invasion 6 de prefijacion: es la region adyacente al

meristemo apical. En su parte mas distal, el cordon de infeccion comienza a
penetrar en las células meristematicas, que dejan de dividirse, y las bacterias
son liberadas al interior de las células vegetales rodeadas por la membrana
peribacteroidal.

-Interzona I1-111: localizada entre la zona Il de prefijacion y la zona Il de

fijacion. Se caracteriza por la acumulacion de almiddn en las células infectadas,
llenas de bacteroides, y la induccion de los genes nif.
- Zona 11l 6 de zona de fijacion: donde las células vegetales han alcanzado su

maximo tamafio y se encuentran llenas de bacteroides que realizan la fijacién
simbidtica de nitrégeno. También aparecen pequefias células no infectadas que
proporcionan el soporte metabolico necesario para el proceso de fijacion. Las
células infectadas de esta zona presentan un color rosado caracteristico, debido
a la presencia de leghemoglobina en su interior. Esta proteina juega un papel
fundamental en el aporte controlado de oxigeno al bacteroide, clave para el
adecuado funcionamiento de la nitrogenasa.

- Zona IV 6 zona de senescencia: formada por células infectadas que han

perdido la capacidad de fijar nitrégeno, y que al igual que los bacteroides,
degeneran y mueren.

La degeneracion de ambos simbiontes ha sido hasta ahora considerada el punto
final de la interaccion simbidtica. Sin embargo, recientemente se ha descrito la existencia
de una denominada zona V, adjacente a la zona IV, presente en nddulos de alfalfa de mas
de 6 semanas. En esta zona V ocurre una nueva ronda de liberacion de bacterias de los
cordones de infeccion viejos, lo que conlleva la reinvasion de células vegetales
senescentes. Al parecer, en esta zona V existe una concentracion de oxigeno compatible
con la multiplicacion celular y la expresion de genes nif, si bien no se ha detectado en ella
actividad nitrogenasa. Se ha propuesto que esta zona V representa un nicho ecoldgico
donde las bacterias realizan un tipo de vida saprofitico en el interior de las células
vegetales degeneradas (Timmers et al., 2000). Estos autores indican que la existencia de
esta zona V es la evidencia que faltaba para corroborar el caracter mutualista de esta
interaccidn, pues hasta ahora se aducia que en esta asociacion la bacteria no tenia un

aparente beneficio, o al menos no se trataba de una auténtica simbiosis mutualista pues los
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simbiontes no se benefician simultaneamente de la asociacion, al menos de forma aparente.
La planta se beneficia de la fijacion de nitrdgeno por formas bacterianas que no son viables
para la multiplicacién, mientras que la bacteria se beneficia fundamentalmente tras la

degeneracion del nddulo y su liberacidn al suelo.

4. LOS GENES DE LA NODULACION EN RHIZOBIUM

En muchas especies de rizobios, la mayoria de los genes de nodulacion se
encuentran localizados en el plasmido simbidtico (pSym), aunque en Azorhizobium,
Bradyrhizobium y Mesorhizobium loti los genes se encuentran localizados en el
cromosoma. Los genes de la nodulacion, denominados nod, nol y noe, se definen como
genes que estan implicados en nodulacion 0 que estan coordinadamente regulados con
éstos.

Originalmente los genes de nodulacion se clasificaron en base a su conservacion 0
su relacion con el rango de hospedador de los distintos géneros de Rhizobium, en genes de
nodulacion comunes (nodABCDIJ), presentes en todas las cepas de Rhizobium e
intercambiables entre diferentes especies (Kondorosi et al., 1984); genes que determinan la
especificidad de hospedador (genes hsn), y genes que determinan la nodulacion especifica
de un genotipo o cultivar (genes gsn y csn). Actualmente se clasifican en base a la funcién
que tienen los productos génicos que codifican, como regulacion, biosintesis y secrecion de
factores Nod. Algunos genes, como nodA, nodB y nodC, estan presentes en una sola copia,
mientras que otros como nodM, nodP, nodQ y nodT, tienen secuencias homdélogas en otras
partes del genoma ( Rivilla y Downie, 1994; Schwedock y Long, 1989; Surin et al., 1988).
Como se verda mas adelante, muchos de los genes de la nodulacién estan implicados en la
biosintesis de moléculas sefial que disparan distintas respuestas en la planta relacionadas
con la formacidn e infeccion del nddulo. El caso de nodD es especial, pues codifica para un
regulador de la transcripcion del resto de genes de nodulacion.

En muchos casos, los genes de nodulacion se encuentran cercanos unos de otros, y
organizados en operones, los cuales estan frecuentemente conservados en distintas especies
rizobianas. (Fig. 1.2). En la practica totalidad de los casos, la secuencia promotora de los
operones nod se encuentra conservada, incluyendo secuencias consenso denominadas cajas

nod, de gran importancia para la regulacion de la expresion génica. La caja nod se sitla a
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23-28 pares de bases del sitio de inicio de la transcripcion en los promotores de este tipo.
La secuencia conservada de la caja nod consiste de 47 pb, estructurada en 3 modulos de 7,
8 y 26 pb separados por 2 y 6 pb, respectivamente. Dentro de la caja nod se encuentra
conservada una repeticion invertida con la secuencia ATC-No-GAT (Schlaman et al.,
1992; Gyorgypal et al., 1991).

4.1. Regulacion de la expresion de los genes de la nodulacién

La mayoria de los genes de nodulacion se expresan a niveles muy bajos cuando
Rhizobium crece en ausencia de su planta hospedadora (Djordjevic et al., 1987; Mulligan y
Long, 1985; Spaink et al., 1987). La induccién de la expresion de estos genes necesita de
ciertos compuestos excretados por las raices de la planta hospedadora especifica. Estos son
compuestos de tipo flavonoide, generalmente flavonas y flavononas, aunque en el caso de
Bradyrhizobium se trata de isoflavonas (Schlaman et al., 1992; Gyorgypal et al., 1991). La
planta también puede producir flavonoides que actian como anti-inductores, reduciendo la
expresion de los genes de la nodulacion. Para la activacion de la expresion se requiere
ademas la proteina NodD, un regulador transcripcional que funciona tras interaccionar con
los flavonoides de la planta. La proteina NodD reconoce las secuencias conservadas en las
cajas nod, y se une a ellas de manera permanente. La union de NodD a la caja nod es
independiente de flavonoides y ha sido demostrada por ensayos de union a ADN en geles
de retardo y analisis de ADN mediante “footprinting” (Fisher y Long, 1989; Goethals et
al., 1992; Kondorosi et al., 1989; Schlaman et al., 1992). Grandes deleciones de la caja
nod eliminan o reducen fuertemente la formacion del complejo, lo que indica que la
interaccion NodD-caja nod requiere todos los modulos conservados de la caja nod
(Kondorosi et al., 1989). EI motivo LysR (T-Ni;-A) es el propuesto como el sitio diana de
union de NodD (Goethals et al., 1992), ya que inserciones, deleciones 0 mutaciones
puntuales de dicha secuencia impiden la unién de NodD a la caja nod de nodA de S.
meliloti y A. caulinodans (Fisher y Long, 1993; Goethals et al., 1992).

Ademas del complejo NodD-caja nod, se necesitan, salvo excepciones, flavonoides
exudados por la planta. Estos son los responsables de la formacién de un complejo
transcripcional activo, mediante la induccién de rapidos cambios conformacionales en los

complejos NodD-caja nod, 6 mediante la interaccion temporal con proteinas NodD,
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causando un cambio conformacional en la proteina. En el caso de NodD3 de S. meliloti, lo
que ocurre es que el complejo NodD-caja nod realiza un correcto plegamiento para la
interaccion con la ARN polimerasa, incluso en ausencia de moléculas inductoras. Esta
hipotesis viene apoyada por las diferencias vistas tras el andlisis de “footprinting” de
NodD1 y NodD3 de S. meliloti (Fisher y Long, 1989; Kondorosi et al., 1989). En R.
leguminosarum, la proteina NodD interacciona con multiples cajas nod altamente
conservadas, pero no idénticas. Las diferencias estructurales en la secuencia de las cajas
nod pueden causar una jerarquia en la activacién por NodD de operones de nodulacion. En
aquellos Rhizobium que contienen varias copias de NodD, como en S. meliloti, todas las
copias de NodD, ademas de SyrM, contribuyen a la activacion de genes de nodulacién. La
concentracion y estabilidad de estas proteinas, asi como su competitividad y eficiencia de
uniodn a cajas nod, son los principales factores que determinan la actividad del promotor
(Fig. 1.2).

Ademas, la unién de flavonoides no inductores a proteinas NodD afecta a la unién
de ésta a las cajas nod. También puede verse influenciada la interaccion NodD-caja nod
por secuencias 0 elementos reguladores que se encuentran aguas abajo de la caja nod. Por
ejemplo en S. meliloti, la formacién del complejo NodD-caja nod estd fuertemente
influenciado por la union del represor NoIR a una secuencia de ADN adyacente a la caja
nod (Kondorosi et al., 1989) (Fig. 1.2)

4.2. Expresion de nodD

En muchas especies de Rhizobium, el gen regulador nodD se transcribe de forma
divergente a operones de genes nod regulados por él, y con frecuencia los promotores se
solapan. Un posible papel de esta transcripcion divergente puede ser el incremento local de
ARN polimerasa para elevar los niveles de transcripcion desde los promotores menos
activos (Schlaman et al., 1998).

La regulacion y el nivel de expresion de los genes nodD muestran diferentes
variaciones dependiendo de la especie, e incluso entre cepas de la misma especie. En
general, nodD es expresado constitutivamente en aquellos Rhizobium que poseen s6lo una
copia de nodD (R. leguminosarum bv. viciae y bv. trifolii, B. parasponia, A. caulinodans y

M. loti). nodD puede ser negativamente autorregulado por su propio producto, como en R
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FIGURA 1.2. A. Organizacion de los genes de nodulacion en S. meliloti. Los genes y la direccion de su transcripcion se
indican con flechas anchas. E genes nod; M genes nodD y syrM; genes nol;EH  genes noe; 1 orf de funcién
desconocida; B> cajas nod. B.- Representacion esquematica de la regulacion de genes de nodulacion en S. meliloti.

Activacion (+) y represion (-) de la transcripcion. Adaptado de Schlaman y colaboradores (1998).
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leguminosarum bv. viciae (Rossen et al., 1985) y bv. trifolii (Spaink et al., 1989). En otras
especies que tienen 2 copias 0 mas, como en Rhizobium sp. NGR234 6 en R. tropici, el
Unico alelo de nodD activo también es expresado constitutivamente (Horvath et al., 1987;
van Rhijn et al., 1993).

En B. japonicum, el gen nodD1 activo, controlado por un tnico médulo de la caja
nod, es expresado débilmente, pero es inducible por NodD1 en presencia de ciertos
flavonoides (Smit et al., 1992; Freiberg et al., 1997).

En S. meliloti, cada una de las 3 copias de nodD es regulada de forma diferente. Las
tres copias de nodD, junto a syrM, forman una compleja red autorreguladora (Fig. 1.2.B).
La expresion de nodD3 parece estar regulada positivamente por su propio producto, por
SyrM y por NodD1 (Kondorosi et al., 1991; Maillet et al.,1990; Mulligan y Long, 1989;
Rushing et al., 1991). Pero hay datos que muestran que la expresion de nodD3 es
estimulada por luteolina (Dusha et al., 1989), por NodD1 y NodD3 (Maillet et al.,1990).
En contradiccion con esto, Swanson Yy colaboradores (1993) no detectan una
autorregulacion positiva por NodD3, ni una induccion por luteolina y NodD1.

La expresion de nodD3 es reprimida por altos niveles de nitrogeno combinado
(Dusha et al., 1989; Dusha y Kondorosi, 1993). Recientemente se ha sugerido que NtrC es
capaz de reconocer secuencias adyacentes al promotor de nodD3 (Dusha et al., 1999).

La transcripcion de nodD1 y nodD2 es aparentemente constitutiva, si bien esta
regulada negativamente por nolR (Kondorosi et al., 1989). Este gen esta presente en una
sola copia en el cromosoma de todas las cepas de S. meliloti y codifica para una proteina
represora, NoIR, si bien el producto no parece ser activo en todas las cepas analizadas
(Kondorosi et al., 1991). Esta proteina reprime la expresion de nodD1 y nodD2 y de otros
genes nod (p.e. nodABC) uniéndose a una secuencia especifica situada entre la caja nod y
el sitio inicio de la transcripcion. Inductores de genes de nodulaciéon, como la luteolina,
tienen un efecto negativo en la formacion del complejo NoIR-ADN. La luteolina promueve
la formacion de complejos NodD-caja nod y de ese modo disminuye la union de NolR al
promotor, liberandose sitios de union para la RNA polimerasa (Kondorosi et al., 1989,
1991). nolR también ha sido identificado en R. leguminosarum, y su producto posee una
actividad similar a NoIR de S. meliloti (Kiss et al., 1998). Las cepas que poseen una

proteina NoIR activa presentan una mayor eficacia de nodulacion, lo que indica que un
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control fino de la expresion de los genes de nodulacién, tanto por factores positivos como
negativos, permite una 6ptima nodulacion de la planta hospedadora.

4.3. La proteina NodD

Las proteinas NodD funcionan como activadores transcripcionales de los genes de
nodulacion que estan por debajo de las cajas nod. NodD pertenece a la familia LysR de
proteinas (Schell et al., 1993), dentro de la cual se encuentran proteinas de unién a ADN,
que en muchos casos funcionan como activadores transcripcionales.

Generalmente las proteinas NodD requieren moléculas sefial excretadas por la
planta, flavonoides, que actian como coinductores en la regulacién de la transcripcién de
genes de nodulacion, excepto NodD3, que no necesita inductores y cuya actividad esta
regulada a nivel de expresion génica. Aunque no ha sido probado fisicamente, existen
evidencias indirectas de que NodD interacciona directamente con las moléculas inductoras.
Cada proteina NodD responde a un tipo caracteristico de flavonoides, respuesta que se
traduce en altos niveles de transcripcion de los genes de nodulacién inducibles (Horvath et
al., 1987, Spaink et al., 1987, Zaat et al., 1987). Por esta razon, NodD es un determinante
de la especificidad de nodulacién del hospedador. Por ejemplo, NodD1 de Rhizobium sp.
NGR234 responde a un amplio espectro de flavonoides mientras que la luteolinay la 7,4"-
dihidroxiflavona son los Unicos flavonoides capaces de inducir genes nod de R.
leguminosarum bv. trifolii (Bassam et al., 1988).

Cuando la proteina NodD es activada por flavonoides, sufre un cambio
conformacional que conlleva la activacion del promotor y el inicio de la transcripcion por
la ARN polimerasa. Esto viene apoyado por el hecho de que ciertos mutantes e hibridos de
proteinas NodD (proteinas NodD-FITA, Flavonoid-Independent-Transcription-Activation)
no necesitan de la presencia de flavonoides para la activacion de genes de nodulacion
(Burn et al., 1987; Spaink et al., 1989). Las proteinas NodD se dividen en dos dominios
funcionales, uno para la percepcion de los flavonoides, y otro para la union al ADN. Las
moléculas inductoras parecen ser percibidas por la parte carboxilo terminal (C-terminal) de
la proteina (Spaink et al., 1989), la cual diferencia a unas proteinas NodD de otras, ya que
la homologia de la parte amino terminal (N-terminal) de las proteinas NodD es muy alta.

Los resultados con dobles mutantes de NodD (Burn et al., 1989) y con proteinas NodD
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hibridas sugieren ademas que ciertos aminoacidos localizados en distintos sitios de la
proteina son necesarios para la interaccion con los flavonoides.

La proteina NodD, ademéas de funcionar como activador transcripcional, puede
actuar como represor de la expresion génica. Esto ocurre en la autorregulacion negativa de
nodD en R. leguminosarum bv. viciae y bv. trifolii, y en la expresion de rhiA, la cual es
reprimida por NodD. Hu et al., (2000) han sugerido que la autorregulacion de nodD se
debe a la competencia entre NodD y la propia ARN polimerasa por sus respectivos sitios
de unién al ADN, que solapan parcialmente. En otros casos, NodD puede actuar, directa o
indirectamente, reprimiendo la expresion de genes de la nodulacién. Es el caso de NodD2
de Rhizobium sp. NGR234, que interacciona con el promotor de nodABC reprimiendo su
expresion (Fellay et al., 1998), o de NodD2 de B. japonicum, que parece reprimir la
expresion de genes nod a través del control de la expresion de otro regulador, nolA (Garcia
et al. 1996).

4.4. Otros elementos reguladores de la expresion de genes de la nodulacion

En B. japonicum la transcripcion de los genes de nodulacion también puede ser
inducida por isoflavonas mediante un sistema alternativo compuesto por los genes nodvVW
(Sanjuan et al., 1994). NodV y NodW muestran homologia con proteinas pertenecientes a
la familia de sistemas reguladores de dos componentes (Gottfert et al., 1990). NodV es una
proteina de membrana que actia como sensor de isoflavonas distintas de los que
interactian con NodD1. En repuesta a la presencia de las moléculas inductoras, NodV se
fosforila, y activa a NodW mediante la transferencia del grupo fosfato. La fosforilacion de
NodW es esencial para la activacion de la transcripcion de los genes nod. En ausencia de
un represor, NodW en su forma activa es capaz por si sola de llevar a cabo la activacion de
la transcripcion, mientras que cuando dicho represor esta presente, la misma accion
requiere simultdneamente NodW y NodD1. Este sistema permite la ampliacion del rango
de hospedador de B. japonicum a plantas como Vigna y Macroptilium (Stacey, 1995).

En ciertos rhizobios, como S. meliloti 0 Rhizobium sp. NGR234, existen una 0 mas
copias de syrM, gen que codifica para una proteina perteneciente a la familia LysR de
reguladores transcripcionales, cuya actividad afecta directa o indirectamente a la expresion

de genes de nodulacion. En S. meliloti, SyrM es una proteina reguladora que ademas de
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estar implicada en la produccién de polisacéridos extracelulares (Mulligan y Long, 1989;
Dusha et al., 1999), en presencia de NodD3 permite la expresion de los genes nod de
forma independiente a flavonoides. Parece que nodD3 y syrM representan un circuito
autoamplificable por el que regulan su propia expresion y con ello la expresion de otros
genes nod (Fig. 1.2). Ademas, cuando se sobreexpresa SyrM se extiende el rango de
hospedador (Kondorosi et al., 1991a) y se sintetizan factores Nod con un acido graso
distinto (Demont et al., 1994). Existen datos que sugieren funciones adicionales para esta
proteina. A diferencia de los genes nodD, que apenas se expresan en células que estan
llevando a cabo la fijacion de N, syrM se expresa en bacteroides, incluso a niveles
superiores a los que se detectan en vida libre. Se ha identificado un gen, syrB, que podria
estar implicado en la represion de syrM en condiciones aerdbicas (Barnett y Long, 1997).

4.5. Factores adicionales que modulan la expresion de genes de la nodulacion

La formacion del nodulo estd influenciado por numerosos factores ambientales.
Entre los mas importantes estan el pH y factores asociados con la acidez del suelo. La
sensibilidad a la acidez es muy pronunciada durante los primeros estadios de la simbiosis,
especialmente antes y durante la formacion de la curvatura de pelos radicales. La
influencia del pH sobre la induccidén de genes de nodulacion se manifiesta de distintas
maneras: (i) Pobre crecimiento de Rhizobium a bajo pH; (ii) Baja produccién de
flavonoides inductores por parte de la planta en suelos de bajo pH; (iii) La acumulacion de
flavonoides inductores en la bacteria esta influenciada por el pH.

También los altos niveles de nitrdgeno combinado tienen efectos negativos en la
produccién y excrecion de compuestos fendlicos por la raiz, lo cual puede ser un factor
limitante para la induccién de genes de la nodulacion y para el establecimiento de la
simbiosis (Kapulnik et al., 1987). En S. meliloti y B. japonicum la expresion de muchos
genes nod esta controlada por los niveles de nitroégeno combinado. En S. meliloti la
regulacion por amonio de los genes nodABCIJ y nodD3, pero no de nodD1, es llevada a
cabo por el sistema regulador general del nitrdgeno (ntr), ademéas del gen cromosémico
ntrR (Dusha et al., 1989, 1999). El nivel de nitr6geno es percibido por el sistema Ntr, el
cual transmite una sefial a syrM y nodD3 a través de las proteinas reguladoras NtrA vy

NtrC. La represién de los genes de nodulacién a altas concentraciones de amonio es
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llevada a cabo por NtrR (Dusha y Kondorosi, 1993). Por el contrario, en B. japonicum la
represion por amonio de los genes nodD1 y nodYABC parece independiente de NtrC
(Wang y Stacey, 1990).

4.6. Expresion de los genes de la nodulacion durante las etapas tardias de la simbiosis

La expresion de genes de nodulacion inducibles ha sido detectada durante el
proceso de invasién, en los cordones de infeccion y en la zona de infeccion de los pelos
radicales, pero esta expresion decae rapidamente durante el proceso de diferenciacion en
bacteroides en la zona central del nédulo, desapareciendo totalmente en la zona de
senescencia (Cren et al., 1995; Freiberg et al., 1997; Schlaman et al., 1991). En el caso de
Rhizobium sp. NGR234, NodD2 podria estar implicado en la represion de genes de la
nodulacion en los bacteroides (Fellay et al., 1998).

5. FUNCIONES DE LOS GENES DE LA NODULACION

La activacion de los genes nod por el complejo flavonoides-NodD-caja nod tiene
como resultado la biosintesis de proteinas implicadas en la produccion y excrecion de
moléculas sefial que desemperian un papel crucial en las primeras etapas de la nodulacion.
Estas moléculas sefial son lipo-quito-oligosacaridos (LCOs), también denominados
Factores Nod, los cuales inducen diversas respuestas en la raiz: deformacién de pelos
radicales, induccion de la expresion de genes de nodulinas, iniciacion del cordon de
infeccién y formacion del primordio nodular.

La estructura béasica de los factores Nod es la misma en todos los rizobios y
consiste de un esqueleto oligosacaridico formado por moléculas de N-acetilglucosamina,
unidas por enlaces B-1,4. (Fig. 1.3). La longitud del esqueleto oligosacaridico varia,
dependiendo de la especie de Rhizobium, entre 2 y 5 residuos de N-acetilglucosamina. A
diferencia de los oligobmeros de quitina, los factores Nod presentan en su extremo no
reductor un &cido graso de longitud y saturacion variable. Ademas, puede llevar distintos
sustituyentes (grupos sulfato, metilo, acetilo, carbamilo, e incluso unidades de fucosa,

arabinosa), tanto en el extremo reductor como en el no reductor, que varian dependiendo
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de la especie de Rhizobium (Fig. 1.4). Esta distinta "decoracion™ es el principal

determinante en la especificidad de Rhizobium por su hospedador (Denarié et al., 1996).

5.1. Biosintesis de la estructura basica del factor Nod

Para la biosintesis de la estructura basica de los factores Nod se requiere NodA,
NodB y NodC (Fig. 1.3). Esta biosintesis es comin para todos los Rhizobium,
produciéndose una estructura minima que tiene actividad biolégica y que puede inducir la
deformacion de pelos radicales (Spaink et al., 1991b). NodC es una N-acetilglucosamina
transferasa que cataliza la formacién del esqueleto del quito-oligosacéarido por la
incorporacion de UDP-N-acetilglucosamina a quito-oligosacaridos (Geremia et al., 1994;
Kamst et al., 1995; Spaink et al., 1994; Roche et al., 1996). La proteina NodC determina
ademas la longitud del esqueleto, de la que depende, en parte, el rango de hospedador de la
bacteria. La siguiente etapa es la union de un acido graso al residuo de glucosamina no
reductor. Para esto se requiere de la accion de NodB y NodA (Figura 1.3). NodB, una
desacetilasa, elimina el grupo acetilo del extremo no reductor (John et al., 1993), mientras
que NodA, una aciltransferasa, lo reemplaza por un acido graso (Réhrig et al., 1994;
Atkinson et al., 1994; Mergaert et al., 1995). La proteina NodA de cada rizobio puede
afiadir un acido graso diferente, por lo que esto también supone un factor en la
especificidad de hospedador (Ritsema et al., 1996; Debellé et al., 1996; Peters, 1997).

5.2. Modificaciones de los factores Nod

Como se muestra en la figura 1.4, diversos sitios en el esqueleto quito-
oligosacaridico son susceptibles de llevar distintos sustituyentes, siendo estas
“decoraciones” los mayores determinantes de especificidad de hospedador en la
interaccion Rhizobium-leguminosa. De esta forma, los residuos glucosidicos y la cadena de
acidos grasos pueden ser modificados 0 sustituidos por la accién de otras proteinas
implicadas en la produccion de factores Nod, las cuales pueden ser especificas de algunas
especies.

Existe una correlacion entre el tipo de leguminosa nodulada y la presencia 0

ausencia de acidos grasos poli-insaturados en la estructura del factor Nod. Asi, los rizobios
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FIGURA 1.3. Biosintesis de la estructura “minima” del factor Nod. Tomado de
Downie (1998).
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que nodulan leguminosas que forman nédulos de tipo determinado producen generalmente
factores Nod con acidos grasos saturados o mono-insaturados, mientras que la formacion
de nodulos indeterminados requiere factores Nod con &cidos grasos con mayor grado de
insaturacion. Estos acidos grasos pueden proceder de la ruta general de sintesis de acidos
grasos (Geiger et al.,1994), 6 pueden ser sintetizados por enzimas especificas, como el
caso de NodFE (Spaink et al., 1991b, 1995b; Demont et al., 1993; Bloemberg et al., 1995;
Van der Drift et al., 1996).

Una modificacion frecuente en la posicion amino (-N) del extremo no reductor es la
introduccién de un grupo metilo, llevado a cabo por NodS (Geelen et al., 1993; Jabbouri et
al., 1995), el cual se ha visto que esta ausente en aquellas cepas que tienen nodF y nodE,
por lo que nodS también juega un papel en la especificidad de hospedador. Otras
modificaciones en el extremo no reductor de la molécula son producidas por NodL en S.
meliloti, R. leguminosarum bv. viciae, B. japonicum y B. elkani, que incorpora un grupo O-
acetilo al C6 (Downie et al., 1989; Bloemberg et al., 1994, 1995), o por NodU, que esta
involucrada en la incorporacion de un grupo carbamilo en la posicion C6 en algunas
especies de Rhizobium (Jabbouri et al., 1995; Geelen et al., 1993; D’Haeze et al., 1999).

La posicion mas frecuentemente sustituida es la posicion C6 del extremo reductor
del esqueleto de quitina. Estas sustituciones son muy importantes en la especificidad de
hospedador, pudiendo ser de tres tipos:

e Sulfatacién: los productos de los genes nodH, nodP y nodQ son los encargados
de llevar a cabo de forma coordinada esta sulfatacion, la cual es fundamental en
la especifidad de hospedador, ya que la presencia de un grupo sulfato juega un
papel clave en el reconocimiento de factores Nod por algunas leguminosas,
como Medicago spp. (Roché et al.,1991; Journet et al., 1994). NodP y NodQ
producen formas activas de sulfato, y la sulfotransferasa NodH transfiere estos
grupos sulfato a los factores Nod.

e Acetilacion: NodX, presente en algunas cepas de R. leguminosarum bv. viciae,
es una O-acetiltransferasa que coloca un grupo O-acetilo en esta posicion del
factor Nod (Firmin et al., 1993). Esta modificacion es la responsable de que
ciertas cepas de R. leguminosarum bv. viciae puedan nodular el cultivar
Afganistan de guisante.

Glicosilacién: diferentes grupos fucosilo (metilfucosa, acetilfucosa,
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acetilmetilfucosa y sulfatometilfucosa) pueden ser sustituyentes en la posicion
C6 en distintas cepas de Rhizobium gracias a NodZ, una fucosiltransferasa
(Stacey et al., 1994; Fellay et al., 1995; Lopez-Lara et al., 1996; Mergaert et al.,
1996; Quinto et al., 1997). En el caso de R. etli y M. loti, la acetilacion de la
fucosa es llevada a acabo por NodL después de la incorporacion del azucar al
factor Nod (Corvera et al., 1999; Scott et al.,, 1996). También se han
caracterizado residuos de arabinosa en la posicién C3 del extremo reductor de
factores Nod producidos por A. Caulinodans ORS571, e incluso la presencia
simultanea de arabinosa y fucosa como sustituyentes en la acetilglucosamina
reductora (Mergaert et al., 1997). También se han detectado grupos glicerol
unidos al C1 del extremo reductor de factores Nod de Bradyrhizobium (Carlson
et al., 1993; Luka et al., 1993)

5.3. Transporte y secrecion de factores Nod

Los factores Nod sintetizados en el interior de la bacteria son transportados al
exterior gracias a los productos de los genes nodlJ (Mckay y Djordjevic, 1993; Spaink et
al., 1995b; Cardenas et al., 1996). Las proteinas Nodl y NodJ son similares a proteinas de
secrecion dependientes de ATP. No obstante, mutantes nodlJ tienen pocos efectos en la
secrecion de factores Nod y en el fenotipo simbidtico, lo cual sugiere la existencia de
sistemas de transporte alternativos (Spaink et al., 1995b)

La proteina NodT esta relacionada con la familia de proteinas de membrana externa
que se encargan de la secrecidn de sustratos a través de las membranas externa e interna.
Por analogia con estos sistemas de secrecion, se ha sugerido que NodT puede formar parte
del sistema de secrecion de factores Nod, junto con Nodl y NodJ. Ademés, NodT permite a
cepas de R. leguminosarum bv. trifolii nodular el cultivar Woolgenellup (Lewis-Henderson
y Djordjevic, 1991), lo que sugiere que el transporte de los factores Nod también pueda

tener un efecto en la especificidad de hospedador.
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Especie Rizobiana DECORACIONES DEL FACTOR NOD
R1 R2 R3 R4 R5 R6 n*
S. meliloti H C16:2,C16:3 Ac(C-6),H S H 1,2,3
C18:C26(w-1)OH
R. I. bv. viceae H C18:1,C18:4 Ac(C-6) H H 2,3
R. 1. bv. trifolii H C18:1, C18: Ac(C-6 H H 1,2,3
C20:3, C20:4
M. loti Me C18:1 Ch(C-4) AcFuc H 3
H (C18:1,C18 Ch(C-3) Fuc H Fuc 3
R. etli Me C18:1 Cb(C-4)H AcFuc H 3
S. fredii H Ci18:1 H MeFuc, Fuc H Glc 1,23
B. japonicum H Ci8:1 H MeFuc H 3
A. caulinodans H Ci18:1 Ch(C-6) Fuc, H D-Ara,H 2,3

FIGURA 1.4. Ejemplos de la estructura basica y de las diferentes decoraciones de los
factores Nod. Adaptado de Downie (1998)
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Tabla 1.3. Principales genes de nodulacion y sus funciones. Ac, Azorhizobium

caulinodans; Bj, Bradyrhizobium japonicum; Re, Rhizobium etli; Sf, Sinorhizobium fredii;

RIt, R. leguminosarum bv. trifolii; RIv, R. leguminosarum bv. viciae; Rn, Rhizobium sp.;

Sm, Sinorhizobium meliloti; Rt, Rhizobium tropici.

Gen Funcion del producto génico Especies
nodA Aciltransferasa Todas

nodB N-desacetilasa Todas

nodC quitin sintasa Todas

nodD Regulador Todas

nodE B-cetoacil sintasa Sm, Rlv, RIt
nodF Transportador de grupos acilo Sm, Rlv, RIt
nodG Deshidrogenasa ? Sm

nodH Sulfotransferasa Sm, Rt, Rn
nodl Transportador de factores Nod Todas

nodJ Transportador de factores Nod Todas

nodL O-acetil transferasa Rlv, RIt, Sm
nodM Glucosamina sintetasa Sm, RIt, Rlv
nodN Sintesis del factorNod ? Sm, Rlv
nodO Proteina secretada Rlv

nodP ATP- sulfurilasa, APS- Kinasa Sm, Rt
nodQ ATP -sulfurilasa, APS- kinasa Sm, Rt
nodsS N-metil transferasa Rn, Rt,Ac,Bj,Sf
nodT Proteina de membrana externa Rlv, RIt
nodU Carbamilacion Bj

nodV Componente regulador Bj

nodw Componente regulador Bj

nodX O-acetil transferasa Rlv

nodZ Fucosil transferasa Ac, Rn, Re
nolA Regulador Bj

nolB Sistema de secrecion Rn, Sf

nolR Represor de genes nod Sm, Rlv
nolT Sistema de secrecion? Sf, Rn

nolU Sistema de secrecion? Sf, Rn

nolV Sistema de secrecion? Sf, Rn

nolW Sistema de secrecion? Sf, Rn

nolX Sistema de secrecion? Sf, Rn

noeA Metiltransferasa? Sm

noekE Sulfatacion de fucosa Rn

noel Metil transferasa Rn
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5.4. Genes de nodulacién no implicados en la biosintesis de factores Nod

Existen ejemplos de genes de nodulacion que no parecen intervenir en la biosintesis
de factores de nodulacion (Tabla 1.3). Tal es el caso de los genes nolXWBTUV de S. fredii.
Mutaciones en estos genes permiten la nodulacion de ciertos cultivares de soja que no
pueden ser nodulados por la cepa silvestre (Meinhardt et al., 1993). La hipdtesis propuesta
es que estos genes estarian implicados en la secrecién de proteinas que bloguean la
nodulacion, de ahi el fenotipo simbidtico que presentan estos mutantes. Otro ejemplo
notable es el de nodO de R. leguminosarum bv. viciae. NodO es una proteina de unién a
calcio (De Maagd et al., 1989; Economou et al., 1994) no implicada en la biosintesis,
transporte 0 union a factores Nod (Spaink et al., 1991a; Suttom et al., 1994), pero que
estimula la nodulacion en mutantes nodE, por lo que se ha sugerido que esta proteina
podria modificar el flujo de iones en la membrana de la célula vegetal, aumentando los
efectos de los factores Nod (Sutton et al., 1994).

5.5. Respuestas de la planta inducidas por los Factores Nod

El resultado de la deteccion de los factores de nodulacion bacterianos por su planta
hospedadora especifica y los consiguientes cambios en la expresidn génica, es la induccién
de una serie de cambios morfologicos que preparan y facilitan la entrada de la bacteria en
la planta. La accion de los factores Nod puede ser detectada poco después de la incubacion
de las raices vegetales con concentraciones de factores Nod del orden de 10™2M.

Las primeras respuestas observadas después de la aplicacion de los factores Nod a
raices de plantas leguminosas son la despolarizacién de la membrana plasmatica de células
epidérmicas (Ehrhardt et al, 1992; Felle et al., 1995; Kurkdjian, 1995), alcalinizacion de
los pelos radicales, cambios en la concentracion de calcio intracelular y en el flujo de
protones (Ehrhardt et al, 1996), reordenaciones de los filamentos de actina (Allen et al.,
1994) y un incremento de la corriente citoplasmatica del pelo radical (Heidstra et al, 1994).

Existe una correlacién entre la respuesta temprana del pelo radical a los factores
Nod y alteraciones en la concentracion de calcio. Esto esta asociado a la recuperacién de la
polaridad citoplasmatica celular y a la reorganizacién del citoesqueleto, propia de procesos
de exocitosis y crecimiento polar como los descritos durante el desarrollo de los pelos
radicales y del tubo polinico (Miller et al., 1997; Trewavas y Malho, 1998; Yang, 1998).
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Se ha sugerido la implicacion del calcio como segundo mensajero en la cadena de
sefializacion del factor de nodulacion (Ehrhardt et al, 1996).

La susceptibilidad de los pelos radicales a los factores Nod depende de su estadio
de desarrollo (Hadri y Bisseling, 1998), produciéndose la deformacion fundamentalmente
en aquellos pelos jovenes que se encuentran en estado activo de crecimiento. Factores Nod
en concentraciones del rango de nanomolar son suficientes para inducir la deformacion del
pelo radical (Lerouge et al.,1990; Spaink et al., 1991b; Price et al., 1992; Sanjuan et al.,
1992; Schultze et al., 1992; Mergaert et al.,1993; Heidstra et al., 1994), aunque en general
se necesita la presencia del rizobio para producir su curvatura (Relic et al., 1993). La
deformacién comienza con un engrosamiento de la punta del pelo radical, lo cual ocurre
dentro de la primera hora después de la aplicacion de los factores Nod, seguido de la
formacion de una nueva zona de crecimiento sobre la zona apical engrosada.

En respuesta a la induccion por factores Nod, las plantas leguminosas expresan
genes denominados genes tempranos de nodulacion (genes ENOD), los cuales estan
implicados en las etapas iniciales de la nodulacién, si bien algunos pueden expresarse
también durante el proceso de infeccion.

Los factores Nod inducen la expresion de diversos genes en la epidermis radical.
Por ejemplo, ENOD5, ENOD12, Mtripl y VsLbl aparecen poco tiempo después de la
aplicacion de los factores Nod. Estas nodulinas tempranas parece que juegan un papel muy
importante en el desarrollo del nddulo (Denarié et al., 1996; Long, 1996). Asi, ENOD5 y
ENOD12, que codifican para proteinas ricas en prolina, podrian ser componentes de la
pared del cordon de infeccion (Scheres et al., 1990), mientras que Mtripl, que codifica
para una peroxidasa, se cree que puede facilitar la infeccion al contribuir a la reparacion de
la pared celular en el sitio de infeccidon (Cook et al., 1995).

Ademas de las respuestas inducidas en la epidermis radical, los factores Nod
inducen otra serie de respuestas a nivel del cortex y del periciclo. Paralelamente con la
formacion del corddon de infeccion, las células corticales son mitdticamente reactivadas,
formando el primordio nodular. Los cordones de infeccion crecen hacia estos primordios, y
una vez alli la bacteria es liberada en el citoplasma de la célula hospedadora. El tipo de
células del cértex que se dividen viene determinado por el tipo de leguminosa y por la capa
del cortex de la que se trate. En leguminosas de tipo tropical, que forman nddulos de tipo

determinado, se dividen las células del cortex externo, mientras que en leguminosas con
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nédulos de tipo indeterminado, son las células del cortex interno las que se dividen.
Durante esta reactivacion de las células corticales por los factores Nod, se induce la
expresion de genes que controlan el ciclo celular, como cdc2 y ciclinas mit6ticas (Yang et
al., 1994). Genes de nodulinas, como ENOD12, Gm93, ENOD40 y MtPRP4 son
expresados en todas las células del primordio (Scheres et al., 1990 , Kouchi et al., 1993,
Yang et al., 1993, Asad et al., 1994, Matvienko et al., 1994, Wilson et al., 1994), mientras
que ENOD?S solo se expresa en células que contengan rizobios.

Al mismo tiempo los factores Nod inducen también otra serie de respuestas en el
cortex radical como la formacion del corddn de pre-infeccion. El cordon de pre-infeccion
esta constituido por células del cdrtex externo que han sufrido una serie de cambios: el
nlcleo migra hacia el centro de las células, el citoplasma y los microtibulos se reordenan
para formar puentes citoplasmaticos que se orientan de forma radial (van Brussel et al.,
1992). El canal de infeccion atravesara estas células corticales a través de dichos puentes
citoplasmaticos. La presencia cercana de un cordon de infeccion determina la modificacion
local de la pared celular en los extremos del puente citoplasmatico, y finalmente, la
degradacion de la misma, permitiendo al cordédn de infeccidn pasar de una célula a otra en
direccion a las células del cortex interno.

Por otra parte, se hipotetiza que la divisidn de células corticales puede estar
negativamente regulada por un gradiente de etileno dirigido por la ACC oxidasa (actividad
que permite la formacion de etileno) (Heidstra et al., 1997). Esto coincide con el hecho de
que cuando se inhibe la sintesis de etileno, se produce un incremento del nimero de
primordios nodulares localizados en los polos del floema, que es donde se localiza la ACC
oxidasa (Heidstra et al., 1997). Ademas, mutantes de M. truncatula insensibles a etileno se
caracterizan por presentar un mayor porcentaje de cordones de infeccion que son capaces
de penetrar dentro de células corticales. Este alto namero de infecciones parece estar
correlacionado con el mayor niumero de primordios nodulares formados en el cértex
interno. Este fenotipo se reproduce en plantas silvestres de M. truncatula tratadas con
inhibidores de la sintesis de etileno (Penmetsa et al., 1997). Este mecanismo de regulacion
negativa via etileno pudiera estar controlado por los factores Nod, ya que éstos son capaces
de inducir una serie de respuestas relacionadas con etileno en las raices de Vicia sativa
(\Van Spronsen et al., 1995). Por ejemplo, los factores Nod pueden inducir la formacion de

raices cortas y engrosadas (fenotipo Tsr), efecto causado por una excesiva produccion de
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etileno en respuesta a factores Nod cuando las raices son expuestas a la luz, y que puede
ser reprimido por inhibidores de la sintesis de etileno.

La aplicacion de auxinas y citoquininas en raices de guisante favorece la division
de células corticales, aunque es necesaria también la presencia de un factor presente en los
haces vasculares, la uridina (Smit et al., 1995). Se postula que un gradiente opuesto de
auxinas y citoquininas, asi como un descenso del gradiente de uridina desde los haces
vasculares hasta el cortex externo determina qué células del cortex son reactivdas
mitéticamente. En M. sativa, la adicién exdgena de citoquininas induce la expresion de
muchos genes de nodulinas tempranas (Mufioz et al., 1996), incluida ENODA40, y la
activacion de la division de células del cortex interno bajo condiciones de limitacion de
nitrogeno (Bauer et al., 1996). La capacidad de nodulacién de mutantes de S. meliloti
defectivos en la sintesis de factores Nod es parcialmente recuperada por la produccion de
citoquininas por la bacteria (Cooper et al., 1994). En plantas transgénicas de trébol se ha
demostrado que los factores Nod y quitin-oligosacaridos actian durante las etapas mas
tempranas de la formacion del nédulo gracias a la perturbacion del flujo de auxina en las
raices, pudiendo los flavonoides mediar en esta respuesta (Mathesius et al., 1998). Estos
resultados indican que los factores Nod y las rutas de sefializacion de las citoquininas
pueden usar elementos comunes, y que los factores Nod pueden inducir la division celular
gracias a cambios en el flujo hormonal.

Durante las primeras etapas de la simbiosis no tienen lugar cambios citologicos en
el periciclo, pero si se produce la expresion de la nodulina temprana ENOD40, que se
expresa en la region del periciclo opuesta a donde las células corticales se van a dividir
(Kouchi et al., 1993, Yang et al., 1993, Asad et al., 1994).

Ademas de su papel directo en el proceso de infeccion y nodulacion, los factores
Nod parecen estar involucrados en la evitacion de los mecanismos de defensa de la planta.
Martinez-Abarca y col. (1998) sugieren que factores Nod compatibles, es decir aquéllos
sintetizados por rizobios que especificamente son capaces de nodular las raices de una
leguminosa, podrian inhibir la sintesis de acido salicilico (SA), importante molécula
implicada en mecanismos de defensa de la planta, o evitar el reconocimiento de éste por la
planta, ya que la produccién de factores Nod especificos suprime la acumulacion de SA

inducido por la bacteria, lo cual es importante para la formacion del primordio nodular.
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5.6. Relacion estructura-funcion de los Factores Nod. Mecanismos de percepcion

La longitud de la cadena oligosacaridica y las decoraciones presentes en el factor
Nod determinan el tipo de respuesta que induce en plantas leguminosas. Por ejemplo, para
la alcalinizacion del citoplasma de pelos radicales, s6lo se requiere su estructura basica: un
esqueleto de quitina con una cadena de &cido graso, pero ni la estructura del &cido graso ni
la longitud de la quitina son importantes. Para la deformacién del pelo radical y la
activacion de la expresion de ENOD12, la longitud y nivel de insaturacion del acido graso
no es muy importante, aunque es necesaria la presencia de un &cido graso y del grupo
sulfato. Para la despolarizacion de la membrana plasmatica y la formacion del canal de
pre-infeccion, la estructura del &cido graso y la presencia del grupo O-acetilo en el extremo
no reductor son muy importantes. Asi, la induccion de la despolarizacion por parte de
NodRm-1V (C18:1,S) es mucho menor que la producida por NodRm-1V (C16:2,S) (Felle et
al., 1995 ). También cepas nodL, que secretan factores Nod que carecen de grupo O-
acetilo, pierden la capacidad para inducir la formacion de cordones de infeccion (Ardourel
etal., 1994 ).

Las sustituciones sobre el extremo reductor de la molécula pueden tener también
efectos dréasticos sobre la capacidad de inducir respuestas en la epidermis. Por ejemplo, la
desulfatacion del factor NodRm reduce 1000 veces su actividad para inducir deformacion
en el pelo radical, la expresion de ENOD12 y la despolarizacion de la membrana de células
radicales de alfalfa (Journet et al., 1994; Felle et al., 1995). Asi, mutantes NodH" de S.
meliloti, que producen factores Nod no sulfatados, son incapaces de inducir la formacion
del cordon de infeccion en alfalfa (Roche et al., 1991).

La baja concentracion a la que los factores Nod inducen respuestas en la raiz de la
planta (10™2 M), apunta a que estas moléculas deben de ser percibidas por un receptor, que
reconoceria tanto la longitud del lipo-quito-oligosacarido (LCO) como los sustituyentes en
el extremo reductor. El hecho de que las diferentes respuestas inducidas por los factores
Nod tengan diferentes requerimientos estructurales, condujo a Ardourel et al. (1994) a
postular sobre la existencia de al menos dos receptores en la epidermis:

e Receptor de sefial, poco selectivo en el reconocimiento de los factores Nod, que

estaria implicado en la deformacidn de los pelos radicales y expresion génica.
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e Receptor de entrada, que reconoce solo factores Nod con una estructura muy

especifica e involucrado en la formacién del canal de infeccion.

Esta hipotesis viene apoyada por casos como el de mutantes sym2 de guisante Afghanistan.
sym2 es el alelo responsable de que cepas europeas de R. leguminosarum bv. viciae sean
incapaces de nodular la variedad Afghanistan de guisante. Esta variedad de guisante sélo
puede ser nodulada por cepas que contengan el gen nodX (Davis et al., 1988), gen que
codifica para una acetiltransferasa, la cual produce una acetilacion en el factor Nod (Firmin
et al., 1993). Aquellas cepas que carecen de nodX inducen deformacién de pelos radicales,
pero estan limitadas en su capacidad para formar canales de infeccidn. Esto sugiere que
sym2 esta involucrado en el reconocimiento de factores Nod modificados por NodX
(Heidstra et al., 1993).

Los estudios bioquimicos y genéticos sugieren la existencia de multiples receptores
de LCOs en las leguminosas. Por ejemplo, en Medicago spp. se han identificado dos sitios
de union de LCOs, NFBS1 y NFBS2, con diferentes afinidades y especificidad. También
un grupo de lectinas con actividad apirasa, localizados en la membrana plasmatica, parece

tener capacidad de union de LCOs (Cullimore et al. 2001).

6. OTROS COMPONENTES BACTERIANOS NECESARIOS PARA EL
PROCESO DE NODULACION E INFECCION

Los LCOs 6 factores Nod no son los unicos compuestos azucarados involucrados
en el proceso de nodulacion. Al igual que otras bacterias Gram-negativas, Rhizobium posee
una estructura superficial formada por 2 membranas: la membrana citoplasmatica,
compuesta de fosfolipidos y proteinas de membrana, y la membrana externa, constituida
por lipoproteinas y fosfolipidos en su zona interior, y por porinas y lipopolisacaridos (LPS)
en su parte exterior. Entre ambas se localiza el espacio periplasmico, en el que aparecen
proteinas con funciones estructurales y enzimaticas diversas, junto a unos oligosacaridos
caracteristicos, los B-glucanos ciclicos. A continuacion, en la zona externa del espacio
periplasmico, se localiza una capa de peptidoglucano (PG), a la que se unen lipoproteinas
de la membrana externa. Sobre la membrana externa se encuentra la capsula, formada por
adhesinas, lectinas, exopolisacaridos acidos (EPS), y en el caso de R. leguminosarum, un

polisacarido neutro capsular (CPS). En S. meliloti, se ha aislado una superficie
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polisacaridica adicional, denominada KPS, similar al antigeno K de E. coli (Coronado et
al., 1996). El estudio de mutantes defectivos en la produccion de polisacéaridos
superficiales, que ademas presentan alterada su capacidad simbidtica, evidencia que estos
componentes superficiales son especialmente importantes en el proceso de infeccidn,
donde una vez reconocidos por la planta, podrian actuar conjuntamente suprimiendo las

respuestas de defensa de la planta (Reuhs et al., 1995; Niehaus et al., 1998).

6.1. Exopolisacaridos (EPS)

La sintesis de EPS bacterianos esta codificada por numerosos genes, los genes exo
y exp. En S. meliloti, la principal forma de EPS es un succinoglucano de caracter &cido,
denominado EPS-I. La falta de EPS-I se traduce en la formacion de nodulos no fijadores,
carentes de bacterias en su interior (pseudonodulos). Yang et al., (1992) han visto que la
inoculacion de Medicago sativa con mutantes EPS resulta en un retraso de la curvatura del
pelo radical, y que los cordones de infeccion abortan en las células periféricas del noédulo
en desarrollo. La formacion de estos pseudonddulos va acompafiada de la induccién en la
planta de una respuesta defensiva (Niehaus et al., 1993). Bajo determinadas circunstancias,
algunas cepas pueden producir un EPS alternativo, un galactoglucano denominado EPS-II,
el cual puede compensar la ausencia de EPS-1 (Glazebrook y Walker, 1989).

Dependiendo de las condiciones de crecimiento, la bacteria puede sintetizar y
excretar EPS de bajo o de alto peso molecular (LMW o HMW, del inglés “High” o “Low
Molecular Weight”). La adiciéon exogena de fragmentos purificados de EPS permite la
correcta infeccién del nddulo por mutantes exo de S. meliloti. Asi, algunos mutantes
defectuosos en la produccion de EPS-1 pueden ser complementados mediante la aplicacion
exogena de LMW EPS-I. En el caso de EPS-II, s6lo se observa una recuperacién cuando se
afiade LMW EPS-II, pero no con HMW EPS-II, lo que significa que la forma
simbidticamente activa de los polisacaridos EPS-1 y EPS-II es la forma LMW (Battisti et
al.,1992).

Las deficiencias de los mutantes EPS’ para establecer simbiosis con plantas que
forman nodulos indeterminados parecen mas severas que con hospedadores que forman
nodulos de tipo determinado, por lo que se ha propuesto que los EPS podrian no ser

esenciales para la nodulacion en este ultimo caso. Se ha sugerido también una posible
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correlacion entre los distintos fenotipos simbidticos y las diferencias en la formacién de

cordones de infeccién en ambos tipos de nédulos (Kijne et al., 1992)

6.2. Glucanos ciclicos

En Rhizobium, las proteinas necesarias para la sintesis de B-glucanos estan
codificadas por los genes ndv. La caracterizacién de los loci ndvA y ndvB, requeridos para
la nodulacion, demostrd que eran estructural y funcionalmente homdlogos a los genes chvA
y chvB de Agrobacterium tumefaciens, necesarios para la virulencia y el anclaje de la
bacteria a las células de la planta hospedadora (Dylan et al., 1986). Mutantes ndv forman
pseudonddulos que carecen de bacteroides, no tienen cordon de infeccion y no fijan
nitrégeno (Geremia et al., 1987). Aunque estd claro que mutaciones que suprimen la
produccién de B-(1,2)-glucanos afectan a la nodulacién, no se puede asegurar que la
pérdida de este polisacarido sea la causa directa del defecto simbiotico. De hecho se han
aislado pseudorrevertientes, capaces de formar nddulos Fix*, que mantenian la incapacidad
para producir B-glucanos (Dylan et al., 1990b). Los mutantes ndv y chv estan afectados en
el crecimiento en medios hipoosmoticos, mostrando una reduccion significativa del
numero de flagelos y baja movilidad, asi como una mayor produccion de polisacaridos
extracelulares (Dylan et al.,1990b; Soto et al.,1992). Asi, la posible funcién de los B-
glucanos ciclicos durante la nodulacién esta estrechamente asociada con la capacidad de
osmoadaptacion de la bacteria, ya que revertientes que recuperan la capacidad
osmorreguladora son infectivos, lo que significa que podrian jugar un papel importante en

el mantenimiento de la integridad celular de la bacteria (Dylan et al.,1990a).

6.3. Lipopolisacaridos (LPS)

Los LPS, que constituyen el principal componente estructural de la membrana
externa de bacterias Gram-negativas, tienen también un papel muy importante en la
interaccion Rhizobium-leguminosa. Los LPS estan formados por una porcion polisacaridica
y una porcién lipidica (lipido A). La fraccién polisacaridica comprende un nicleo
oligosacaridico y una molécula de alto peso molecular y estructura variable, llamada

antigeno O, que confiere propiedades antigénicas especificas. El lipido A consiste de un
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oligosacérido al que se unen acidos grasos, y se localiza en la bicapa de la membrana
externa (Carlson et al.,1993).

La caracterizacion de mutantes afectados en genes Ips (Garcia de los Santos et al.,
1997; Stacey et al., 1991; Noel et al., 1986) ha permitido relacionar la sintesis de LPS con
mecanismos de desarrollo del nddulo. Asi, mutantes en LPS presentan deficiencias en la
iniciacion de la infeccion, la invasion de los tejidos de la raiz, la liberacion de las bacterias,
y en el desarrollo y diferenciacion de los bacteroides. En guisante, se ha descrito que
durante el proceso de infeccion por un mutante Ips, estas deficiencias se acompafan de una
respuesta local de defensa de la planta (Perotto et al., 1994). Por otra parte, la alteracién en
la distribucion de epitopos del antigeno O durante el desarrollo del nédulo, indica la
existencia de cambios en la estructura del LPS asociados a la diferenciacion del bacteroide.
Las diferencias encontradas en los LPS durante el desarrollo del bacteroide y la falta de
sincronia entre la division de la bacteria y de la membrana peribacteroidal de los mutantes
Ips (Perotto et al., 1994), sugieren un papel determinante de los LPS en la interaccion de la
bacteria con la membrana peribacteroidal. Aunque la funcidén exacta de los LPS en la
simbiosis no se conoce, se ha propuesto que estos compuestos pueden jugar un papel
fundamental en las interacciones especificas entre las superficies celulares bacteriana y
vegetal. En plantas con nodulos determinados, esta interaccion ocurriria durante la
formacion y el desarrollo del corddn de infeccion, mientras que en nddulos indeterminados
esta interaccion sucederia primero durante la liberacion de las bacterias en las células
corticales del hospedador y posteriormente durante la division sincrénica del bacteroide y
de la membrana peribacteroidal. Esto explicaria por qué los mutantes Ips de cepas que
interaccionan con leguminosas que forman nddulos determinados, estan mas afectados en
el proceso de invasién que aquéllas que forman nddulos indeterminados. Otra posible
funcion podria ser el enmascaramiento de los inductores de las respuestas de defensa del
hospedador (Perotto et al., 1994).
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6.4. Polisacarido capsular de tipo K ( KPS)

Los KPS son oligosacaridos capsulares anadlogos al antigeno K de E. coli,
compuestos por un disacérido de &cido aminohexulésico y de una variante de Kdo.

En la estirpe Rm4l de S. meliloti, la presencia de KPS puede sustituir
funcionalmente la deficiencia de esta cepa para producir EPS-1 y EPS-II, lo que le permite
formar nddulos fijadores en alfalfa. La mutacién en los genes rpk, determinantes de la
produccion de KPS, provoca el fenotipo Fix™ en el fondo genético exoB de la estirpe
AKG631 (derivada de Rm41) (Reuhs et al., 1995; Willians et al., 1990).

1. OTROS GENES BACTERIANOS NECESARIOS PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE LA SIMBIOSIS

Durante la interaccion con la planta, Rhizobium estd expuesto a tres ambientes
diferentes: primero la rizosfera, despues el cordon de infeccion, y por altimo el
compartimento peribacteroidal. Se han identificado y caracterizado diversos regulones de
genes que se expresan especificamente en cada uno de estos ambientes (Long, 1989;
Denarié et al., 1992). Como se ha expuesto en apartados anteriores, los genes de
nodulaciéon (nod, nol, noe) estan involucrados en las etapas tempranas de la interaccion
bacteria-planta, incluyendo la produccion de factores Nod. Mutaciones en estos genes
impiden 0O retrasan la infeccion de la planta por parte de la bacteria (van Rhijn y
Vanderleyden, 1995; Long, 1996). También hay genes encargados de la produccion de
EPS, LPS, y polisacaridos capsulares (exo/ exp, Ips, rpk) que son necesarios para la
invasion bacteriana. Mutaciones en estos genes provocan generalmente el aborto de los
cordones de infeccidn, provocando la formacion de pequefios ndédulos que no contienen
bacterias y que son Fix". Otros genes (nif y fix) se expresan en bacteroides de nddulos
maduros y codifican para la nitrogenasa y otras proteinas importantes para la fijacion de
nitrégeno.

En este apartado se hard una pequefia revision de “otros genes” que son necesarios
tanto en condiciones de vida libre como en el proceso de infeccion de la planta
hospedadora (Niner y Hirsch, 1998). De especial interés son las rutas de biosintesis de

aminodacidos y nucleédtidos, cuya alteracion tiene con frecuencia una influencia negativa
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sobre el proceso simbidtico. En muchos casos de auxotrofias, los genes correspondientes
no han sido caracterizados, mientras que en otros, diferentes auxotrofos para un mismo
compuesto muestran distinto fenotipo simbidtico, lo que sugiere un papel de actividades

enzimaticas particulares durante el establecimiento de la simbiosis.

7.1. Genes implicados en la biosintesis de aminoacidos

La alteracion en distintas rutas metabolicas de biosintesis de amino4cidos suele
tener un efecto negativo sobre la capacidad de Rhizobium para nodular su leguminosa
hospedadora. De esta forma se han descrito cepas de Rhizobium auxotrofas para diferentes
aminodcidos, que inducen la formacién de nddulos inefectivos o son incapaces de nodular.
En muchos casos, la adicidbn exdgena del aminoécido correspondiente permite la
recuperacion del fenotipo simbiotico silvestre (Beringer et al., 1980; Kerppola y Kahn,
1988), lo que sugiere que los defectos simbioticos observados son una consecuencia
directa del déficit nutritivo provocado por la auxotrofia. Los nodulos que forman en alfalfa
mutantes de S. meliloti auxotrofos para la leucina estan completamente vacios de bacterias
y por tanto son Fix". En estos nddulos la formacion de cordones de infeccion esta limitada
y no ocurre la liberacion de las bacteria desde el corddn de infeccidn y su endocitosis por
las células vegetales (Truchet et al., 1980). La adicion de leucina 0 alguno de sus
precursores a la solucion nutritiva de la planta provoca la recuperacion de la formacion de
nodulos fijadores, con independencia de que dicho precursor pueda o no complementar la
auxotrofia. Un fenotipo simbidtico similar se ha descrito para cepas Leu” y Phe de R.
leguminosarum bv. phaseoli (George y Robert, 1991).

Aguilar y Grasso (1991) han descrito que mutantes ilvC de S. meliloti muestran un
fenotipo Nod™ en alfalfa. ElI gen ilvC codifica para una acetohidroxiacido
isomerorreductasa, enzima que participa en la ruta biosintética de la isoleucina y la valina.
Las cepas ilvC inducen la deformacion del pelo radical y la formacién de meristemos, pero
no inducen la formacion de cordones de infeccion, lo que se traduce en el desarrollo de
nodulos (pseudonddulos) muy pequefios y no infectados, en los que no se expresan
diversas nodulinas tempranas (L6pez et al., 2000). Ni la isoleucina ni compuestos
intermediarios en su ruta biosintética pueden restaurar la nodulacién. Sin embargo, la

complementacion con el gen ilvC de E. coli permite tanto la recuperacién de la prototrofia
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como la nodulacion efectiva. Los autores sugieren que los auxotrofos IlvC™ mantienen un
intercambio andmalo de sefiales con la planta, debido a la acumulacién o ausencia de algin
compuesto en cuya metabolismo interviene la proteina IlvC (L6pez et al., 2000).

En el caso de mutantes en el metabolismo de la prolina, existen datos
contradictorios. Las cepas putA de S. meliloti, que carecen de prolina deshidrogenasa, estan
afectados en la colonizacion de las raices de alfalfa, lo que sugiere un posible papel de la
prolina excretada por las raices como nutriente clave en la rizosfera durante la nodulacion.
Este defecto en la colonizacion se refleja en una pérdida de competitividad y una
nodulacion retrasada (Jimenez-Zurdo et al., 1995). En cambio, cepas proC de B.
japonicum, que son auxotrofas para prolina, forman nddulos pequefios que contienen pocas
bacterias y no muestran actividad nitrogenasa (King et al., 2000). Estos datos sugieren que
las raices de soja no excretan suficiente prolina para compensar los requerimientos de estos
mutantes, y ponen en entredicho el papel de la prolina como un importante nutriente en la
rizosfera de plantas leguminosas.

Otras auxotrofias para aminoacidos pueden causar también graves efectos sobre el
desarrollo del bacteroide. Asi, mutantes glyA de B. japonicum, forman numerosos y
minusculos nddulos Fix™ a lo largo de toda la raiz de plantas de soja (Rossbach y
Hennecke, 1991). glyA codifica para una serina hidroximetiltransferasa, la cual es la
responsable de la biosintesis de glicina a partir de serina. Sin embargo es posible que la
bacteria tenga una ruta biosintética para glicina adicional, ya que el fenotipo observado no
es muy estable.

En S. meliloti, la pérdida del gen trpE(G) provoca también defectos en el
establecimiento de la simbiosis. Este gen trpE(G) codifica para una antranilato sintasa,
enzima que cataliza el primer paso en la ruta biosintética del triptéfano. Mutantes trpE(G)
forma nddulos de 2 tipos: nodulos de tipo A, que son Fix", y nodulos de tipo B, que son
Fix". Ambos tipos de nddulos muestran una zona Il de gran tamafio, cordones de infeccion
normales, y numerosas células que contienen almidon en la zona I1-111. Los nodulos de tipo
A tienen una zona Il normal, llena de bacteroides. En cambio, mutaciones que afectan a
enzimas posteriores en esta ruta biosintética no impiden la formacion de nodulos Fix* en
alfalfa (Barsomian et al., 1992). Mutaciones en genes de biosintesis de aminoacidos

aromaticos, genes aro, inducen la formacion de nodulos Fix™ en alfalfa (Barsomian et al.,
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1992), lo que sugiere que el antranilato, y no el triptofano, es necesario para la fijacion de
nitrégeno.

Cepas metZ de R. etli, carentes de la enzima succinil-homoserina sulfidrilasa, son
auxotrofos para metionina e incapaces de inducir la formacién de nddulos en raices de P.
vulgaris, a menos que se adicione metionina a la solucién nutritiva vegetal (Taté et al.,
1999). En presencia de metionina exdgena, las cepas metZ son capaces de formar nédulos,
si bien éstos son pobres fijadores de nitrégeno, lo que indica que la biosintesis de
metionina es importante también durante las etapas tardias de la simbiosis y que las raices
de P. vulgaris no proporcionan a la bacteria una cantidad suficiente de este aminoacido.

En el caso de auxotrofos para histidina, los defectos en la simbiosis dependen de la
actividad enzimatica afectada. Por ejemplo, cepas de R. leguminosarum bv. trifolii
auxotrofos para histidina alterados en las primeras etapas de la ruta biosintética tienen
graves problemas para nodular, mientras que aquéllos afectados en el ultimo paso de la
ruta (histidinol deshidrogenasa) forman nodulos no fijadores (Yadav et al., 1998). El hecho
de que estos ultimos sean capaces de nodular sugiere que en la rizosfera de la planta (trebol
en este caso) existe suficiente histidina para que éstos nodulen, pero no asi en el interior
del nodulo. La adicion de histidina al medio nutritivo de la planta no restaura el defecto
simbiodtico de ninguno de estos mutantes, lo que implica que ciertas actividades
enzimaticas como la histidinol-fosfato fosfatasa son necesarias durante el proceso de
nodulacién, mientras que otras como la histidinol deshidrogenasa son importantes para la
fijacion de nitrégeno por los bacteroides (Yadav et al., 1998). Por el contrario, aunque
ciertos auxotrofos His™ de B. japonicum son también Nod", este fenotipo es revertido tras

la adicion de histidina a la solucién nutritiva de la planta (Sadowsky et al., 1986).

7.2. Genes implicados en la biosintesis de bases nitrogenadas

Los mutantes de diversas especies de Rhizobium alterados en la biosintesis de bases
nitrogenadas inducen la formacién de nodulos pequefios e irregulares en sus respectivas
plantas hospedadoras (Beringer et al., 1980; VandenBosch et al., 1985; Swamynathan y
Singh., 1992; Kerppola y Kahn, 1988; Noel et al., 1988; Newman et al., 1994). Al igual

que en el caso de algunos auxotrofos para aminoacidos, el fenotipo simbidtico de
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auxotrofos para bases nitrogenadas no siempre es restaurado tras la adicion exdgena de la
base nitrogenada o0 sus precursores.

Auxotrofos para purina de S. meliloti forman nddulos Fix -, en los cuales se puede
ver curvatura del pelo radical y cordones de infeccion normales (Dickstein et al., 1991;
Swamynathan y Singh., 1992). Sin embargo, cepas Pur” de R. etli y de Rhizobium sp.
NGR234, forman abultamientos en los que no se han formado cordones de infeccion
(Vandesboch et al., 1985; Djordjevic et al., 1996). En el caso de S. fredii, cepas PurL" que
son auxotrofos para adenina y tiamina, son Nod™ o forman pseudonddulos dependiendo de
la planta hospedadora. En cambio, estos mutantes forman nddulos fijadores en plantas con
nddulos de tipo indeterminado, como Glycyrrhiza uralensis (Buendia et al., 2000). En el
caso de R. leguminosarum bv. phaseoli, las cepas Ade” muestran un fenotipo Nod™ en P.
vulgaris (George y Robert, 1991).

Por otra parte, mutantes PyrF" de S. fredii, deficientes en la biosintesis de uracilo,
forman pseudonddulos carentes de bacterias en su interior, en raices de soja y alguna otras
plantas hospedadoras (Ollero et al., 2000), fenotipo similar al mostrado por cepas Ura” de
R. leguminosarum bv. phaseoli (George y Robert, 1991). En el caso de las cepas pyrF de S.
fredii, el uracilo exdgeno no restaura la capacidad de formar nodulos fijadores en estos

mutantes, aunque si restablece el crecimiento en medio minimo (Ollero et al., 2000).

8. BIOSINTESIS DE LEUCINA EN BACTERIAS

En bacterias, la biosintesis de leucina procede a través de una ruta metabolica
especifica a partir de a-cetoisovalerato (a-KIV). En enterobacterias, los genes implicados
se organizan en un operon, leuABCD, cuya expresion esta sujeta a regulacion por leucina
mediante un mecanismo de atenuacion de la transcripcion (Umbarger, 1996).

El primer paso de la ruta consiste en la condensacion de un grupo acetilo y o-KIV,
para producir a-isopropilmalato (a-1PM) (Fig. 1.5). Esta reaccion es catalizada por la a-
IPM sintasa, codificada por el gen leuA, mediante un mecanismo enzimatico analogo al de
la formacion de citrato a partir de oxalacetato. La o-IPM sintasa es una enzima
multimérica, y su actividad esta sujeta a inhibicidn por el producto final de la ruta, leucina.
El segundo paso enzimatico consiste en la conversion del o-IPM en su esteroisomero B-

IPM, en una reaccion catalizada por la o-IPM isomerasa o IPM deshidratasa. Esta enzima
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es un heterodimero de los productos de los genes leuCD y emplea un mecanismo
enziméatico muy similar al de la aconitasa. El R-IPM es convertido en o-cetoisocaproato
(a-KIC) por la accion de la R-1PM deshidrogenasa, un homodimero del producto del gen
leuB (Fig. 1.5). Finalmente, el a-KIC sufre una reaccion de aminacion para dar lugar a
leucina. En E.coli esta reaccion de transaminacién puede ser llevada a cabo por dos
enzimas diferentes, los productos de los genes ilvE y tyrB.

Aunque es previsible que en Rhizobium la ruta biosintéitca de la leucina sea similar

a la de enterobacterias, nada se sabe sobre la organizacion de los genes implicados ni sobre
su regulacion
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FIGURA 1.5. Biosintesis de leucina en E. coli.
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Objetivos

Muchas de las especies y géneros bacterianos incluidos en la familia Rhizobiaceae, globalmente

denominados Rhizobium, son capaces de establecer simbiosis fijadoras de nitrogeno con
plantas leguminosas. La formacién del nddulo de las leguminosas, que alberga a las
bacterias, es el resultado del intercambio continuado de sefiales entre la planta y la bacteria
que conduce a una diferenciacion de ambos simbiontes. Durante los Gltimos 20 afios se han
caracterizado algunas de las sefiales de comunicacion entre los simbiontes, asi como
ciertos mecanismos moleculares que permiten la interaccion. Particularmente en la bacteria
se han caracterizado multitud de genes necesarios para el establecimiento de la simbiosis,
en especial aquéllos implicados en las etapas iniciales e intermedias de la simbiosis.
También se sabe desde hace tiempo que muchos genes importantes durante la etapa
saprofitica de las bacterias, lo son también, directa o indirectamente, para la formacion de
la simbiosis. En este grupo se encuentran genes necesarios para la biosintesis de vitaminas
0 aminoacidos.

A finales de los afios 70 se describio que los auxotrofos para la leucina formaban
nodulos no fijadores de nitrogeno, nddulos que quedaban practicamente vacios pues no
eran invadidos por las bacterias. Se pensaba entonces que los defectos a nivel simbidtico
provocados por la auxotrofia eran debidos a la deficiencia metabdlica de estos mutantes,
puesto que la adicion externa de leucina permitia a dichos auxotrofos recuperar la
capacidad de formacion de nodulos fijadores. En ningln caso se caracterizaron estos
mutantes a nivel genético. Tampoco se contemplaron otras posibles explicaciones, como
que el establecimiento de la simbiosis efectiva requiera, durante una 0 mas de sus etapas,
leucina o algun intermediario metabolico de la leucina, para el correcto intercambio de
sefales entre la planta y la bacteria.

La investigacion realizada en esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de la
relacion entre la biosintesis de leucina en Rhizobium y la formacion de simbiosis efectivas
con plantas leguminosas, con los siguientes objetivos concretos:

1) Caracterizacién molecular de genes gque codifican para enzimas de la ruta biosintética
de la leucina en Rhizobium.
2) Determinacién del papel que la leucina o alguno de sus intermediarios metabdlicos

puedan jugar durante el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa.
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Material y Métodos

1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS

Las diferentes cepas bacterianas asi como los plasmidos utilizados en este trabajo

se relacionan en la Tabla 1, junto con sus caracteristicas mas relevantes.

Tabla 1. Bacterias y plasmidos empleados en este trabajo.

Cepas y plasmidos

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

Cepas bacterianas
E.coli

DH5a
S17.1
HB101
CV512

S. meliloti

GR4
GR401

GR402
GR410

GR440

1021

1021-01

R. leguminosarum
bv. viciae

UPM791

UPM791-01

recA, endA, 1gyrA96, thi-1, hsdR17,
SUpE44, AlacU169, deoR, F A~

thi, pro, reca, hsdR, hsdM, Rp4-2-
Tc:Mu-Km::Tn7, TpR, Sm®

pro, leu, thi, lacY, endA, recA, hsdR,
hsdM, Sm®

Cepa leuA

Cepa silvestre; Nod", Fix’

Derivado de GR4 con insercidbn Tn5;
KmR, Leu” Nod

Derivado de GR4 con insercion Tn5;
KmR, Leu” Nod", Fix

Derivado de GR4 con delecion de leuA;
KmR, Leu” Nod

Derivado de GR4 con insercion de
cassette de Sm/Spc en el gen leuC; KmF,
Leu®, Nod*, Fix"

Derivado de 2011, cepa silvestre; Sm",
Nod*, Fix"

Derivado de 1021 con delecién de leuA;
SmR, Leu’, Nod

128C53; Sm®, Nod", Fix*, Hup*

Derivado de UPM791, leu::Km: SmF,
KmR, Leu’, Nod"

Bethesda Research
Laboratory
Simon et al., 1983
Boyer et al.,1969.

Somers, J.M., 1973

Este laboratorio
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Meade, H.M. et

al.,1982
Este trabajo

Ruiz-Argueso et
al.,1978
Este trabajo
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Cepas y Plasmidos

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

Plasmidos

PCR 2.1-TOPO

pBluescript
pGMI149-laczVv40
pGMI149-laczS4
pJB3Tcl19

pJB3Spc
pHP45Q
pHP45Q-Km
pK18mobsac

pKw117
pSmleuA

pMP220
pMP154
pMP240
pMP224
pRmME43
PRMEGS
pRMMS57
pRMMG61
pRmM4013
pRmM4023
pSP1

PSP1R

pSP13
PSP11R
PSP12R

pPSP3

Vector clonaje para productos PCR, Ap®

Vector de clonaje y secuenciacion, Ap®
nodD3-lacz, TcR, KmR

nodH-lacz, TcR, KmR

Vector de clonaje derivado de RK2, Tra/,
Mob*, Tc®, Ap®.

Sm®,SpcR derivado de pJB3Tc19

cassette Sm/Spc, Sm®, Spc®, ApR

cassette Km, Ap®

pK18 derivado, cassette de sensibilidad a
sacarosa (sacB), Km®

gusA en pTacter; Ap®

leuA clonado en pJB3Spc; Ap®, Tck,
(Sm/Spc)R

Vector IncP para fusiones lacZ, Tc®

IncQ, fusién R.l.nodA-lacz; Cm®, Sm®
IncP, fusion R.1.nodA-lacz, Sm®, TcR
IncQ, fusién R.l.nodD-lacz, Sm®, CmR
nodD1 expresado desde el promotor trp
en pTE3, TcR

nodD3 expresado desde el promotor trp
en pTE3, TcR

IncP, fusion R.m.nodC-lacz, Tc®

IncP fusion R.m.nodD1-lacZ, TcR
Cosmido de la genoteca de GR4 que
contiene leuA, TcR

Cosmido de la genoteca de GR4 que
contiene leuA, TcR

Fragmento EcoRl de 3,974 Kb que
contiene leuA clonado en pUC18, Ap®
pSP1 con inserto en orientacion inversa,
Ap®

Fragmento HindllI-EcoRl de pSP1
clonado en pUC18, Ap®
Fragmento EcoRI-Hindlll de pSP1R

clonado en pUC18, Ap®

Fragmento Hindlll de pSP1R clonado en
puUC18, ApR

Fragmento de 1,355 Kb que contiene el
gen leuC clonado en PCR 2.1-TOPO, Ap"

Invitrogen

Stratagene
Maillet et al.,1990
Maillet et al.,1990
Blantny et al., 1997

E.J. Bedmar, EEZ

Prentki y Krisch,1984
Prentki y Krisch,1984

Schafer et al.,1994

Wilson et al., 1995
Este trabajo

Spaink et al., 1987
Spaink et al., 1987
Spaink et al., 1987
Spaink et al., 1987
Fisher et al., 1988

Fisher et al., 1988

Mulligan y Long,1985
Mulligan y Long,1985

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Cepas y plasmidos

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

Plasmidos

pSP4

pSP1AKmM

pSP1AKmM202
pSPG18
pSPG

pSPL1

pSPL2
pSPL1Km
pSPL1KmM202
PSPLG

pSPZ
pSUP202
pSUP2021

puUC18

pSP3 con el gen de resistencia a Sm/Spc
insertado en el sitio Aatll, Ap®, Sm?/Spc®

Fragmento  Eco471ll-Pmll de pSP1
sustituido por gen de resistencia a Km,
Apt, Km®

pSP1AKm clonado en pSUP202, KmF,
TR, Ap®

Fragmento Smal-Hindlll de pKw117 en
pSP1, Ap®

Fragmento EcoRI-Hindlll de pSG18
clonado en pJB3Tc19, Ap®, TcR
Fragmento EcoRl de 3,686 Kb que
contiene parte del gen leuA de R.
leguminosarum bv. viciae UPM791
clonado en pUC18, Ap®

Fragmento Xhol de 4,2 Kb con leuA
clonado en pBluescript, Ap®

Gen de resistencia a Km en el sitio Bglll
de pSPL1, Ap®, Km®

Fragmento EcoRIl de pSPL1Km clonado
en pSUP202, Ap®, Km~, TcR

Fragmento Smal-Hindlll de pKwl7
clonado en Sphll-Hindlll de pSPL2
Fragmento EcoRI-Pstl de pSP1 clonado
en pMP220, Tc®

Vector de clonacién pBR325::mob, TcF,
cmt, Ap®

Vector derivado de pSUP202 que
contiene Tn5, Km®, Cm®, Ap®

Vector de clonacién y secuenciacién, Ap®

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Simon et al.,1983
Simon et al.,1983

Yanisch-Perron et
al., 1985

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS

2.1. Medios de cultivo para E. coli.

Para el cultivo rutinario de las cepas de E. coli se ha utilizado el medio de Luria-

Bertani (LB, Miller, 1972):
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NACK ... 59
THIPEONA. .. 109
Extracto de levadura...........ccocooereiininiciniccnciees 5¢
Agar (para medio SOld0)........cocevvveriirieiiinesens 159
Agua desionizada..........ccccovererineiinesineee 1000 ml

Como medio minimo (MM) para E. coli se ha empleado el medio M9 (Miller, 1972):

MOSO4.TH20....coceiiee e 0’'15¢
NaZHPO 4. ... 69
g P21 VOO 3g
NACL ... 059
(0| = VSO 1g
BIOTING. ..o 0.0002 g
Pantotenato CalCiCo...........ccocvevrvcirireciien, 0.0001 g

Agua desionizada..........ccocevererinie i 1000 ml

Se afiaden 10 ml de una solucién de CaCl, 0.01M, 10 ml de una solucién al 20% de
glucosa después de autoclavar. Ambos medios se prepararon ajustando el pH a 6’8-7°2, y se
esterilizaron en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

2.2. Medios de cultivo para Rhizobium.

2.2.1. Sinorhizobium meliloti.

Las cepas de Rhizobium meliloti fueron crecidas rutinariamente a 28 °C en medio TY
(Beringer, 1974):

TTIPLONA. ...t 5¢g
Extracto de levadura...........cccccocoeeieviiieciecie s, 30
CaCl.2H20. ... 09¢g
Agar (medio S61id0).........cccevviiiiii e 159
Agua desionizada...........cccecvveeieviiieeie e 1000 ml
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Como medio minimo (MM) para Sinorhizobium meliloti se ha empleado el medio de
Robertsen et al., (1981) modificado:

KoHPO 4. i 03¢g
KH2PO4. it 03¢g

MQSO4. TH20 ... 0’15 ¢g
CaCl2.2H20.. .o 0°05¢g
FECIS i 0°006 g
NACL ..t 0’05 ¢
Glutamato SOAICO.......ccvveervieeiiieiie e I'lg
MANITOL......ciiiii i e 10g
Biotina.......coooviieiieee e 0°0002 g

Pantotenato CalciCo......ccovevrveciiiiniieciieeee, 0°0001 g
Agar purificado (medio sO1id0).........cccccevvvrrennee. 13 g

Agua desionizada..........cccceveierineiinie s 1000 ml

Se ajusto el pH a 6°8-7°2, y se esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

2.2.2. Rhizobium leguminosarum bv. viciae.

Las cepas de Rhizobium leguminosarum fueron crecidas rutinariamente a 28°C en
medio YGT:

LI 0] ] - USSR 50
(C] [ ToT0 - OSSR 159
CaCl2.2H20.....c.ooieeieeeeceee e 06 ¢g
Extracto de levadura............cccocevviiiiiiiien. 2’5¢g
Agar (medio SO1id0).........cccevviiviiice e 159
Agua desionizada............ccoccvevviieeiecie e, 1000 ml

Como medio minimo (MM) de Rhizobium leguminosarum se ha utilizado el medio
VF39:

53



Material y Métodos

Solucién A:

MaNITOL.......oiiii 109
G 110 VO 1.0g
G D210 VOO 1.0g
NO3K o s 0.6g

Agua desionizada...........cccooveiiieiineence e, 900ml
pH 7.2-7.4

Solucién B:

FEClz X 6 HoO oo 0.1g
MQSO4 X7 HoO.ooveeiiie 25¢g
CaCly X 2 HaO.ooiiee e 1.0¢g
Agua desionizada............ccooeeiiieniieieee 1000 ml

Solucién C:

BIOtING ..o 1.0¢g
THAMINAL ...eee e 1.0¢g
Pantotenato........cccoveviiviriiii e 10¢g

En 10 mL de agua desionizada y esterilizado por filtracion.

Se mezclan 900 ml de solucion A, 100 ml de solucion B y se autoclavéd durante 20
min a 120 °C. Una vez estéril y frio se le afiadié 1 ml de solucion C. Para medio solido se

anadieron 13 g de agar purificado antes de la esterilizacion del mismo.
2.3. Antibioticos.

La adicion de antibioticos a los medios de cultivo se hizo a partir de soluciones
concentradas de los mismos en agua desionizada o, en caso de la tetraciclina y del

cloranfenicol, en agua-etanol al 50%. La esterilizacion de los antibidticos se llevé a cabo

mediante el empleo de unidades de filtracién Minisart® NML (Sartorius), de 0°2 um de

tamafo de poro. La concentracién final de los distintos antibidticos fue la siguiente:
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Antibidtico Concentracion ( pg/ml)
S. meliloti R. leguminosarum E. coli
bv. viciae
Espectinomicina (Spc) 200 200 50
Estreptomicina (Sm) 200 200 50
Tetraciclina (Tc) 10 5 10
Ampicilina (Ap) - - 200
Cloranfenicol (Cm) - 5 50
Kanamicina (Km) 200 100 50

2.4. Preparacion de aminoacidos.

Todos los aminoéacidos y precursores fueron afiadidos al MM a partir de
soluciones concentradas. La soluciones se prepararon a una concentracién de 100 mM en

tampon fosfato sodico 0.1M pH 7.0, y se esterilizaron por filtracion, conservandolas a 4°C.

2.5. Conservacion de cepas bacterianas.

Para la conservacion prolongada de las distintas cepas se han utilizado criotubos que
contenian alicuotas de cultivos bacterianos adicionados de glicerol estéril a una

concentracion final del 20%. Se mantuvieron almacenados a una temperatura de -80 °C.

3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN

3.1. Extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina.

La obtencion de ADN plasmidico se realizo siguiendo el método de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989). Para ello, las células de 1°5-3 ml de cultivo se recogieron por
centrifugacién (15.000 rpm, 2 min) en tubos de microfuga. Después de eliminar el
sobrenadante, el sedimento se resuspendid en 100 pl de solucion I (glucosa 50 mM,
EDTANa, 10 mM y Tris-HCI 25 mM, pH 8) a la que se adiciond inmediatamente antes de
usar 5 mg/ml de lisozima, y se incubaron las células durante 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se adicionaron 200 pl de solucion II (NaOH 0°2M, SDS 1%) recién
preparada, se mezclaron ambas soluciones mediante inversion, y se incub6 en hielo durante 5

min. Pasado este tiempo, se adicionaron 150 pl de solucién 111 (60 ml de acetato potasico

55



Material y Métodos

5M, 11’5 ml de acido acético glacial y 28’5 ml de agua, pH 4°5), se agit6 la mezcla por
inversion del tubo y, después de incubar en hielo durante 5 min, se centrifugé (12.000 rpm, 2
min). El sobrenadante obtenido (aproximadamente 400 pl) se pasé a un nuevo microtubo, al
que se adiciond un volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo (1:1), y tras mezclar
bien por agitacion en vortex, se separaron las dos fases por centrifugacion (12.000 rpm, 5
min). La fase superior acuosa, que contiene el ADN, se transfirié a un tubo nuevo, se mezclé
con 2’5 volumenes de etanol absoluto preenfriado a -20 °C, se incubd a -80 °C durante 30
min y a continuacion se centrifug6 (12.000 rpm, 15 min). El precipitado obtenido se lavé con
etanol al 70% preenfriado a -20 °C y se centrifug6 de nuevo (15.000 rpm, 3 min). Por dltimo,
después de eliminar el sobrenadante, el precipitado se sec6 al vacio y se resuspendié en 25 pul
de tampon TE8 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) .

Para eliminar el ARN, al volumen anterior se puede adicionar 1 ul de ribonucleasa
A preparada de forma concentrada (10 pg/ml en NaCl 15 mM y Tris-HC1 10 mM, pH 7°5).
De forma previa a su utilizacion, la solucion concentrada de RNasa se calent6 a 100 °C
durante 15 min, se dejo enfriar a temperatura ambiente, se prepararon alicuotas y se
almacenaron a -20 °C.

La mezcla fenol-cloroformo (proporcion 1:1) se preparo a partir de fenol al 100%
que contenia 8-hidroxiquinoleina al 0°1% en Tris-HC1 0’5 M (pH 8), y de una mezcla de

alcohol isoamilico y cloroformo en proporcion 1:24.

3.2. Extraccion mediante QlAprep® Spin Miniprep Kit.

A partir de un cultivo liquido de 1-5 ml de E. coli, las células se precipitaron, se
elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 250 pl del denominado tampon P1
previamente adicionado de RNAsa A. Posteriormente, se adicionaron 250 ul del tampon P2,
mezclando suavemente mediante inversion del tubo. P2 es un tampén de lisis, y se
recomienda mantener la reaccion 5 min como méximo. A la mezcla anterior se adicionaron
350 pl de tampon N3, se mezcld por inversion y se centrifugd (12.000 rpm) hasta la
formacién de un precipitado compacto (aprox. 10 min). Se recogié el sobrenadante y se
aplico a una columna Qiaprep que se centrifugd durante 1 min para retener el ADN
plasmidico. A la columna se adicionaron 750 pl de tampdn PE y se centrifugd 1 min a 12.000

rpm, repitiéndose de nuevo esta operacion para eliminar el exceso de tampon. Finalmente, la

56



Material y Métodos

columna se coloc6 en un tubo de 1°5 ml, se le adicionaron 50 pl de agua bidestilada estéril, y

pasado 1 min se centrifugd (12.000 rpm, 1 min) para recuperar el ADN.

3.3. Extraccion de ADN gendémico.

El aislamiento de ADN total se llevo a cabo a partir de 5 ml de cultivo en fase
logaritmica de la cepa bacteriana elegida. Las células se centrifugaron a 12.000 rpm durante
3 min y se lavaron con 200 ul de sarcosil (N-lauril sarcosina) al 0°1% en TE8 (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8) y se resuspendieron en 300 pl de TE8. A la suspension resultante se
adicionaron 100 pl de una solucion de SDS al 5% y 100 pul de una solucion (2°5 pg/ml) de
proteinasa K o pronasa predigerida en TE8. La mezcla se incub6 durante 1 hora a 37 °C.
Posteriormente se adicionaron 125 ul de CINa 5M preparado en TE8 y se incubo en hielo
durante 30 min. A la mezcla se le adicioné un volumen igual de fenol y se mezclo por vortex
intenso durante 1 min, dejandola reposar y mezclando de nuevo por vortex durante 1 min.
Seguidamente se centrifugo a 12.000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se pas6 a un nuevo
tubo de microfuga. A continuacion se extrajo nuevamente con un volumen de fenol,
posteriormente con un volumen de fenol.cloroformo y finalmente con un volumen de
cloroformo para eliminar los posibles restos de fenol. La fase acuosa se transfiere a un tubo
nuevo y se precipita con 2’5 volimenes de etanol al 100% preenfriado a -20 °C, mezclando
por inversion e incubando durante 30 min a -80 °C. Transcurrido ese tiempo se centrifuga a
12.000 rpm durante 12 min y se retira el sobrenadante. Se lava con etanol al 70% preenfriado
sin agitar ni mezclar y de nuevo se centrifuga durante 3 min. Se retira el sobrenadante y se
seca el ADN al vacio durante 20-30 min. Finalmente se resuspende el ADN seco en 25-50 pl
de TE8 y se afiade 1 pl de RNAsa (Img/ml). EI ADN se conserva a -20 °C hasta su uso.

3.4. Determinacién de la concentracion de ADN.

Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito en Sambrook et al., (1989). La

absorbancia (A,;, nm y A, nm) de las soluciones de ADN en agua o en TE8 se

determinaron utilizando como blanco agua o TES8, respectivamente. La concentracion se

calcula respecto a los valores estandar de DO,,, = 1 para soluciones con 50 pg/ml de ADN

de cadena doble. La relacion DO, /DO,,, se usa para estimar la pureza de la preparacion,
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considerandose valores inferiores a 1’8 como indicadores de contaminacién por proteinas o

fenol.

4. MANIPULACION DEL ADN

4.1. Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccion.

La digestion total de ADN con enzimas de restriccion se llevd a cabo en las
condiciones dptimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones, en cuanto a temperatura y
tampon, recomendadas por los proveedores. (Boehringer, Mannhein, Alemania).

Las digestiones con mas de una enzima de restriccion se realizaron simultdneamente
cuando las enzimas requerian el mismo tampon y temperatura. En caso contrario, y siempre
que fuera factible, se digirio primero con la enzima que requeria el tampon de menor fuerza
ionica, adicionando posteriormente el tampon y enzima para la segunda digestion. Cuando
esto no fue posible, se llevo a cabo primero la digestion con una enzima, se limpio luego el
ADN mediante tratamiento con fenol-cloroformo, se precipité con etanol y, posteriormente,

se resuspendio en agua, llevandose a cabo entonces la digestion con la segunda enzima.

4.2. Separacion e identificacion de fragmentos de restriccion mediante electroforesis en

gel de agarosa.

4.2.1. Electroforesis de ADN.

La separacion de fragmentos de restriccion se ha llevado a cabo mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa sumergidos en TBE (Tris 89 mM, EDTA-Na2
2’5 mM, BO3H2 89 mM, pH 8°2). La concentracion de agarosa ha sido del 0°7% o del 1%,
segun el tamario de los fragmentos a resolver. El voltaje usual de trabajo ha sido de 120 V en
cubetas de electroforesis GNA 200 (Pharmacia) y de 80 V en cubetas de electroforesis GNA
100 (Pharmacia). Como tampon de carga se ha utilizado una mezcla de sacarosa al 40% y
azul de bromofenol al 0°25%, ambos preparados en agua. Se ha empleado 1 pul de tampon de

carga por cada 5 pl de solucion de ADN.
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4.2.2. Revelado de geles vy fotografia.

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se revelaron sumergiéndolos
en agua a la que previamente se adicionan unas gotas de una solucién de bromuro de etidio (1
mg/ml), durante 15-20 min. Posteriormente se observaron bajo luz UV (260 nm) en un
transiluminador.

Las fotografias de los geles se han realizado con una cAmara Polaroid MP-4 provista
de filtro rojo y pelicula Polaroid 667 o 665. Alternativamente, se ha utilizado una
videocdmara acoplada a un sistema de impresion de imagenes (Gelprinter vm509) vy el

analizador de imagenes Quantity One de BioRad".

4.2.3. Estimacion del tamafio molecular de fragmentos de restriccion.

La determinacion del tamafio molecular de fragmentos de restriccion se ha efectuado
a partir de la construccion de graficas en las que se representa el logaritmo del tamafio
molecular relativo (My) de moléculas patron de ADN, frente a la movilidad relativa (Rf) de
dichas moléculas en gel de agarosa, esto es, la distancia de migracion de cada una dividida
por la longitud del gel. Como marcadores de tamafio molecular se han utilizado los
fragmentos de restriccion del ADN del fago lambda resultantes de la digestion con

endonucleasa Hindlll o EcoRI/Hindlll.

4.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Para la purificacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa se ha utilizado el

sistema Geneclean 11® (Bio 101 Inc., La Jolla, California, USA). Una vez identificado el
fragmento de restriccién que se desea purificar, se corta el gel de agarosa alrededor del

mismo con un bisturi, se coloca en un microtubo y se trocea lo mas homogéneamente

posible. Al tubo se adicionan 4.5 volimenes de Nal y 1/2 volumen de modificador-TBE®

(mezcla concentrada de sales que neutraliza el efecto inhibidor del tampdn TBE sobre la

adhesion del ADN al glassmilk®; su uso es necesario, por tanto, sélo cuando la electroforesis
se haya realizado en tampon TBE) y tras agitar en vértex se incub6 a 50 °C durante el tiempo

necesario (aprox. 5 min) para que la agarosa se disuelva. Posteriormente, se adicioné
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glassmilk® (5 ul/5ug ADN; esta concentracion debe aumentarse en 1 ul adicional por cada

0'5 pg en exceso de ADN). El glassmilk® consiste en una suspension de una matriz de silice
en agua y es marca registrada de Bio 101 Inc., La Jolla, California. Después de mezclar, la
suspension se incubo en hielo, al menos 5 min, para permitir la adhesion del ADN a la silice,
agitando cada 1-2 min para prevenir la precipitacion de la misma. A continuacion, se

centrifugé (15.000 rpm, 5 segundos) para precipitar el ADN que permanece unido a la

matriz, y se lavé 3 veces con solucion New Wash® (mezcla especifica de NaCl, Tris, EDTA,
etanol y agua) preenfriada a -20 °C. Tras eliminar el Gltimo sobrenadante, el ADN se separ6
de la matriz de silice eluyendo con 10 ul de agua bidestilada o tamp6n TE y calentando a 50
°C durante 2 min. Después de centrifugar (15.000 rpm, 30 s), el sobrenadante se recogio
cuidadosamente y se coloco en un nuevo tubo. El Gltimo paso se puede repetir para eluir el
ADN que pueda permanacer unido a la matriz de silice.

Alternativamente también se ha usado el kit de extraccién de QUIAGENR, QIAEX I,
siguiendo el protocolo de la casa comercial.

4.4. Manipulacion de los fragmentos de restriccion.

Los fragmentos de restriccion, una vez aislados de los geles de agarosa y purificados

pueden manipularse de distinta manera, de acuerdo con su utilizacion posterior.

4.4.1. Ligacién de fragmentos de restriccidn con vectores de clonacidn.

La ligacion entre un fragmento de ADN y el vector de clonacion adecuado, se efectud
usando relaciones molares vector:inserto variables, dependiendo, por una parte, del tamafio
de los fragmentos y, por otra, del tipo de extremos, romos o cohesivos, del fragmento en
cuestion. En todos los casos, el volumen final de mezcla de reaccion fue de 10-20 pl. Las
reacciones se llevaron a cabo en presencia de la enzima DNA ligasa del fago T4 y en el
tampdn indicado por los proveedores, incubando 3-4 h a temperatura ambiente o,
alternativamente, durante una noche a 15 °C. Cuando se trataba de una ligacion de extremos
romos, se adiciono polietilenglicol (PEG 8.000) a una concentracién final del 20%. En este

Gltimo caso la temperatura de incubacién fue de 20 °C.
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4.4.2. Relleno de extremos 5’ protuberantes de fragmentos de restriccidn.

Para la creacion de extremos romos en fragmentos de restriccion con extremos 5’
protuberantes, se procedi6 al relleno del extremo 3’ de la cadena complementaria. Para ello, a
20 pl de solucién de ADN se adicion6 1 pl de una solucion 1 mM de desoxinucledtidos
trifosfato (dNTPs) y 1 unidad de ADN polimerasa Klenow por pug de ADN. La mezcla se
incub6 durante 30 min a temperatura ambiente y se detuvo por adicion de 200 ul de tampdn
TE y extraccion con 200 ul de fenol-cloroformo. Se recogi6 el sobrenadante y el ADN se
precipité con 0’1 volimenes de acetato sédico 3 M (pH 5°2) y 2 volumenes de etanol

absoluto. Finalmente, el ADN se resuspendi6 en agua bidestilada estéril.

4.4.3. Eliminacion de extremos 3’ protuberantes de fragmentos de restriccion.

En el caso de que la digestion de ADN produjese fragmentos con extremos 3’
protuberantes, la eliminacion de los mismos se efectud adicionando a la solucion de ADN
(20 pl) 1 pl de una solucion 2 mM de dNTPs y 1 unidad de ADN polimerasa del bacteriéfago
T4 por pg de ADN. La mezcla se incubd durante 15 min a 12 °C. La inactivacion de la
polimerasa se realiz6 mediante calentamiento a 70 °C durante 10 min y posterior adicion de
200l de tampon TE y extraccion con 200l de fenol-cloroformo. Se recogid el sobrenadante

y la recuperacion de ADN se llevo a cabo como se ha descrito en el apartado anterior.

4.5. Preparacion y transformacion de células competentes de E. coli.

La preparacion de células competentes de E. coli se ha realizado esencialmente segun
la técnica descrita por Lederberg y Cohen (1974). A partir de un cultivo de la cepa de E. coli
a transformar, se inocul6 medio LB (1 ml cultivo/100 de medio) y se incub6 en agitacion a
37 °C hasta que el cultivo alcanzé una DO, de 0°6. Tras dejar enfriar en hielo, las células se
centrifugaron (10.000 rpm, 5 min, 4 °C), se resuspendieron en 1 volumen de una solucién de
MgCI2 0’1 M preenfriada a 4 °C, y se centrifugd de nuevo (5.000 rpm, 5 min, 4 °C). A
continuacion, las células se resuspendieron en 1/2 volumen de una solucion de CaCl2 0’1 M
preenfriada a 4 °C vy, tras dejarlas en hielo un minimo de 30 min, se centrifugaron (5.000

rpom, 5 min, 4 °C) y se resuspendieron suavemente en 1/10 volumen de una solucion de
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CaCl2 0’1 M y glicerol al 20% preenfriada a 4 °C. Las células asi preparadas se repartieron

en alicuotas de 100 pl en tubos eppendorf preenfriados a 4 °C, que se conservaron a -80 °C
hasta su uso. Para la transformacién de células competentes con ADN plasmidico se siguié
la técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983), modificada como se indica a continuacién. A
alicuotas de 100 pl de células competentes se adicion6 ADN (0°05-0°5 pg) y la mezcla,
después de su incubacion en hielo un minimo de 30 min, se someti6é a un choque de calor de
42 °C durante 2 min. Posteriormente, la mezcla se incub6 5 min en hielo, se le adiciond 1 ml
de medio LB y se incubd a 37 °C durante 60-90 min. Transcurrido este tiempo se sembraron

alicuotas de 0’1 ml en placas de medio LB adicionado de los correspondientes antibioticos.

4.6. Experimentos de hibridacion ADN-ADN.

4.6.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon.

La transferencia de fragmentos de restriccion de ADN a filtros de nylon se realiz
segun la técnica de Southern (1975). Para ello, después de la correspondiente electroforesis,
el gel de agarosa se sumergié en una soluciéon de HC1 0°25 M durante 20 min para someter el
ADN a depurinacion &cida. Tras lavar varias veces con agua destilada, se procedid a
desnaturalizar el ADN mediante inmersion repetida (dos veces) en una solucion de NaOH
0’5 M, NaCl 1’5 M, durante 15 min. Por ultimo, el gel se incubd en una solucion de Tris-HCI
0’5 M, NaCl 3 M, pH 7, (2 x 15 min). Después de lavar el gel con agua destilada, se coloco
sobre una superficie plana y regular, habitualmente un cristal, cubierta con papel Whatman
3MM cuyos extremos, a modo de mecha, se sumergen en un reservorio de tampén de
transferencia 10xSSC (1xSSC: NaCl 150 mM, citrato sodico 15 mM, pH 7). Sobre el gel se
colocaron, en este orden, un filtro de nylon y tres piezas de Whatman 3MM de tamafio
similar al gel (el filtro y las piezas de papel Whatman se lavaron primero con agua destilada y
se saturaron después en tampdn 20xSSC durante 30 min). Sobre este dispositivo se colocaron
varias piezas de papel de celulosa y, sobre éstas, a su vez, un peso de aproximadamente 1 Kg
para mantener el sistema ligeramente comprimido. El proceso de transferencia de ADN del
gel a la membrana de nylon se realiz6, normalmente, durante una noche.

Una vez finalizada la transferencia, el filtro de nylon se lavo con una solucion de

2XSSC para eliminar restos de agarosa, se secO a temperatura ambiente y se expuso durante 5
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min a luz ultravioleta, o alternativamente durante 20 min. a 120 °C en vacio, para fijar el

ADN a la membrana.

4.6.2. Marcaje de sondas de ADN.

El marcaje de sondas se ha realizado empleando el sistema no radiactivo de marcaje
con digoxigenina, comercializado por Boehringer (Mannhein, Alemania), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Esta técnica consiste, en esencia, en la sintesis parcial de
ADN a partir del ADN molde que se quiere usar como sonda. Para ello, se utiliza el ADN
molde desnaturalizado por calor (100 °C, 10 min), una mezcla de hexanucleétidos, fragmento
Klenow de la ADN polimerasa | y digoxigenina-dUTP como nucleétido marcado, que se
puede detectar mediante una reaccion inmunoldgica especifica. Los ADNs usados como
sonda fueron tanto fragmentos de restriccion purificados como ADN plasmidico linearizado.
Se utilizaron, habitualmente, 100-300 ng de ADN desnaturalizado en un volumen de reaccion
final de 20 pl. El tiempo de incubacion fue siempre superior a 6 h a una temperatura de 37°C.

4.6.3. Hibridacion ADN-ADN con sonda no radiactiva.

El filtro de nylon al que se habia transferido el ADN se coloco en un rodillo de
hibridacion al que se adicionaron 20-40 ml de solucion de hibridacion (5x SSC, N-lauril
sarcosina 0°1%, SDS 0'02%, formamida 50% y agente bloqueante al 2%) y se incub6 a 42°C,
al menos durante 1 h, en horno de hibridacion (Amersham). Después de eliminar la primera
solucion, se adiciond de nuevo solucion de hibridacion adicionada con el ADN sonda
desnaturalizado (100 °C, 10 min) y se incub6 a la misma temperatura durante un tiempo
minimo de 6 h. Terminado el proceso de hibridacién, el filtro se lavd primero 2 veces con
una solucion 2x SSC y SDS al 0°1% (v/v) durante 5 min, y después otras 2 veces con una
solucion 0°1x SSC y SDS al 0°1% (p/v) a 68 °C durante 15 min. Una vez lavado el filtro, se
procedio a la deteccién inmunolégica del ADN hibridado usando anticuerpos especificos
contra la digoxigenina. Estos anticuerpos estan conjugados con fosfatasa alcalina que, en
presencia de CSPDR produce un compuesto inestable, el cual se descompone emitiendo luz a
una longitud de onda de 477 nm. La emision de luz se detectd poniendo en contacto el filtro

con una pelicula autorradiografica Kodak X-Omat. El tiempo de exposicion (5 min a 3 h)
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para la deteccion de las bandas de hibridacién dependi6 de la cantidad de ADN, del grado de
homologia de la sonda y de la eficiencia del marcaje de la misma. Para el revelado de la
pelicula se usé revelador Neutrol Liquid NE (Agfa) y fijador N FIX 172 (Negra) a las

diluciones y tiempos recomendados por las casas comerciales.

5. SECUENCIACION

5.1. Obtencion de cebadores y secuenciacion automatica.

Ambos se hicieron a través del servicio de secuenciacion del Instituto de
Parasitologia Lopez Neyra (CSIC-Granada) y a través del servicio de secuenciacion de
Boehringer. En todos los casos, se secuenciaron ambas cadenas del ADN, mediante la

técnica de “primer walking”.

5.2.Analisis informatico de secuencias de ADN.

La lectura de las secuencias de ADN obtenidas se llevo a cabo utilizando el
programa EDITVIEW (PERKIN ELMER). La buasqueda de sitios de restriccion y
localizacion de posibles ORFs, se hicieron utilizando el programa DNA Strider® y Omiga".

La busqueda de homologias a nivel ADN y proteina con sequencias conocidas
presentes en los bancos de datos se realizd6 mediante Internet con los programas FASTA
(Pearson y Lipman, 1988) y BLAST (Altschul et al., 1990). Para los alineamientos de
secuencias se usaron los programas Gap y ClustalW, del paquete de programas CGC de la
Universidad de Wisconsin (EE.UU.).

6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacién de un fragmento de ADN mediante la técnica
de PCR, se prepar6 una mezcla en un volumen total de 50 ul conteniendo: Cl,Mg 1.5 mM,
dNTPs 0.6 mM, buffer de PCR (10x), 2 unidades de Taq polimerasa, 50 pmoles de cada
cebador (leuC-R2 y leuC-F1) y de 100-500 ng de ADN. La amplificacion por PCR se hizo
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usando 2 primers, leuC-R2 (5-TAACCGGCTATTTCCACTCG-3") y leuC-F1 (5-
CGACGGAACTGTCTTCTCTZ"), construidos a partir de la secuencia del banco de genes
de S. meliloti, en un termociclador Hybaid con las siguientes condiciones:

1 ciclo 94°C durante 5 min
94°C durante 1 min
35 ciclos 55°C durante 1 min

72°C durante 2 min

1 ciclo 72°C durante 2 min

7. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS ENTRE CEPAS BACTERIANAS

7.1. Cruces simples.

Este tipo de cruces se llevo a cabo para movilizar plasmidos que contienen la
region mob de RP4 (pSUP2021 y pSUP202); para ello se utiliz6 como cepa donadora y
movilizadora E. coli S17-1 (Simon et al., 1983), que contiene los genes de transferencia
(tra) de RP4 integrados en el cromosoma.

Las transferencias se realizan mezclando un cultivo del donador en fase logaritmica de
crecimiento con otro del receptor en fase exponencial tardia, habitualmente en la
proporcion 1:1. Donador y receptor se recogieron por centrifugacion en un tubo de
microfuga y tras lavar con medio TY, se resuspendieron en un pequefio volumen de medio
de cultivo (50 a 200 ul). La mezcla se deposité sobre un filtro Millipore estéril de 0,45 um
de poro y 2,5 cm de diametro, previamente colocado sobre una placa de TY, y se incubo
durante 16 a 24 h a 28°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla de conjugacion se
resuspendioé en medio estéril. Tras efectuar las diluciones adecuadas, se sembraron sobre

placas de medio minimo adicionadas de los antibi6ticos apropiados.

7.2. Cruces triparentales.

La transferencia de plasmidos no autotransmisibles que contienen el oriT del

plasmido RK2 desde cepas no movilizadoras de E. coli a Rhizobium se realiz6 segun el
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modelo de cruce tripartito, utilizando como plasmido movilizador en trans pRK2013 (Ditta
et al., 1980). La metodologia seguida es idéntica a la de los cruces simples, pero en estos
casos se efectuaron mezclas donador:movilizador:receptor en proporciones que

habitualmente fueron 1:1:1.

8. CONTROL DE LA EXPRESION GENICA

8.1. Determinacion de la actividad B-galactosidasa.

En cepas de Rhizobium portadoras de una fusion nod-lacZ, los ensayos de
expresion se han realizado en medio TY y en medio minimo (MM). Los cultivos iniciales
fueron preparados en medio TY. En el caso de ensayos en MM, los preindculos son
lavados concienzudamente con MM. Se diluyen 50-100 veces los cultivos, con los
apropiados antibioticos, con y sin la presencia del inductor correspondiente, luteolina 5 uM
(en el caso de S. meliloti) 6 naringenina 0,4 uM ( en el caso de R. leguminosarum bv.
viciae).

Se procedid segun el protocolo descrito por Miller (1972) y modificado por
Mulligan y Long (1985). Se crecen cultivos hasta una densidad dptica (DOggo) de 0.3-0.6.
A 300 pul de cultivo se le afiaden 450 ul de tampon Z (Na,HPO4 60 mM, NaH,PO,4 40mM,
CIK 10 mM, MgSO,4 1mM, R-mercaptoetanol 0,05 mM y pH 7), 100 ul de cloroformo y 50
ul de SDS 0.1% en tampodn fosfato para lisar las células. Se agitd con vortex durante 30
segundos y se incubo 5 minutos a 30°C. La reaccion se inicio por la adicién de 200 ul de o-
nitrofenil-p-D-galactopiranosido (ONPG) 4 mg/ml. La mezcla se incubo a 30°C. La
reaccion se para afiadiendo 500 ul de CO3Na; 1 M y se anota el tiempo transcurrido. La
muestra se centrifugd durante 5 minutos y se midio la absorbancia a una longitud de onda
420 nm en un espectrofotdémetro (Pharmacia). Las unidades Miller se calcularon segun la

ecuacion:
DO420 x 1000

Uwmtitter =
T xV x DOggo T =tiempo
V = volumen de cultivo
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8.2. Determinacion de la actividad B-glucuronidasa.

Se toman 300 pl de un cultivo con una DOgg entre 0.4 y 0.6 y se le afiaden 640 pl
de tampdn de ensayo (tampdn fosfato sodico 50mM, DTT 5mM y EDTA 1mM), 50ul de
SDS 1% y 100ul de cloroformo. Se agita durante 30 segundos y se incuba a 37°C durante
5-10 minutos. Una vez pasado este tiempo se le afiade 10 ul de PNPG 100 mM(p-
nitrofenilp-D-glucuronido) precalentado a 37°C. Se anota el tiempo y se incuba a 37°C. Se
para la reaccion con 200 ul de CO3Na, 1 M cuando empieza a cambiar de color, y se anota
el tiempo transcurrido. Se centrifuga durante 5 minutos y se mide el sobrenadante a una
longitud de onda de 405 nm. Las unidades se calculan siguiendo la formula de Miller del

apartado anterior.

9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD a-IPM SINTASA

La a-IPM sintasa cataliza la siguiente reaccion:

o-Isovalerato + AcetilCoA » o-Isopropilmalato + CoA

La actividad o-isopropilmalato sintasa (o-IPM) fue medida determinando la
cantidad de coenzima A (CoA) liberada con acido 5,5’-dithiobis 2-nitrobenzoico (DTNB 6
reactivo de Ellman). Para ello se ha utilizado esencialmente el método descrito por
Kohlhaw (1989). Los cultivos celulares fueron crecidos en MM suplementado con
glutamato (0.4 g/L) y leucina 0.2 mM hasta una DOgo de 1.2. Los cultivos fueron lavados
y resuspendidos en Tris CIH 0.625 M pH 8.5. Las células se rompen usando la prensa de
French. Los extractos son lavados por centrifugacién a 4°C y el sobrenadante obtenido es
el utilizado como extracto libre de celulas. La cantidad de proteina total utilizada es
determinada por el método de Bradford: a alicuotas de 1 puL de muestra se le afiaden 200
uL de reactivo ( Bio-Rad Protein Assay) y se completa hasta 1mL con agua desionizada,
se agita vigorosamente y se mide la absorcion a 595 nm después de 2 minutos, y antes de 1

hora, frente a un blanco que lleva 200 uL de agua desionizada y 800 uL de reactivo. La
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concentracion de proteinas presentes en las muestras ensayadas, se calculé por
interpolacidn respecto a una curva estandard que se prepard con albumina bovina.

La mezcla de reaccion (125ul) contiene: 20 uL de KCI 0.25M, 10 uL de a-
cetoisovalerato 0.625mM, 10 uL de Acetil-CoA 0.625mM, extracto crudo (150 ug de
proteina), y tampon Tris-CIH hasta un volumen final de 125 uL. Después de incubar la
mezcla de reaccion a 30° C durante 10 minutos, la reaccion fue detenida afiadiendo 375 pl
de etanol seguido de 250 ul de DTNB 1mM en 0.1M Tris CIH pH 8.0. Posteriormente se
centrifuga durante 5 minutos y se mide el sobrenadante a 412 nm frente a un blanco sin
sustrato. Un coeficiente de extincion molar de 14150 M™ cm™ (Sigma D8130) fue usado
para realizar los célculos. La actividad especifica se da en unidades por miligramo de
proteina, definiéndose una unidad de actividad como la cantidad de enzima que cataliza la

formacion de 1 umol de CoA por minuto.
10. ENSAYOS CON PLANTAS
10.1. Plantas.
Las plantas utilizadas en este trabajo han sido:
Medicago sativa L. (alfalfa), variedad Aragon
Pisum sativum (guisante), variedad Lincoln
Vicia sativa (veza), variedad Fylén

10.2. Solucion Nutritiva.

Para cultivos hidropdnicos se ha utilizado la solucion nutritiva libre de nitrogeno
de Rigaud y Puppo (1975) modificada:

KH2P Ol eeeee e seeess oo 0°200 g
Y 1ot Y4 = o N 07200 g
o I 0°200 g
X0 V1= o N 0’120 g
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NaFEEDTA.....ccooiieiriiieecceecceeeree e 0°025 g
Agua destilada...........cooeviiiiiiiiiiie, 1000 ml

Micronutrientes:

=10 S 0’018 ¢
Y TR YT = M o 0°0022 g
V4310 Y 4 10 N 0°0030 g
CUSOLEH2O e 0°049 ¢
NazM0O4 .2H20..... oo eeeseeeeeeeen 0°004 ¢

El pH se ajusta a 7’5 y se esteriliza a 120 °C durante 20 minutos.

10.3. Esterilizacion y germinacion de semillas.

Las semillas de alfalfa fueron esterilizadas en superficie por inmersion en 2°5% de
HgCl, durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se lavaron 6-7 veces con agua estéril
y se dejaron en imbibicion durante 2 h. Posteriormente se extendieron en condiciones
asépticas sobre papel de filtro humedecido con agua estéril, colocado en placas Petri, y se
incubaron en oscuridad a 28 °C durante 24-48 h.

Las semillas de veza fueron esterilizadas en superficie por inmersion en etanol
100% durante 2 min. Después se lavan muy bien con agua esteril. A continuacion, se
sumergen en una solucion hipoclorito de sodio (lejia comercial) durante 7 minutos. Se
lavan 7-8 veces con agua estéril y se ponen en imbibicién durante 8-10 horas. Transcurrido
este tiempo se vuelven a lavar muy bien con agua, y se colocan en condiciones asépticas
sobre papel de filtro humedecido, colocado sobre placas de vidrio estériles, y finalmente se
dejan en oscuridad a 28°C durante 36-48 horas.

Las semillas de guisante se esterilizaron por inmersién durante 15 minutos en una
solucion de lejia comercial. Después de lavar con agua estéril varias veces, se sumergen en
una solucion de H,0, al 7 % durante 15 minutos. Una vez esterilizado con H,0, se lavan
muy bien con agua estéril, y se dejan en imbibicién durante al menos 2 horas. Despues de

la imbibicion, se vuelven a lavar muy bien, se colocan en condiciones asépticas sobre papel
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de filtro humedecido colocado sobre placas de vidrio esteriles, y finalmente se incuban en
oscuridad a 28°C durante 36-48 horas.

10.4. Cultivos axénicos y ensayos de nodulacion.

Se realiz6 el cultivo axénico de plantas de alfalfa segun la técnica descrita por
Olivares y colaboradores (1980). Cuando las plantulas de alfalfa recién germinadas
alcanzaron 1-2 cm de longitud, se colocaron en condiciones asépticas en tubos de 20x200
mm conteniendo 10 ml de solucion nutritiva y un soporte de papel de filtro. Se dejaron los
tubos con plantas en la oscuridad durante dos dias. Después, para evitar que la luz incida
directamente sobre las raices, los tubos se cubrieron en su mitad inferior con papel opaco y
se llevaron a la camara de cultivo de plantas mantenida en las siguientes condiciones: 500
ME/m2.s (400 a 700 nm) de intensidad luminosa, fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad),
24°C/18°C de temperatura (dia/noche) y 50% de humedad relativa.

Cuando las plantas de alfalfa tienen 9-10 dias se inoculan con 1 ml de una
suspension celular de la cepa en estudio. Al menos 12 plantas individuales (1 planta/tubo) se
inoculan con cada cepa. Tras la inoculacion se registrd diariamente el nimero de plantas
noduladas y el nimero de nddulos formados en cada planta. Se consideré que una planta
estaba nodulada cuando en sus raices existia al menos un nddulo visible. EI seguimiento de la
nodulacién se continud hasta que todas las plantas estaban noduladas. La infectividad de una
cepa se considera en funcion del tiempo de nodulacion y del nimero de nddulos que forma.

El cultivo de veza y guisante también se llevd a cabo mediante cultivo
hidroponico en dispositivos del tipo jarra Leonard (Leonard, 1943) con vermiculita lavada
como sustrato inerte, segun describe Hervas (1988). En las jarras estériles se siembran
axénicamente 2-3 semillas pregerminadas (1-3 cm de radicula) a las cuales se les afiade 1
ml del indculo correspondiente. Se cubren las semillas con vermiculita y con una capa de
perlita estéril, lo que disminuye el riesgo de contaminacion, evitando a la vez pérdidas de
humedad. Finalmente, las jarras se recubren con papel para mantener el sistema radical en
oscuridad y se llevan a una cdmara de cultivo de plantas. Alternativamente el cultivo de
veza Yy guisante también se Ilevé a cabo utilizando bolsas de plastico con soporte de papel.
Para ello, 2-3 semillas pregerminadas (1-3 cm de radicula) son introducidas en pequefios

orificios, que previamente, se habian realizado en el soporte de papel, de manera que las
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plantulas, al crecer, desarrollan todo el sistema radical en el interior de las bolsas de
plastico y la parte aérea fuera de las mismas. De esta manera se crea un sistema axénico
para la inoculacion con la cepa correspondiente y posterior adicion de la solucién nutritiva.
Las bolsas de plastico, una vez que las plantulas han sido colocadas, se sujetan mediante

un sistema de carpetas, tipo archivador, manteniendo en oscuridad al sistema radical.

10.5. Cuantificacién de aminoéacidos secretados por raices de alfalfa.

Los aminoécidos secretados por las raices de alfalfa y acumulados en la solucion
nutritiva se determinaron mediante HPLC en fase reversa segun Farfan et al. (1996). La
solucion nutritiva procedente de tubos que contenian plantas con 20 dias de antigiedad fue
concentrada mediante evaporacion en un rota vapor hasta un volumen final de 1 ml.

Después de la derivacion de aminoécidos con O-ftaldialdehido, las muestras
fueron inyectadas en una columna C18 “Waters Resolve” (3.9x150 mm) conectado a un
“HPLC Waters” con un inyector automatico “Waters 715 Ultra Wisp” y un detetector
fluorescente “Waters 420”. El sistema fue controlado con el programa “Waters Baseline
810. Los aminoacidos se separaron mediante el uso de un gradiente lineal desde el 100%
de un solvente A (metano, tetrahidrofurano, y un tampdén compuesto por 50mM NaH2PO4,
50mMNaAc, pH 7.5, en un porcentaje 2:2:96) hasta el 100% de un solvente B

(metanol:agua, 65:35) durante 33 minutos.
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1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MUTANTES DE S. MELILOTI
AUXOTROFOS PARA LA LEUCINA.

Los trabajos iniciales sobre la relacién entre requerimientos nutritivos (auxotrofias)
de Rhizobium vy el establecimiento de la simbiosis indicaban que los auxotrofos para
leucina de S. meliloti eran capaces de formar nodulos en raices de alfalfa, si bien estos
nddulos no eran fijadores de nitrogeno y carecian de bacterias en su interior (Denarié et al.,
1976; Truchet et al., 1980). Posteriormente, George y Roberts (1991) publicaron que cepas
Leu” de R. leguminosarum bv. phaseoli también forman nédulos vacios. Sin embargo, en
ningun caso se caracterizaron los genes alterados en dichos mutantes, con lo que no se
pudo confirmar una relacién directa entre la auxotrofia y el fenotipo simbiotico descrito.
Por esta razon, se inicio el aislamiento de mutantes Leu” derivados de S. meliloti GR4 para
su posterior estudio y caracterizacion genética.

La cepa GR4 de S. meliloti fue mutagenizada aleatoriamente con el transposon Tn5,
utilizando el vector pSUP2021. La frecuencia de aparicion de transconjugnates resistentes
a la kanamicina fue de 5 x 10®. Las colonias de transconjugantes, seleccionadas en medio
minimo (MM) suplementado con 1mM de L-leucina y kanamicina, fueron replicadas en el
mismo medio carente de leucina, al objeto de identificar aquéllas que necesitan de este
compuesto para crecer. De un total de 5.000 transconjugantes ensayados, solo dos de ellos
fueron identificados como cepas Leu’, puesto que requerian de leucina en el medio para su
crecimiento. Estas cepas fueron denominadas GR401 y GR402, respectivamente. Se
comprobd que estos dos mutantes necesitaban leucina para crecer, aunque también crecian
en MM suplementado con un precursor de la leucina, [I-cetoisocaproato ([J-KIC). Sin
embargo, fueron incapaces de crecer en un MM suplementado con otros dos compuestos
intermediarios en la ruta de biosintesis de leucina, el [J-cetoisovalerato (ZI-KIV) y el [1-
isopropilmalato (C1-1IPM). Estos datos indicaban que los mutantes GR401 y GR402 estaban
alterados en la ruta biosintética de la leucina.

Mediante hibridacién del ADN genomico frente a una sonda de ADN de Tn5, se
comprobd que cada una de estos dos mutantes presentaba una unica copia del transposon
en su genoma (Fig. R.1). En ambos casos la insercion del transposon habia ocurrido sobre
un mismo fragmento de ADN, de aproximadamente 4 kb, si bien se trataba de eventos de

insercion diferentes (Fig. R.1).
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Se determind la frecuencia de reversion a la prototrofia de ambos mutantes,
mediante el recuento de colonias capaces de crecer en MM carente de leucina, y en
ausencia de antibidticos. Mientras que no se pudo aislar ningun revertiente derivado de la
cepa GR401, se determin6 que la cepa GR402 presentaba una alta frecuencia de reversion
a prototrofia, superior a 10°. La mayorfa (93%) de estos revertientes eran sensibles a la
Km, mientras que el resto continuaban siendo resistentes a este antibidtico. Los ADNs
genomicos de algunos de estos revertientes fueron hibridados frente a ADN del Tn5 para
verificar si todavia presentaban secuencias del transposén en su genoma. Los revertientes
sensibles a Km presentaron una Unica banda de hibridacién de menor tamafio que en la
cepa GR402, lo que indicaba que en estas cepas la reversién habia ocurrido por excisién
del transposon (Fig. R.2). Sin embargo, los revertientes Km" presentaron una banda de
hibridacion de tamafio similar o ligeramente superior a la de la cepa parental GR402 (Fig.
R.2). Es posible que en este segundo grupo de cepas la reversion haya ocurrido por la
aparicion de mutaciones secundarias, localizadas en alguna otra parte del genoma, aunque
no pueden descartarse otros eventos mas complejos, tales como la excision y posterior
reinsercion del transposon fuera de su localizacion original.

Posteriormente se clonaron en el vector pUC18 los fragmentos EcoRI que
contenian el Tn5 en cada una de las cepas Leu” GR401 y GR402. Esto facilito el mapeo de
las inserciones asi como la secuenciacion del ADN adyacente a ambos brazos del
transposdn en cada mutante. Los resultados mostraron que en ambos mutantes el Tn5
estaba interrumpiendo el mismo gen, y que ambas inserciones estaban separadas por unos
700 pb (Fig. R.3). El analisis de la secuencia obtenida y su comparacién con secuencias
depositadas en las bases de datos determind que el gen alterado en ambos mutantes
presentaba homologia a genes que codifican para [I-isopropilmalato ([1-IPM) sintasa en
diferentes organimos, procariotas y eucariotas La [1-IPM sintasa participa en el primer
paso de la ruta especifica de la biosintesis de leucina, catalizando la sintesis de [J-
isopropilmalato a partir de [J-cetoisovalerato y acetil-CoA. Estos resultados demostraban
que la cepas Leu aisladas estaban efectivamente alteradas en la ruta biosintética de la

leucina.
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FIGURA R.1. Hibridacion de los ADNs genémicos de las cepas GR401 y GR402
frente a ADN de Tn5. Los ADNs fueron digeridos con: 1) EcoRl; 2) EcoRI-BamHI; 3)

BamHI; 4) Sall; M) A-HindlIIl.
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FIGURA R.2. Deteccion del transposon Tn5 en revertientes prototrofos derivados de
la cepa GR402. Los ADNs de distintos revertientes, resistentes (GR402R) o sensibles a
kanamicina (GR402S), fueron digeridos con EcoRIl, sometidos a electroforesis e
hibridacion frente a ADN de Tn5. M) A-Hind IlI.
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FIGURA R.3. Localizacion del Tn5 en los mutantes GR401 y GR402. Se muestra la
posicion del transposén dentro del fragmento EcoRI de 4 Kb y en relacion al gen leuA.
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FIGURA R.4. Nodulacion de raices de alfalfa por cepas de S. meliloti auxotrofas para
leucina (GR401 y GR402). Se muestra el numero total de nédulos formados por cada cepa
durante un periodo de 22 dias.
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Se estudio el comportamiento simbidtico de ambas cepas Leu” en raices de alfalfa.
Mientras que las plantas inoculadas con la cepa GR401 fueron incapaces de formar
nédulos, aquellas plantas inoculadas con GR402 formaron tardiamente nddulos pequefios,
esféricos y blancos, no fijadores de nitrégeno, en contraste con los nddulos de mayor
tamafo, ovalados y de color rosado formados por la cepa silvestre (Fig. R.4). Estos datos
indicaban que a pesar de que ambas cepas Leu™ presentaban una alteracion genética
parecida, su fenotipo simbidtico era ligeramente diferente. Mientras que GR401 era
incapaz de formar nddulos en alfalfa (fenotipo Nod"), GR402 formaba n6dulos no fijadores
de manera bastante menos eficiente que la cepa silvestre (fenotipo Nod' Fix"). En realidad
la cepa GR402 presentaba un fenotipo simbiético muy parecido al descrito para mutantes
Leu” de S. meliloti y R. leguminosarum bv. phaseoli (Truchet et al., 1980; George y
Robert, 1991). Por otra parte, todos los revertienetes prototrofos derivados de GR402
formaron nddulos fijadores de nitrégeno en raices de alfalfa, lo que indicaba una relacion

directa entre la auxotrofia para leucina y los defectos simbioticos observados.

2. CARACTERIZACION DE LA REGION LEUA DE S. MELILOTI GR4

Se utiliz6 una genoteca de la cepa GR4 para la complementacion genética de la
auxotrofia de los mutantes GR401 y GR402. Los cosmidos de la libreria de genes fueron
introducidos en cada mutante mediante conjugacion triparental en masa, y se seleccionaron
colonias transconjugantes capaces de crecer en MM con Km, Tc y sin leucina. De esta
forma se aislaron dos cosmidos, pRm4013 y pRm4023 que permitian crecer a ambos
mutantes en MM sin leucina, y por tanto complementaban el defecto genético de estas
cepas. Ambos césmidos compartian varios fragmentos de restriccion, entre ellos un
fragmento EcoRI de 4 kb (Fig. R.5). Se comprobd, como se vera mas adelante, que este
fragmento contiene el gen leuA alterado en las dos cepas mutantes GR401 y GR402.

Se clond el framento EcoRI de 4 kb en el vector pUC18 y se obtuvo su secuencia
de nucledtidos en ambas cadenas. La secuencia de nucledtidos completa de este fragmento
se muestra en la Figura R.6. El analisis de la secuencia permitié identificar 4 posibles
marcos abiertos de lectura (ORFs), esquematizados en la Fig. R.7. Uno de ellos, LeuA,
codifica para una proteina de 569 aa, cuya secuencia muestra homologia con [1-IPM

sintasas de diversos organismos. Sobre la secuencia completa, LeuA de S. meliloti GR4
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muestra un 55% de identidad con LeuA de Corynebacterium glutamicum, un 53% de
identidad con LeuA de Mycobacterium tuberculosis, y un 46% de identidad con Leu4 de
Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, la homologia de secuencia fue bastante menor
con respecto a [1-IPM sintasas de bacterias Gram-negativas. Asi, LeuA de S. meliloti y
Escherichia coli solo comparten un 24% de identidad en su secuencia de aa, mientras que
la identidad baja hasta el 21% cuando se compara con LeuA de Salmonella typhimurium.
El alineamiento de la secuencia de LeuA de S. meliloti con algunas de esta proteinas se
muestra en la Fig. R.8, donde puede apreciarse que la secuencia de LeuA de S. meliloti
queda en una posicién intermedia entre las secuencias de las [1-IPM sintasas de bacterias
Gram-positivas y de levaduras.

La proteina LeuA de S. meliloti contiene los dos motivos de aa conservados en las
71-IPM sintasas y homocitrato sintasas descritas hasta el momento (Wang et al., 1991). El
primero de estos motivos, localizado en el extremo N-terminal de este tipo de proteinas
(LRDGXQX;0K) corresponde a los residuos 48-64 de la proteina LeuA de S. meliloti,
mientras que el segundo dominio conservado se extiende entre los residuos 250 a 263
(VSLHPHDRGTGIA), e incluye dos histidinas que parecen ser importantes para la
actividad catalitica de la enzima (Fig. R.6).

Arriba de leuA se identifico un ORF que codificaria para una proteina de 195 aa,
cuya secuencia muestra una fuerte homologia con ClpP de diversas bacterias, proteina que
corresponde a la subunidad catalitica de la serin-proteasa CLP, proteasa dependiente de
ATP (Figs. R.6 y R.7). En la Fig. R.9 se muestra el alineamiento de la secuencia de ClpP
de S. meliloti y las correspondientes ClpPs de otras bacterias. CIpP de S. meliloti muestra
un 57%, 49% y 41% de identidad con CIpP de Pseudomonas aeruginosa, Paracoccus
denitrificans y E. coli, respectivamente.

Corriente abajo de leuA se identificaron dos pequefios ORFs, denominados Orf83 y
Orfl42 (Figs. R.6 y R.7). La secuencia de estas dos posibles proteinas muestra cierta
similitud  (alrededor del 30% de identidad), con los correspondientes miembros de dos
parejas de proteinas putativas identificadas en el genoma de M. tuberculosis. Estas parejas
de proteinas, Rv0623-Rv0624 y Rv0608-Rv0609 (numeros de acceso en EMBL/GenBank
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4013 M 4023

4 Khb——» +— 4 Kb

FIGURA R.5. Perfil de restriccion EcoRIl de césmidos que complementan la
auxotrofia de cepas Leu” de S. meliloti GR4. Se indica el fragmento de 4 Kb que contiene
el gen leuA. M) A-HindlIlI.
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G M K A I K Q A NK P T WE V P Y L P I D PR DV G R S Y E

2350 2370 2390 2410 2430
AAGCGATCATCCGCATCAACTCGCAATCGGGCAAGGGCGGCATCGCCTATATCCTGCAGGAGGACTACGGTATCAATCTGCCGCGCAATC
A I I R I N S Q S G K G GG I A Y I L. Q E D Y G I N L P R N L

2450 2470 2490 2510
TGCAGATCGAGTTCCGTGAGGAAGTCCAGCGCATTACCGACGAGGAAGGCAAGGAGCTGCCCTCGAAGCGCATCCATCAGCGCTTCATCG
Q I E F R E E V Q R I T D E E G K E L P S K R I H Q R F I E

2530 2550 2570 2590 2610
AAAGCTATGTCGAGCAGCCGGGCGCGCGCATCAAGTTCGTCGACCATCACACCTACCCGGCAGGGGAGCACAAGGGCCTGCGCGTCGTTG
s ' Yy v E Q Pp G A R I K F V DHHT Y P A G E H K G L R V V A

2630 2650 2670 2690
CCGCCGAAATCACGGATGGCGGCGAGACCAGGCAGATCGAGGGCAAGGGCACGGGCCCGATCGACGGCTTCATCAATGCGCTGTCGATCT
A E I T D G G E T R Q I E G K G T G P I DG VF I N A L S I Y

2710 2730 2750 2770 2790
ATCTCGGCATCGAACTCTCGGTGGCGGATTACTCCGAGCATTCGCTGCAGCATGGTTCGAACGCCGCTGCGATCGCCTATGTCGAGGTCG
L 6 I E L s VvV A DY S EH S L Q H G S N AAATIAY V E V E

2810 2830 2850 2870
AGTATCCGGGCGGCAAGCTCTTCGGCGTCGGTATCAACACCAATATCGTGGCCGCCTCACTGGAGGCGATCGTCTCGGCTGCCAACCGCG
Yy p G G K L ¥ G Vv I N TNTI VAAS L E ATV S A A N R V

2890 2910 2930 2950 2970
TGCTGGACGTGGTGGGGAAGTGACGCACTTGTCCTCGTGATGGCCCCTTGCCCTGACCCTCTCTCCGCGTGCGGGGAGAGGGGGAACGCC
L DV V G K *
2990 3010 3030 3050
CATTGAACTTGATTTCTATAGGTGGGCTATCCGTTTCGGTATATAAGGATATCCGCGAAAGGATATCCTTATGGCTCTCTACATCAAAGA
M A L Y I K D
Oorf83 —

3070 3090 3110 3130 3150
TCCCACCGTGGACCGAATGGCGGAAAAACTTCAAGAACGCCTAGGTGTCCGCACCAAGACAGATGCTGTCCGCATTGCTCTGCAACACGA
p T Vv DRMAEZXK L Q E RL GV RTKTDAV R I AL Q H E

3170 3190 3210 3230
ACTGGATCGTGTGGAAGACGAAATTCCGCTGCGCGAAAAGCTGGCCGCCTTGCGGCAACAGGCGCGCGACCGGCTAGGCCCGCCTGTTCA
L b RV EDETI P L REKILAAILWIROQOAIRDIRLG P P V H

3250 3270 3290 3310 3330
CGGGATCGATATGAAAAAGCTTATGGATGAGCTTTGGGAGGAGGGCGAGTGAGCTTCGTCGACGCCTCCGTCATCGTTGCGATATTGAAC
G I b M K K L M D E L W EE G E *

v s F VD A S V I vV A I L N
Orfl42 -

3350 3370 3390 3410
GAGGAACCCGGCTTTGAGGAATTGGAAAAGCGCCTGAGCGACGCGGACGGGAAGCTCTGCGTTTCGCCGCTCGTGCGTTTCGAGGCGGTC
E E P G F E E L E KR L s DADGI KL CV S P L V R F E A V

3430 3450 3470 3490 3510
GCCGCACTCACGAGACTGCGCATCATCGCCACGAAGGGCAAAGCAGATCGCAGCGATTTGATTGGCGAAGCCCGTGAGTTGGTCGACAGC
A°A L TR L R I I A T KGIKADI RS DL I G E AR E L V D S

3530 3550 3570 3590
TTCATTCAGGCACTCAGTGCGAGCGAGGTCACGATCGATTCCCACACGGGCGTTCGCGCCCTCGATGCGATGGCCCGCTACGGGAAAGTC
F I O AL S A S E VT I DS HTGV RAIL DA AMAI RY G K V

3610 3630 3650 3670 3690
GCGGGCCACCCGGCGGCCCTAAATCTCGGTGATTGTTTCGCCTATGCGGCCGCGAAGGAGTCTGGGCTGACCCTGATCTACAAGGGGAAT
A G H P AALNILGDCUPFAYAAAIKE S GL T UL I Y K G N

3710 3730 3750 3770
GATTTCTCGCAAACCGACCTGGGTTAGAGCACTTGCGCCTTTCTCCGAAAAGCGGAAATGCTTCCAACATTGACTCATATGCGATAGCCC
D F S Q T D L G *

3790 3810 3830 3850 3870
TGCCTCCTATGGGCAGAAGGTCGCGGCGGCTCGGGGCAGTTCCTCGGTGTTGATCAGTCTCAAATATTCGCCGCCACCGTTTCGGCAAGG
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3890 3910 3930 3950
TCCTGCAGAGCGGGATCGGATGACGGTCCGATCATCACGAATGAGACGCCTTCCCGTTCCCAGGAGACCAAGCCGAGGTCGCCGCGGATG

3970
GTCTCGCTGAATTC

FIGURA R.7. Secuencia de nucleotidos del fragmento EcoRI de 3974 pb que
contiene el gen leuA de S. meliloti GR4. Se muestra también la secuencia de aa de
los ORFs identificados: ClpP, LeuA, Orf83 y Orf142. Los asteriscos (*) indican
codones de terminacion de la traduccion.
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EcoRV EcoRV Binl

EcoR1 Pmil EcoATII \ ( EcoRI
pSP1 ‘ |

ClpP LeuA Orf83 Orf142

1 Kb

FIGURA R.7. Mapa genético del fragmento EcoRI de 3974 pb. Se indican los ORFs identificados.
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CGLEUA 1 ....MSPNDAFIS..APAKIETPVGPRNEGQPAWNKQRGSSMPVNRYMPFEVEVEDISLPDRTWPDKKITVAPQWCAVDLRDGNQALIDPMSPERKRRMFELLVQMGFKEIEVGEP
MTLEUA 1 MTTSESP.DAYTESFGAHTIVKPAGPPRVGQPSWNPQRASSMPVNRYRPFAEEVEPIRLRNRTWPDRVIDRAPLWCAVDLRDGNQALIDPMSPARKRRMEDLLVRMGYKEIEVGEP
SMLEUA I e MILKSHSIKTGMP......... EAAVKYQPYP....QIVLPDRTWPSKAITEAPIWCSVDLRDGNQALVDPMGHDRKARMFHLLLDMGFKEIEIGEP
SCLEU4 1 ...MVKESIIALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLK..... DPSSKYKPFN. .. .APKLSNRKWPDNRITRAPRWLSTDLRDGNQSLPDPMSVEQKKEYFHKLVNIGFKEIEVSFEP
ECLEUA e SQQVIIFDTTLRDGEQALQASLSVKEKLQIALALERMGVDVMEVGEP

CGLEUA 111 SASQTDFDFVREIIEKGMIPDDVTIQVLVQAREHLIRRTFEACEGAKNVIVHEYNSTSILORNVVEFRMDKVQVKKLATDAAELIKTIAQDYPDT. .. .NWRWQYSPESFTGTEVEYA
MTLEUA 116 SASQTDFDEFVREIIEQGAIPDDVTIQVLTQCRPELIERTFQACSGAPRAIVHEYNSTSILORRVVEFRANRAEVQAIATDGARKCVEQAAKYPGT. ..QWRFEYSPESYTGTELEYA

SMLEUA 85 SASQTDYDFARWCVEEGNVSEDVSLQVLVQCRPELIARTFEALEGAHRPIVHEFYNSTSELQRRVVFGKDVAGIKQIATDAAKMITDMAAKAGG. ...GYRFEYSPESFTGTELEVA
SCLEU4 105 SASQTDEFDEFTRYAVEN..APDDVSIQCLVQSREHLIKRTVEALTGAKKATIHTYLATSDMFREIVENMSREEAISKAVEATKLVRKLTKDDPSQQATRWSYEFSPECEFSDTPGEFA
ECLEUA 48 VSSPGDFESVQTIARQ...VKNSRVCALARCVEKDIDVAAESLKVAEAFRIHTFIATSPMHIATKLRSTLDEVIERAIYMVKRARNYTDD. ... vvvv. VEFSCEDAGRTPIADL
CGLEUA 224 KEVVDAVVEVMDPTPENPMIINLPSTVEMITPNVYADSIEWMHRNLNRRDSIILSLHPHNDRGTGVGAAELGYMAGADRIEGCLFGNGERTGNVCLVTLALNMLTQG. ...VDPQL
MTLEUA 229 KQVCDAVGEVIAPTPERPIIFNLPATVEMTTPNVYADSIEWMSRNLANRESVILSLHPHNDRGTAVAAAELGFAAGADRIEGCLFGNGERTGNVCLVTLGLNLFSRG. ...VDPQI
SMLEUA 197 LEICNAVIEIVRPTADNKLIINLPSTVEMATPNIYADQIEWMCRNLDNRENLIVSLHPHNDRGTGIAATDLGLMAGADRVEGTLFGNGERTGNVDVVTLALNMFTQG. ...VDPKL
SCLEU4 219 VEICEAVKKAWEPTEENPIIFNLPATVEVASPNVYADQIEYFATHITEREKVCISTHCHNDRGCGVAATELGMLAGADRVEGCLFGNGERTGNVDLVTVAMNMYTQG. ...VSPNL
ECLEUA 151 ARVVEAAINAGATT...... INIPDTVGYTMPFEFAGIISGLYERVPNIDKAIISVHTHDDLGLAVGNSLAAVHAGARQVEGAMNGIGERAGNCSLEEVIMAIKVRKDILNVHTAT

CGLEUA 336 DFTDIRQIRSTVEYCNQLRVPERHPYGGDLVFTAFSGSHQDAVNKGLDAMAAKVQPGASSTEVSWEQLRDTEWEVPYLPIDPKDVGRDYEAVIRVNSQSGKGGVAYIMKTDHGLQTI

MTLEUA 341 DFSNIDEIRRTVEYCNQLPVHERHPYGGDLVYTAFSGSHQDAINKGLDAM. .KLDADAADCDVD..... DMLWQVPYLPIDPRDVGRTYEAVIRVNSQSGKGGVAYIMKTDHGLSL
SMLEUA 309 DCSDIERIKEVYEYSNOMVIPERHPYVGELVYTAFSGSHQDAINKGMKAIK..QA........ N..... KPTWEVPYLPIDPRDVGRSYEAITRINSQSGKGGIAYILQEDYGINL
SCLEU4 331 DFSDLTSVLDVVERCNKIPVSQRAPYGGDLVVCAFSGSHQDATKKGFNLONKKRAQG. ..o vun.. ETQWRIPYLPLDPKDIGRDYEAVIRVNSQSGKGGAAWVILRSLGLDL
ECLEUA 261 NHQEIWRTSQLVSQICNMPIPANKAIVGSGAFAHSSGIHODGVLENREN. ... vttt YEIMTPESIGLNQIQLN.LTSRSGR.AAVKHRMDEMGYKE

CGLEUA 452 PRSMQVEFSTVVONVTD. ..AEGGEVNSKAMWDIFATEYLER. ..TAPVEQIALRVENAQTENEDASITAELIHNGKDVTVDGRGNGPLAAYANALEK.LGIDVEIQEYNQHARTS
MTLEUA 450 PRRLQIEFSQVIQKIAEGTAGEGGEVSPKEMWDAFAEEYLAP...VRPLERIRQHVDAADDDGGTTSITATVKINGVETEISGSGNGPLAAFVHALAD.VGFDVAVLDYYEHAMSA
SMLEUA 410 PRNLQIEFREEVQRITD...EEGKELPSKRIHQRFIESYVEQP..GARIKFVDHHTYPAGEHKGLRVVAAEITDGGETRHIEGKGTGPIDGFINALSIYLGIELSVADYSEHSLQH
SCLEU4 435 PRNMQIEFSSAVQDHAD...SLGRELKSDEISKLFKEAYNYNDEQYQAISLVNYNVEKFGTER. .RVFTGQVKVGDQIVDIEGTGNGPISSLVDALSNLLNVRFAVANYTEHSLGS

ECLEUA 348 SEYNLDNLYDAFLKLAD...KKGQVFDYDLEALAFIGKQQEE....PEHFRLDYFSVQSGSND.IATAAVKLACGEEVKAEAANGNGPVDAVYQAINRITEYNVELVKYSLTAKGH
CGLEUA 561 GDDAEAAAYVLAEVN....... L RKVWGVGIAGSITYASLKAVTSAVN........... RALDVNHEAVLAGGV........
MTLEUA 562 GDDAQAAAYVEASVTIASPAQPGEAGRHASDPVTIASPAQPGEAGRHASDPVTSKTVWGVGIAPSITTASLRAVVSAVN. ... ...... RAAR. ..o i i it
SMLEUA 521 GSNAAAIAYVEVEYP....... L GKLFGVGINTNIVAASLEAIVSAAN........... RVLDVVGK. ..o i i v i
SCLEU4 546 GSSTQAASYIHLSYRRNAD...NE...... .ttt iitiinnennenns K...AYKWGVGVSEDVGDSSVRAIFATINNIIHSGDVSIPSLAEVEGKNAAASGSA.......
ECLEUA 456 GKDALGQVDIVANYN....... L RRFHGVGLATDIVESSAKAMVHVLNN........ IWRAAEVEKELQRKAQHNEN

FIGURA R.8. Alineamiento de la secuencia de aa de a-1PM sintasas de distintos organismos. El alineamiento se realizo con el
programa Clustal W. En color rojo aparecen los aa conservados en al menos 3 de las secuencias, en azul los cambios conservativos,
y en color gris se muestran los cambios no conservativos. CG, C. glutamicum; MT, M. tuberculosis; SM, S. meliloti; SC, S.
cerevisiae; EC, E. coli.
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SMCLPP I i MRNDDDQEEKK. ... .. TELPLGKETEANLFKSRSIFIYGTITQELAQK. .VCSQLVALAAASDD.DIRLEVNSPGG
PDENCLPP 1 ....MAKISTWTTMTTMTTSAARKGLRTRGSACPRATRSASSISSRAQVIVAGPITDKLAQR. .TVAHLLALAEDSDE .PINMLISSPGG
PACLPP I i MKTDDKDREGGD. .. .. SHGAIGAKLMEYALKVRKVEVTGGVDEKMAKDVEFTVQOLHILASISDD.PIYMEFVNSPGG
ECOLICLPP 1 MSYSGERDNFAPHMALVPMVIEQT...... SRGERSFDIYSRLLKERVIFLTGQVEDHMANL. . IVAQMLFLEAENPEKDIYLYINSPGG
SMCLPP 69 HVESGDSIHDMIKEVKPKVWTIGTGWVASAGALIYV..AAPKEQRLCLPNTRFLLHQPSGGTRGMASDIEIQAREIIKMNERLNRIFSEA
PDENCLPP 84 HVESGDMIHDVIKFIRPTVRTIGLAWVASAGALIFV..GADKENRYCLPNTRFLIHQPSVGIGGTSTDMMIQAEQVRLMRDRLNQIFAEA
PACLPP 72 HVESGDMIFDAIRFITPKVIMIGSGSVASAGALIYFTAAADKENRYSLPNTRFLLHQPSGGIQGPASNIEIYRREIVRMKERLDRIFAEA

ECOLICLPP 83 VITAGMSIYDTMQFIKPDVSTICMGQAASMGAFLLT..AGAKGKRFCLPNSRVMIHQPLGGYQGQATDIEIHAREI LKVKGRMNELMALH

SMCLPP 157 TGQP..VDKIAKDTDRDYWLGAEEAKAYGLVSRIVTSIAEI.....
PDENCLPP 172 TGQP..VERIEKDTQRDFWLNTQEALDYGLLGKVIRSVDELK. ...
PACLPP 162 TGQTPEFTKISADTERDFWLNAEEAVQYGLVNKIIVSEREITLPGQ

ECOLICLPP 171 TGQS..LEQIERDTERDRFLSAPEAVEYGLVDSILTHRN.......

FIGURA R.9. Alineamiento de la secuencia de aa de ClpP de distintos organismos. El alineamiento se realizé con el programa Clustal
W. En color rojo aparecen los aa conservados en al menos 3 de las secuencias, en azul los cambios conservativos, y en color gris se
muestran los cambios no conservativos. SM, S. meliloti; PDEN, Paracoccus denitrificans; PA, Pseudomonas aeruginosa; EC, E. coli.
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792772 y Z97182, respectivamente), muestran la particularidad de que el coddn de
terminacion de la primera de ellas solapa con el codon de inicio de la traduccion de la
segunda, circunstancia que también se da en el caso de la pareja ORF83-ORF142
identificada en S. meliloti. Se desconoce el posible papel de estas proteinas. ORF142
también muestra homologia con diversas proteinas de funcion desconocida presentes en
distintas localizaciones en el genoma de M. tuberculosis (datos no presentados).

Los resultados de una busqueda de secuencias homélogas a LeuA de la cepa GR4
en el servidor publico de la secuencia completa del genoma de la cepa 1021 de S. meliloti
(actualizado a 4 de noviembre de 2000), mostraron la existencia de dos proteinas anotadas
como posibles [1-IPM sintasas, ambas codificadas en el cromosoma de S. meliloti 1021.
Una de ellas, denominada SMc02717, parece corresponder a la proteina [1-IPM sintasa
identificada en este trabajo, con la que muestra un 99% de identidad. La segunda posible
proteina anotada como [1-IPM sintasa, denominada SMc2546, muestra s6lo un 22% de
identidad (40% de similitud) de secuencia con la [1-IPM sintasa de la cepa GR4
caracterizada aqui. Aunque la anotacion de la secuencia del genoma de S. meliloti 1021 es
todavia preliminar, hay que indicar que en el caso de que ambas proteinas se expresen,
solamente la proteina identificada en este trabajo parece poseer actividad [1-IPM sintasa,
puesto que, como se vera mas adelante, cepas leuA derivadas de S. meliloti 1021 son

auxotrofas para leucina.

3. CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE CEPAS AUXOTROFAS DE S.
MELILOTI PORTADORAS DE UNA DELECION DEL GEN LEUA

Dado que los dos mutantes de Tn5 descritos anteriormente mostraban un
comportamiento ligeramente distinto en su interaccion con raices de alfalfa, y con objeto
de determinar claramente el fenotipo simbidtico de cepas leuA de S. meliloti, se construyd
una cepa en la que la mayor parte de este gen estaba delecionado. Para ello, se reemplaz6
un fragmento Pmll-Eco47111 interno al gen leuA de la cepa GR4, por un gen de resistencia
a kanamicina, como se esquematiza en la figura R.10. La idoneidad de la mutacion, fue
verificada mediante hibridacion del ADN gendmico de la cepa frente a una sonda de leuA,
asi como frente a una sonda correpondiente al gen de resistencia a Km introducido (Fig.
R.11).
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Se estudio el comportamiento en vida libre de la cepa AleuA GR410. Como era de
esperar, GR410 se comportd como una auxotrofa para la leucina, y al igual que los
mutantes por insercion de Tnb, carecia de actividad [1-IPM sintasa (Tabla R.1). GR410
solo pudo crecer en medios suplementados con leucina o con el precursor de ésta, [1-
cetoisocaproato ([1-KIC). GR410 no mostr6 crecimiento en medios suplementados con el
intermediario metabdlico [1-KIV, puesto que la mutacion provoca la pérdida de actividad
71-IPM sintasa, y por tanto esta cepa es incapaz de convertir el [1-KIV en [1-IPM (Tabla
R.1). Sorprendentemente, la cepa GR410 tampoco mostrd crecimiento en medios
suplementados con [1-IPM, el producto de la actividad [1-1PM sintasa. Esta ausencia de
crecimiento se mantuvo incluso en medios que contenian hasta 10mM de [1-1IPM. Aunque
es posible que la mutacion tenga algun efecto polar sobre genes situados abajo de leuA, que
podrian estar implicados en el metabolismo de [1-IPM, esta posibilidad puede ser
descartada puesto que tanto la prototrofia como la actividad [1-IPM sintasa fueron
recuperadas tras la introduccion en GR410 de un plasmido que contenia exclusivamente un
gen leuA (pSmleuA, Fig. R.12). Sin embargo no podemos descartar tal efecto polar de la

mutacion en GR410 sobre posibles genes implicados en el transporte de [1-1PM.

TABLA R.1. Actividad [1-1PM sintasa en cepas de S. meliloti *

Cepa 1000 x Actividad especifica
(U / mg proteina)®

GR4 (silvestre) 0.150 7.46 £ 0.22

GR401 0.150 0.116 £ 0.03
GR402 0.150 0.124 +£0.08
GR410 (4leuA) 0.150 0.112+0.14
GR410(pSmleuA) 0.150 24.22 £ 0.26

* La actividad enzimética fue determinada en extractos libres de células
crecidas en MM con 0.4 g/L de glutamato sddico y leucina 200 uM.

% Seindica la cantidad de proteina utilizada en cada reaccion.

® U: 1 unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que cataliza
la formacién de 1 umol de CoA por minuto.
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EcoRV FEcoRV Binl

EcoR1 ( Pmil EcoATII \ K EcoR1
GR4 | | | |

ClpP LeuA Orf83 Orfl142

FEcoRV EcoRV Binl

FeoRl ( Pmll FEcodATIIl \ / FEcoRI
GRa1o | L km

FIGURA R.10. Delecion del gen leuA de S. meliloti GR4. En la cepa GR410, el fragmento PmlI-Eco47111 interno a leuA fue reemplazado
por un gen de resistencia a Km.
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FIGURA R.11. Verificacion de la delecion del gen leuA en la cepa GR410.

A: Hibridacion de ADNs gendmicos digeridos con EcoRI frente al gen de resistencia a
Km. B: Hibridacion frente al fragmento leuA delecionado. 1) Cepa silvestre GR4; 2) Cepa
auxotrofa GR401; 3-6) Distintas colonias tipo GR410; M) A-Hindlll.
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EcoRV EcoRV  Binl
FEcoR1 Pmil Ecod I \ FEcoR1
pSP1
ClpP LeuA Orf83 Orfl42
FcoRV FEcoRV
pSmleuA
LeuA

1 Kb

FIGURA R.12. Esquema del fragmento leuA clonado en pSmleuA. El fragmento EcoRV indicado fue clonado en el vector pJB3Tc19
Sm/Spc.
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Otra posibilidad para explicar la falta de crecimiento de la cepa GR410 en medios
suplementados con [1-IPM es que las células de S. meliloti no sean permeables a este
compuesto. Este parece ser también el caso de S. cerevisiae y Neurospora crassa
(Reichenbecher et al., 1978), y posiblemente también el de E. coli. De hecho la cepa de E.
coli CV512, descrita como LeuA’, tampoco fue capaz de recuperar el crecimiento en
medios suplementados con [1-IPM, aunque si mostré crecimiento en presencia de [1-KIC.
Del mismo modo, cuando se introdujo en esta cepa CV512 el plasmido pSmleuA, que
contiene el gen leuA de S. meliloti clonado en el vector pJB3Tcl9 (Fig. R.12), se
complementé la auxotrofia de esta cepa, permitiendo su crecimiento en medio carente de
leucina o de [1-KIC. Para explorar la posible impermeabilidad de las membranas de S.
meliloti GR4 al [1-IPM, se intentd recuperar el crecimiento de la cepa GR410 en MM
suplementado con distintas concentraciones de [1-IPM (entre 200uM y 10mM) y
cantidades no inhibitorias de varios detergentes, tales como Tween 20 (0.1%), SDS
(0.01%) o bromuro de alkil-trimetilamonio (MTAB, 0.005%). Sin embargo, no se
consiguio el crecimiento de la cepa GR410 bajo ninguna de estas condiciones. Tampoco se
han conseguido aislar mutantes derivados de la cepa GR410 capaces de crecer en MM

suplementado con [J-IPM.

4. COMPORTAMIENTO SIMBIOTICO DE CEPAS AUXOTROFAS PARA
LEUCINA CON UN GEN LEUA DELECIONADO

Se compar0 el comportamiento simbidtico de la cepa GR410 con el de la cepa
silvestre GR4. Como se muestra en la figura R.13, GR410 fue incapaz de formar nodulos
en alfalfa, lo que demostraba de forma clara que el gen leuA es necesario para la
nodulacién de esta leguminosa. El hecho de que el mutante GR402 (leuA::Tn5) sea capaz
de formar nddulos no fijadores, si bien con mucha menor eficiencia que la cepa silvestre
(Fig. R.4), puede explicarse por la localizacion de la insercion del transposén en dicha
cepa. Como se muestra en la Fig. R.3, el Tn5 se encuentra en esta cepa localizado hacia el
extremo 3’ de leuA, lo que permitiria la expresion de una proteina de 466 aa, que todavia
contiene los dominos cataliticos esenciales y que podria, por tanto, mantener cierta
actividad [1-IPM sintasa residual. Aunque esta hipotética actividad residual no fue

detectable bajo nuestras condiciones experimentales (vedse la Tabla R.1), es necesario
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comentar que esta cepa GR402 mostré cierto nivel de crecimiento en placas de MM
carente de leucina o [1-KIC cuando la incubacién se prolongaba por espacio de 10-15 dias.
Este crecimiento tan retardado se observo en picadura, con niveles celulares iniciales
inferiores a 10°, lo que en principio descarta que dicho crecimiento se debiese a reversion
de la mutacion.

Estos resultados mostraban que, a diferencia de lo descrito anteriormente por otros
autores (Truchet et al., 1980), las cepas leuA de S. meliloti son incapaces de formar
nddulos en su planta hospedadora, alfalfa. Aunque los mutantes descritos por Truchet y
colaboradores (1980) no fueron caracterizados genéticamente, tales auxotrofos eran
derivados de la cepa L5-30 de S. meliloti. Para descartar que el fenotipo simbio6tico
mostrado por los mutantes leuA de la cepa GR4 pudiese ser debido a diferencias entre las
cepas GR4 y L5-30, se construyd un mutante AleuA derivado de S. meliloti 1021, que
portaba una delecion de leuA idéntica a la descrita para la cepa GR410. La idoneidad de la
mutacion fue comprobada mediante las correspondientes hibridaciones (datos no
presentados). Este mutante, 1021-01, era auxotrofo para leucina y fue incapaz de nodular
raices de alfalfa bajo nuestras condiciones experimentales, al igual que la cepa GR410.

Cuando se introdujo el plasmido pSmleuA en la cepa GR410, se revertieron todos
los fenotipos asociados a la mutacion en leuA. La cepa GR410(pSmleuA) mostrd
crecimiento prototrofico, recupero la actividad [1-1PM sintasa (Tabla R.1) y manifesto una
capacidad de nodulacién en alfalfa similar a la de la cepa silvestre (Fig. R.13). La actividad
[1-IPM sintasa en esta cepa GR410(pSmleuA) fue 3 veces superior a la determinada en la
cepa silvestre, posiblemente debido a un efecto de la dosis génica (Tabla R.1). Estos
resultados demostraban que todos los fenotipos observados en relacion a mutaciones en el

gen leuA eran debidos exclusivamente a la alteracion de dicho gen.

5. COMPORTAMIENTO SIMBIOTICO DE CEPAS LEUA EN MEDIOS
SUPLEMENTADOS CON LEUCINA O SUS PRECURSORES.

Truchet y colaboradores (1980) describieron que cepas Leu™ de S. meliloti L5-30

recuperaban la capacidad de formar nédulos fijadores en alfalfa cuando se suplementaba la
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FIGURA R.13. Cinética de nodulacion de cepas AleuA. Se muestra la formacion de
nodulos en plantas de alfalfa inoculadas con la cepa silvestre GR4, el mutante GR410, y
con un derivado de éste portador del plasmido pSmleuA.

103



Resultados

104



Resultados

solucion nutritiva de la planta con leucina o con alguno de sus precursores, [1-KIC o [1-
K1V, a pesar de que éste Gltimo compuesto no era capaz de aliviar la auxotrofia de dichos
mutantes. Para explicar esta aparente paradoja, estos autores sugerian, de forma poco
convincente, que el [J-KIV exdgeno podria inducir en la planta la excrecion de mayores
cantidades de leucina, aliviando asi la auxotrofia de los mutantes Leu". Por ello, y a pesar
de las diferencias encontradas, se determind el comportamiento simbidtico de la cepa
GR410 en medios suplementados con leucina o sus precursores.

Simultadneamente a la inoculacion de las plantas con las bacterias, se adicionaron
leucina o sus precursores a la solucion nutritiva vegetal, a una concentracion final de 200
uM. Como control se usaron plantas inoculadas con la cepa silvestre o con la cepa mutante
GR410, a cuyo medio nutritivo se adicion6 el volumen correspondiente de agua
desionizada estéril. Como se observa en la Fig. R.14A, en presencia de leucina o de [1-KIC
exogenos, la cepa GR410 recuperoé la capacidad de nodulacion. Los nodulos formados en
ambos casos fueron similares a los de la cepa silvestre, de color rosado y aparentemente
fijadores de nitrogeno. Aunque en presencia de [1-KIC la cepa leuA mostro una cinética de
nodulacién comparable a la de la cepa silvestre, todavia mostré un restraso considerable en
el caso de la adicion de leucina (Fig. R.14A). La cepa GR410 también recupero la
capacidad de nodulacion en presencia de [1-IPM o [1-KIV exdgenos, a pesar de que
ninguno de estos compuestos era capaz de aliviar la auxotrofia de este mutante. En ambos
casos la nodulacion fue bastante retrasada respecto a la cepa silvestre, particularmente en el
caso de [J-IPM (Fig. R.14A), y se formaron mezclas de nddulos blancos y rosados,
incluso sobre una misma planta.

Para intentar comprender mejor esta restauracion de la nodulacion por dos
compuestos que no son metabolizados por mutantes LeuA’, se llevaron a cabo dos tipos de
experimentos. Por un lado se determind el nivel de leucina excretada por las raices de
alfalfa crecidas en presencia o ausencia de precursores de leucina. Por otra parte, se
determino la capacidad de crecimiento del mutante GR410 a expensas de los exudados
radicales de alfalfa.

La cuantificacion de aa excretados por la raices de alfalfa, presentes en la solucion
nutritiva de las plantas, fue llevada a cabo con la ayuda de Luis Aparicio y la Dra. Isabel
Lopez-Calderon (Universidad de Sevilla). No se detectaron cantidades apreciables de

leucina en nigan caso, salvo cuando este compuesto fue afiadido a la solucién mineral, si
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bien se detectaron cantidades traza de otros aa como alanina. Tampoco Se apreciaron
cambios significativos en la composicion de aa en los exudados radicales de alfalfa a cuya
solucion nutritiva se habian adicionado precursores de leucina, salvo en el caso de la
adicion de [J-KIC, en que se observé un incremento muy significativo de los niveles de
asparagina y alanina acumulados en la solucién mineral de las plantas (datos no
presentados).

En experimentos paralelos a los de nodulacion, se determind el crecimiento
bacteriano en la solucion mineral de alfalfa suplementada o no con leucina o alguno de sus
precursores. Para ello se tomaron alicuotas de la solucion mineral de las plantas inoculadas
y se sembraron las diluciones adecuadas en MM suplementado con leucina y los
correspondientes antibioticos, contabilizando el nimero de células viables presentes en
cada momento en la solucién nutritiva de las plantas. Los recuentos se hicieron a partir de
al menos 5 plantas individuales (1 planta/tubo). Como se muestra en la figura R.14B, en
condiciones control (no adicion de leucina ni de sus precursores) la cepa silvestre GR4
mostro un incremento muy rapido Yy significativo de la densidad celular en la solucion
nutritiva de plantas de alfalfa. Este crecimiento se estabilizé al cabo de 4 dias tras la
inoculacion, posiblemente por agotamiento de algin compuesto exudado por la raiz. Por el
contrario, en las mismas condiciones, el mutante GR410 no mostro crecimiento
significativo (Fig. R.14B), lo que indirectamente evidenciaba que las raices de alfalfa no
excretan suficiente leucina para permitir el crecimiento de mutantes Leu”. La adicién de
leucina a la solucion mineral de la planta permitié un rapido crecimiento del mutante
GR410, cuyo numero se multiplicé por 100 en pocos dias (Fig. R.14B). A pesar de este
crecimiento muy superior al de la cepa silvestre bajo condiciones control, el mutante
GR410 todavia mostraba bastante menor eficiencia de nodulacion (Fig. R.14A). En
presencia de [I-KIC, el mutante GR410 mostr6 cinéticas de crecimiento y de nodulacion
muy similares a las de la cepa silvestre (Fig. R.14 A y B). Cuando se afiadi6 [1-IPM a la
solucion mineral vegetal, no se detectd crecimiento del mutante GR410 hasta 9 dias
después de la inoculacién, momento en que empezaron a aparecer los primeros nédulos
inducidos por esta cepa (Fig. R.14). Puesto que el mutante GR410 no puede utilizar [J-

IPM, y dado que las plantas de alfalfa no parecen excretar una mayor cantidad de leucina
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FIGURA R.14. A: Cinética de nodulacion; B: Crecimiento bacteriano en la solucidén nutritiva de alfalfa de las cepas GR4 y GR410
en presencia o ausencia de leucina (LEU) o sus precursores (a-KIV, a -IPM, a-KIC) afiadidos a la solucién nutritiva de la planta a una

concentracion de 200 puM.
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en estas condiciones, el crecimiento del mutante y la nodulacion simultanea podrian
deberse a la excrecion, inducida por la presencia de [-IPM en el medio, de algun otro
compuesto por parte de las raices vegetales (p.e. un precursor de la leucina como [1-KIC).
Por dltimo, cuando se adiciond [1-KIV al medio no se pudo detectar crecimiento del
mutante GR410 en la solucion mineral vegetal (Fig. R.14B). Sin embargo, bajo estas
mismas condiciones, GR410 mostro cinéticas de nodulacion similares a las alcanzadas en
presencia de leucina (Fig. R.14A).

Los resultados obtenidos en estos tres tipos de experimentos pueden resumirse en
los siguientes tres puntos:
1) En las condiciones experimentales utilizadas, las raices de alfalfa no parecen excretar
suficiente leucina para permitir el crecimiento de cepas leuA a expensas de los exudados
radicales.
2) La adicion de precursores de leucina al medio nutritivo de las plantas no conlleva una
mayor excrecion de leucina por la raiz, si bien se evidenciaron cambios cualitativos y
cuantitativos en los exudados radicales inducidos por el 71-IPM y el [1-KIC exdgenos.
3) La recuperacion de la capacidad de nodulacion por las cepas leuA, inducida por la
presencia de leucina o sus intermediarios metabdlicos en el medio, no esta directamente
relacionada con la recuperacion del crecimiento a expensas de los exudados de alfalfa. Por
ejemplo, mientras que la adicién de leucina provoco un crecimiento exagerado de la
densidad bacteriana dentro de la solucién nutritiva vegetal, la adicién de [J-KIV no
conllevé cambios significativos en el nimero de células. En ambos casos, sin embargo, el
mutante GR410 recuperd el fenotipo Nod*, mostrando cinéticas de nodulacion parecidas.

En otras palabras, estos resultados sugerian la posibilidad de que el fenotipo
simbiotico asociado a mutaciones en el gen leuA no se debiese exclusivamente a la
auxotrofia resultante, y que las mutaciones pudieran estar afectando también a otros

procesos importantes para la nodulacion.
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6. EXPRESION DE LOS GENES DE NODULACION EN CEPAS LEUA" DE S.
MELILOTI

Puesto que los mutantes leuA de S. meliloti no son capaces de inducir la formacion
de nodulos en alfalfa, cabia la posibilidad de que la expresién de los genes de la
nodulacion estuviese alterada en estos mutantes. Para determinar si las cepas leuA son
capaces de inducir correctamente los genes de la nodulacion, se compard la expresion de
fusiones de genes nod al gen informador lacZ, en la cepa GR410 y la cepa silvestre GRA4.
Las bacterias fueron cultivadas en MM suplementado con cantidades variables de leucina ¢
[1-KIC y en medio rico TY, para permitir el crecimiento normal del mutante GR410. Se
determiné la actividad R-galactosidasa en presencia o ausencia de luteolina, el principal
inductor de los genes nod en S. meliloti. En la figura R.15 se muestran los resultados
obtenidos para una fusién nodC-lacZ y una fusion nodH-lacZ. Esta dltima presenta la
particularidad de que se expresa de manera independiente a la luteolina, debido a la
presencia de nodD3 y syrM en el plasmido portador de la fusion. Es conocido que cuando
estos dos genes estan en multiples copias, NodD3 es capaz de activar la expression de
genes nod en ausencia de flavonoides inductores (Maillet et al., 1990; Honma et al., 1990;
Kondorosi et al., 1991; Swanson et al., 1993).

La expresion de la fusion nodC-lacZ en la cepa silvestre fue dependiente de
luteolina, que indujo dicha expresion alrededor de 15 veces, tanto en MM como en medio
TY (Fig. R.15). Por el contrario, esta fusion sélo fue inducida 2 6 3 veces por luteolina en
el mutante GR410, tanto en medio MM adicionado de leucina o [1-KIC, como en medio
TY (Fig. R.15). Esta incapacidad del mutante leuA para inducir la expresion de nodC a
niveles similares a la cepa silvestre en respuesta a la luteolina, se observo también en
presencia de diferentes concentraciones (entre 200 uM y 5mM) de leucina o [1-KIC (datos
no presentados).

La expresion de la fusion nodH-lacZ, como era de esperar, fue independiente de
luteolina. A diferencia de la fusion nodC-lacZ, la fusion nodH-lacZ se expresé a altos
niveles tanto en la cepa silvestre como en el mutante GR410 en todos los medios
empleados (Fig. R.15).
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FIGURA R.15. Expresion de fusiones de nodC y nodH a lacZ en la cepa silvestre de S. meliloti GR4 y en la cepa leuA GR410. La
actividad p-galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada en MM + leucina 200uM (A) y en medio TY (B), en ausencia (-L) 0
presencia (+L) de luteolina 5 uM. Se obtuvieron resultados similares en MM suplementado con distintas cantidades de leucina o a-KIC.
Los datos son la media de 3 experimentos. Las barras muestran la desviacion estandar.
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Por otro lado, se ensayo la expresion de los genes reguladores nodD1 y nodD3 de
S. meliloti, utilizando las correspondientes fusiones a lacZ (plasmidos pRmM61 y
pGMI149-lacZV40, respectivamente). En MM con leucina o [J-KIC, la fusion nodD1-lacZ
se expresO en el mutante GR410 un 50% menos que en la cepa silvestre, si bien dicha
expresion fue casi idéntica en ambas cepas cuando las células fueron crecidas en medio TY
(Fig. R.16).

Por su parte, la expresion de nodD3 resulté ser ligeramente inducible por luteolina,
tanto en el mutante como en la cepa silvestre crecidos en MM suplementado con leucina o
71-KIC. En cambio, en medio TY la inducibilidad por luteolina fue menor, y en el caso del
mutante GR410, practicamente indetectable (Fig. R.16).

La expresion de genes nod no fue determinada en medios suplementados con []-
IPM o [1-KIV pues, como se ha visto anteriormente, estos compuestos no son
metabolizados por mutantes LeuA™ ni permiten su crecimiento. La induccion de la fusién
nodC-lacZ si fue determinada en medios suplementados con [1-1PM y alguno de los dos
compuestos que permiten el crecimiento de las cepas LeuA™ (leucina o [1-KIC). En este
caso los resultados similares a los obtenidos en medios que contenian leucina o [1-KIC
so0lamente, esto es, se mantenia en el mutante GR410 la baja inducibilidad por luteolina de
la fusion nodC-lacZ en respuesta a luteolina (datos no presentados).

Estos resultados indicaban que la expresion de los genes nodD1 y nodD3 no esta
significativamente alterada en las cepas leuA de S. meliloti, como tampoco parecia estarlo
la actividad de la proteina NodD3, a tenor de los datos de expresion de la fusion nodH-
lacZ, dependiente de NodD3 e independiente de luteolina. Por el contrario, la induccién de
la fusion nodC-lacZ, dependiente de luteolina y NodD1, si estaba alterada de manera
significativa en la cepa leuA GR410. A pesar de esto, la cepa GR410 mostro cierta
induccion por luteolina (10-15% de la cepa silvestre) de la expresion de nodC en medios
que contenian leucina o [I-KIC, compuestos que deben estar presentes en el medio
nutritivo para que estos auxotrofos puedan crecer normalmente. Debe remarcarse aqui
que, como se ha visto anteriormente, en presencia de dichos compuestos, la cepa GR410
fue capaz de nodular raices de alfalfa (Fig. R.14A). Esta recuperacién de la capacidad de
nodulacién podria estar ligada a la ligera induccion de genes nod observada en presencia

de leucina o a-KIC.
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En S. meliloti, la proteina NodD1 es la principal responsable de la activacién de los
genes de la nodulacion en respuesta a la luteolina. Por tanto, los resultados sugerian la
posibilidad de que la mutacion en leuA tuviese efectos negativos sobre la activacion de
genes de la nodulacion en respuesta a flavonoides mediada por NodD1, ain cuando la
activacion por NodD3 no parecia estar afectada.

7.- EXPRESION DE GENES NOD EN CEPAS SUPERPRODUCTORAS DE
PROTEINAS NODD.

Como se ha descrito anteriormente, los resultados apuntaban la posibilidad de que,
ademas de una auxotrofia para leucina, las mutaciones en leuA tuviesen un efecto negativo
sobre la activacion de genes nod por flavonoides. En ausencia de leucina o sus precursores,
las cepas leuA de S. meliloti son incapaces de formar nodulos en su planta hospedadora,
alfalfa. En cambio, en presencia de leucina exdgena o de sus precursores, estos mutantes
son capaces de nodular, y muestran una débil, pero cuantificable induccion de genes nod.
Por tanto, se hacia necesario determinar la induccién de genes nod en cepas leuA
cultivadas en medios carentes de leucina o sus precursores.

Con objeto de determinar la activacion de genes nod por NodD1 y NodD3 en
ausencia de leucina o precursores de leucina, se llevaron a cabo una serie de experimentos
utilizando cepas que sobreproducen bien la proteina NodD1, o bien NodD3. Es necesario
recalcar de nuevo que los mutantes LeuA™ no pueden crecer en medios carentes de leucina
0 [I-KIC y que, por tanto, si alguno de estos dos compuestos no esta presente en el medio
de cultivo, la Unica otra situacion en que las cepas silvestre y mutante pueden ser
fisiologicamente comparables es en medios carentes de una fuente de nitrégeno
combinado. En este tipo de medio se llevo a cabo el ensayo de expresion de una fusion a
lacZ del promotor de nodA de R. leguminosarum (plasmido pMP154), en células de la cepa
silvestre GR4 y de la mutante GR410, que sobreproducian las proteinas NodD1 o NodD3.
Esta fusion so6lo es inducida ligeramente (2-3 veces) por la cepa silvestre GR4 en presencia
de luteolina. Sin embargo, como se vera mas adelante, se expresa a niveles elevados

cuando las células producen un exceso de proteinas NodD. El uso de la fusién
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FIGURA R.16. Expresion de fusiones de nodD1 y nodD3 a lacZ en la cepa silvestre de S. meliloti GR4 y en la cepa leuA GR410. La
actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada en MM + leucina 200uM (A) y en medio TY (B), en ausencia (-L) o presencia
(+L) de luteolina 5uM. Los datos son la media de 3 experimentos. Las barras muestran la desviacion estandar.
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nodA-lacZ (clonada en un vector IncQ) vino impuesto por su compatibilidad con los
plasmidos (de tipo IncP) desde los que se expresan nodD1 o nodD3 bajo el control del
promotor trp (plasmidos pRmE43 y pRmME65). La actividad 3-galactosidasa se midié en
células incubadas durante 6 horas en medio sin fuente de nitrdgeno combinado, al que se
adiciono leucina o sus precursores, en presencia o ausencia de luteolina 1uM.

Como se observa en la figura R.17, la induccién de la fusion nodA-lacZ en células
de la cepa silvestre que sobreproducen NodD1 fue estrictamente dependiente de la
presencia de luteolina en el medio. Dicha induccion fue observada claramente y a niveles
similares en todas las condiciones ensayadas. Los niveles de expresion fueron algo
superiores en medio con leucina, posiblemente debido a que este compuesto alivia, al
menos parcialmente, la limitacion de nitr6geno impuesta. Por el contrario, la induccion no
se observd en el caso de la cepa mutante GR410 a menos que en el medio estuvieran
presentes la leucina o su precursor [1-KIC (Fig. R.17). En ausencia de estos compuestos, la
cepa mutante, a diferencia de la cepa silvestre, no fue capaz de llevar a cabo la activacion
de la fusion nodA-lacZ . La activacion no se observo en presencia de [1-IPM ni de [1-KIV.
Como se ha visto anteriormente, las células de S. meliloti podrian no ser permeables al [1-
IPM, mientras que el [1-KIV no puede ser metabolizado debido a la limitacion de
nitrégeno y al efecto de la mutacion en leuA. Con leucina o [1-KIC los niveles de actividad
R—galactosidasa alcanzados por el mutante GR410 fueron similares a los de la cepa
silvestre (Fig. R.17). Esto podria sugerir que la activacion por NodD1 necesita de leucina o
a-KIC. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que cuando la cepa leuA producia una
cantidad normal de proteina NodD1, ninguno de estos compuestos consiguio restaurar la
activacion de la fusion nodC-lacZ (vease la Fig. R.15) a los niveles de la cepa silvestre. Es
posible que en ambas situaciones (Fig. R.15 y R.17) la proteina NodD1 sintetizada por la
cepa leuA no sea completamente activa. Debe tenerse en cuenta que en el caso de la baja
induccion de nodC, cuando las células producen una cantidad normal de proteina NodD1,
los niveles de actividad [3-galactosidasa derivada de la fusion pudieran estar limitados por
la actividad de NodD1 en el mutante. Por el contrario, en el segundo caso, en que existe un
exceso de NodD1, la actividad 3-galactosidasa en la cepa silvestre podria estar limitada por
el nimero de copias de la fusién nodA-lacZ.

Por otra parte, la expresion de la fusion nodA-lacZ en células que sobreproducen la

proteina NodD3 fue independiente de la existencia de luteolina en el medio de cultivo.
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Ademas, se observaron niveles similares de expresion tanto en la cepa silvestre como en la
cepa LeuA’ y en todas las condiciones ensayadas (Fig. R.18).

Estos resultados evidenciaban una vez mas que la capacidad de NodD1 para activar
genes nod en respuesta a la luteolina estéa alterada en cepas LeuA™ de S. meliloti, mientras
que la activacién por NodD3, que no necesita de flavonoides, ocurre de manera similar a la
cepa silvestre.

En vista de estos resultados, cabia la posibilidad de que una sobreproduccién de
NodD3 pudiera restaurar la capacidad de nodulacion de cepas leuA de S. meliloti. Distintos
autores han demostrado que dobles mutantes nodD1-nodD2 de S. meliloti, que son
incapaces de activar los genes de la nodulacion en respuesta a los flavonoides de la planta,
todavia son capaces de nodular alfalfa, aunque con una eficiencia muy disminuida
(Gottfert et al., 1986; Honma y Ausubel, 1987; Honma et al., 1990). Esto es debido a la
existencia de nodD3. Sin embargo, ni la cepa GR410(pRmE43) ni GR410(pRmEG5), que
sobreproducen las proteinas NodD1 y NodD3, respectivamente, fueron capaces de formar
nddulos en raices de alfalfa.

En su conjunto, los resultados obtenidos evidenciaban que el fenotipo Nod
mostrado por mutantes leuA de S. meliloti se debe posiblemente a la combinacion de dos
efectos provocados por la mutacion: la auxotrofia para leucina, que provoca una limitacion
nutritiva en la rizosfera de alfalfa y, por otra parte, una incapacidad para activar
correctamente la expresion de los genes de nodulacion en respuesta a las moleculas sefal
de tipo flavonoide excretadas por la planta hospedadora. A tenor de los resultados, las
cepas leuA todavia podrian expresar los genes de la nodulacion a través del circuito
NodD3-SyrM, pues como se ha visto ni la expresion de nodD3 ni la actividad de su
producto parecen estar significamente afectados en estos mutantes. Sin embargo las cepas
leuA son incapaces de nodular, posiblemente debido a que las raices de alfalfa no parecen
excretar cantidades apreciables de leucina, o de algun intermediario metabolico que alivie

la limitacién nutritiva de estos mutantes.
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Actividad B-galactosidasa*

Medio de GR4 GR410
cultivo - L + L - L + L
MM - Nitrog. 49.29 + 28 657.18 + 96 60.86 + 54 127.00 + 84
MM + KIV 53.53 + 37 853.55 + 196 69.43 + 58 128.23 + 58
MM + IPM 54.26 + 13 626.46 + 20 113.68 +110 143.30 £ 72
MM + KIC 58.66 + 24 733.43 + 227 77.80 £ 57 1169.30 + 235
MM + LEU 58.08 + 24 1936.03 + 166 81.23 + 27 1996.30 + 44
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FIGURA R.17. Expresién de la fusién nodA-lacZ (pMP154) en cepas de S. meliloti que sobreproducen NodD1.* Unidades Miller.
—L, en ausencia de luteolina; +L, en presencia de luteolina 1uM. Los datos son media de 3 experimentos + Desviacion estandar.
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Actividad -galactosidasa*

Medio de GR4 GR410
cultivo -L + L -L +L
MM - Nitrog. 736.5+ 378 868.10 + 321| 815.00 + 310 854.05 + 498
MM + KIV 799.01 + 430 812.50 £ 350| 925.51 +177 1011.03 £ 291
MM + IPM 852.50 + 281 1009.04 + 264 11338.50 + 240 1093.10 + 39
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FIGURA R.18. Expresién de la fusién nodA-lacZ (pMP154) en cepas de S. meliloti que sobreproducen NodD3.* Unidades Miller.
—L, en ausencia de luteolina; +L, en presencia de luteolina 1uM. Los datos son media de 3 experimentos + Desviacion estandar.
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8. CARACTERIZACION DEL GEN LEUC DE S. MELILOTI

En vista de que la ausencia de actividad [1-IPM sintasa en S. meliloti conlleva la
pérdida de la capacidad de nodulacion asociada a una incapacidad para inducir
correctamente los genes de la nodulacion en respuesta a los flavonoides de la planta, se
llev6 a cabo la caracterizacion de otro gen leu de S. meliloti GR4. El objetivo era
determinar si la ausencia de otras actividades enzimaticas de la ruta biosintética de leucina
tenian también efectos negativos sobre la nodulacién y, especialmente, sobre la induccién
de genes nod.

Ademéas de leuA, la biosintesis de leucina en bacterias requiere de otros tres
genes especificos: leuCD codifican para las dos subunidades de la [1-isopropilmalato
isomerasa (isopropilmalato deshidratasa), que cataliza la conversion de [1-IPM en R-
IPM, mientras que leuB codifica para una R-IPM deshidrogenasa, que cataliza el
paso de B-IPM a [1-KIC. Este Gltimo compuesto es el precursor directo de la leucina,
que en E. coli puede ser sustrato para dos aminotransferasas distintas. Se decidio
caracterizar el gen leuC de S. meliloti GR4, que codifica para la subunidad mayor de
la [-IPM isomerasa. Para ello se hizo uso de la secuencia parcial (1X) del genoma de

S. meliloti 1021, obtenida por la Dra. S. Long y colaboradores, en la Universidad de

Stanfor (Estados Unidos; http://cmgm.stanford.edu/~mbarnett/1xgenome.htm). Utilizando
la secuencia de la proteina LeuC de Azotobacter vinelandii, se hizo una busqueda,
mediante el programa Blast, de secuencias que pudieran codificar para una putativa LeuC
en S. meliloti 1021. Se identificaron dos clones, 423059F02.x1 y 423122G10.x1, que
contenian la secuencia de nucledtidos del extremo (truncado) 5 y del extremo 3’,
respectivamente, del posible gen leuC de esta bacteria. A partir de dicha secuencia se
sintetizaron dos oligonucledtidos, leuC-F1 (5’-CGACGGAACCTGTCTTCTCT-3’) y
leuC-R2 (5’-TAACCGGCTATTTCCACTCG-3’), que se utilizaron en una reaccion de
amplificacion del ADN gendmico de S. meliloti GR4 mediante PCR. Se obtuvo un Unico
producto de amplificacion, de 1355 pb (Fig. R.19). Dicho fragmento de ADN fue clonado
en el vector PCR-TOPO 3.9 kb para facilitar su secuenciacién en ambas cadenas. La
secuencia de nucledtidos se muestra en la Fig. R.20, asi como la secuencia de aa deducida
de la misma. Este fragmento de ADN contiene un gen leuC casi completo, a falta del

extremo 5°, como era de esperar dado que uno de los cebadores de amplificacion (leuC-F1)
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se disefid a partir de la secuencia interna a la zona codificante del gen. La secuencia de
aminoacidos deducida para la proteina LeuC’ muestra mas del 60% de identidad con la
secuencia de [1-IPM isomerasas de hongos y de diversas bacterias. Mientras que en
procariotas la [1-1PM isomerasa es codificada por dos genes diferentes, leuCD, en hongos
esta proteina consta de una Unica subunidad que corresponde a una fusion LeuCD. El
alineamiento de la secuencia de LeuC’ de S. meliloti con otras proteinas se muestra en la
Fig. R.21. Ademas, en la secuencia deducida para LeuC’ estan presentes los dos motivos
Aco-1 y Aco-2 conservados en aconitasas y [I-IPM isomerasas. El motivo Aco-1
corresponde a los residuos 321-327 de LeuC’ de S. meliloti GR4, mientras que la secuencia
Aco-2 se extiende entre los aa 381-384. Estos resultados evidenciaban de manera bastante
fiable que el ADN amplificado y clonado correspondia a un gen leuC.

Posteriormente se construyd un mutante en este gen leuC, mediante la introduccion
de un gen de resistencia a Sm/Sp en el Unico sitio Aatll existente en el fragmento clonado,
tal y como se esquematiza en la Fig. R.22. La idoneidad de la mutacion tras el intercambio
alélico en el genoma de S. meliloti GR4 fue verificada mediante hibridacion (Fig. R.23).

Sorprendentemente, la cepa leuC GR440 mostrd crecimiento prototrofico. Ademas,
fue capaz de formar nddulos de manera similar a la cepa silvestre en raices de alfalfa (Fig.
R.24) Estos resultados indican que en el genoma de S. meliloti GR4 existe una segunda
copia de leuC, o bien existe otra proteina que puede sustituir a la proteina LeuC en su
actividad enzimatica. La hibridacion del ADN gendmico de GR4 con una sonda leuC, en
condiciones de alta astringencia no mostro otras sefiales de hibridacion mas que aquéllas
correspondientes al gen leuC caracterizado (Fig. R.23). La busqueda de secuencias
homologas en el servidor Blast de la secuencia completa del genoma de S. meliloti 1021
dio como resultado dos proteinas: una anotada como isopropilamalato deshidratasa y que
extrafiamente s6lo muestra un 93% de identidad con la proteina LeuC de GR4. La otra
proteina con cierto nivel de homologia es la anotada como aconitasa. Aconitasas e IPM
deshidratasas comparten dos motivos aminoacidicos (Aco-1 y Aco-2) conservados en
ambos tipos de proteinas. De hecho, la reaccion enziméatica que llevan a cabo es muy
parecida. Por tanto, la mutacion introducida en el gen leuC caracterizado no provoco la
auxotrofia que era de esperar, y posiblemente como consecuencia de ello, la cepa LeuC”

obtenida no mostré ninguna diferencia en su comportamiento simbidtico con respecto a la
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leuC-F1

5 CGACGGAACCTGTCTTCTCT EcoRI Aatll

=

LeuC’

TAACCGGCTATTTCCACTCG 5

leuC-R2

0.5Kb

FIGURA R.19. Representacion esquematica del fragmento de PCR que contiene un gen leuC de S. meliloti GR4.

Se muestra la secuencia de los cebadores ( leuC-F1 y leuC-R2) utilizados en la reaccion de amplificacion.

125



Resultados

126



Resultados

10 30 50 70 90
‘“‘"GGAACCTGTCTTCTCTACATCGACTGTCACCTCGTTCACGAGGTGACGAGCCCGCAGGCCTTCGAGGGACTGCGCATGGCTGGGCG

BE: T ¢ I L. ¥ ¥ D€ H ItV HEV ™S PQ2aFEBEG6L R M A G R

110 130 150 170
:AAQGTTCGCGCCCCGGAAAAGACGCTCGCCGTCGTCGATCACAACGTCCCGACTTCGCCGGACCGCCATCTCGGCATCAAGAACGAGGA
Ve 2. P B KT B B VWV D CH NV P OT S P B R UH LG T KN E E

190 210 230 250 270
22 CCCGCATCCAGETCGAGCCGCTCGCCAGGAACGCCGCGGATCTCGGCGTCGAATATTATTCGGAARATGACAAGCGCCAAGGGATCGT
P 0 VvV E A Lhu A RN A A D E G V E ¥ ¥ S E N D Ko SRV @ G TR

290 310 330 350
~CACATCETCEATCCEGAGCAGEGCTTCACGCTGCCGGGCATGACGATCGTCTGCGGCGACAGCCACACTTCGACGCACGGCGCTTTCGE
BN P B0 G BT Do B @M TTS Ve € DRsk HETo S T eH G A F G

370 390 410 430 450
TGCECTCECGCACGGCATCGECACCTCCGAGGTCGAGCATGTCCTGGCCACGCAGACGCTGATCCAGAAARAGGCGAAGAACATGCTGGT

P e @ TS E v B oHSVA A MEOST L T eETK SR AR K NS M T

470 490 510 530
S CGCGTCEACGGCCAATTGCCGCCEEECETCACCGCAAAGGACATCATCCTTGCGATCATCGGCGAGATCGGCACCGCGGGCGGCACCEG
B ¢ 9 L P PV T A RSB FTeE S AS [ G Ge MECA (GE G T G

550 570 590 610 630
CCACGTCATCGAATTCGCCGETCAAGCGATCCGGTCCCTGTCTATGGAAGGCCGCATGACCGTCTGCAACATGACGATCGAAGGCGGCGC
B R P A6 B AT RS DS MUE € R M TOV CON M TS EEG G A

650 670 690 710
SCGCECCEEECTCATCGCACCECGACGAAACCACTTTCGAGTACATCAAGCACAAGCCGCGCGCTCCCAAAGGCGAGGCCTGGGACAGGEC
gt T A P 'D E T T E E ¥.I . KR, BUksP R A CPEK G BA SWaE DEER A

730 750 770 790 810
SETCGAATACTCGAAGACCGCTGCACATGGACGAAGECECCCATTACGACCGCGTCGTCGTGCTCGATGCCGCCAATCTGCCGCCGATCGT
LR T T H M D E-G ALH ¥YSED R VAV MR DEA A N L Bl PV

830 850 870 890
TTCCTGGEGCTCCTCGCCGGAAGACGTCGTCTCCGTACAGEGCCTGGTTCCCAACCCTGACGACATCCAGGACGAGACGAAGCGGACCTC
Bl ERGCE . o D B D WSV oS-V 0 a6 VeV BUNE S BioBDE SR S OEEDE ES R ke RS

910 930 950 970 990

C2 A GTGGECETCCGCTCGACTATATGGECCTGAAGCCCAGGCACGAAGATCACCGATATCGCCATCGACCGGCTGTTCATCGGCTCCTGCAC

S AT D Y M G0 I K APE e ST K Lo Teeps T AR SR BVE B W GRS C il
1010 1030 1050 1070

CAATCGCCCCATCCACGACCTGCGCGCCGTCECCCAGETEETCCAAGGCCGCAAGGTCTCCCCGACCGTTTCGGCGATGATCGTTCCGGG

MEc " F D L. R.A VA EBE ¥ VE G R K ¥V SP ITIVES AM ToV PG

1090 1110 1130 1150 1170
CTCCGCECCTCETCAACGAACAGGCGGAAGCGGARGGCCTGCACAAGATCTTCAAGGAAGCGGGCTTCGACTGGCGCCGAGCCCGGCTGCTC
ScYT VvV K E. O A E A E G B D KT E K E AW ED W R E P G C S

1190 1210 1230 1750
CATCTCCCTCCCGATGAACGACGACCGGCTGAAGCCTEGCGAACGTTGTGCCTCCACATCGAACCGCAACTTCGAAGGCCGTCAGGGCTT
eI M N DD R E K B € B R € A S T SIN R NoEFLG REO G E

1270 1290 1310 1330 1350
CA2CGGGCECGCACGCATCTCCTTTCTCCEGCAATGGCGECTEGCGECGGCGGTCGCCGGTCATTTTGTCGACATTCCGCGAGTGGAAATAGCC
KEECOR - O L LS P A M ANA A A AV ACG HEE W ERE T BE W K ¥

BT

FIGURA R.20. Secuencia de nt del fragmento de PCR que contiene leuC’ de S. meliloti.
Se muestra también la secuencia de aa deducida para la proteina correspondiente.
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O L
N
RPID 679 RYPGGE..VPFDVEPFRKHCLVNGLDDIGLTMQKADLIEAFEAKRSQTWPWLDGKDY . . .AGKATKFTPVATNTAKKQKLDW
SPID 685 TYGDKQ..VKFDVEPFRKHCLVNGLDDIGLTLQKETMIDAFEAAREENFPWMNIK. ... .. RSRARLSPVKSNKQSSSRNDW
S0 L
UMID 692 ITADGKEKFSFETPEFTRHCLINGLDDIALTLQRDAQIGAFERNRSTHTPWLDGFGYHANSNSSSLLDSAKPLVNNVTATDW
O
[

FIGURA R.21. Alineamiento de la secuencia de aa de IPM deshidratasas de distintos organismos. El alineamiento se realizé con el programa Clustal W. En color
rojo aparecen los aa conservados en al menos 4 de las secuencias, en azul los cambios conservativos, y en color gris se muestran los cambios no conservativos. RPID,
IPM deshidratasa de Rhizomucor pusillus; SPID, IPM deshidratasa de Schizosaccharomyces pombe; SM, S. meliloti; UMID, IPM deshidratasa de Ustilago maydis; EC,
E. coli; AV, Azotobacter vinelandii.
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Sspl EcoRI Aatll Bglll
GR4 | L |
LeuC’
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GR440 — Km —
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FIGURA R.22. Mutacion de leuC de S. meliloti por insercion del gen de resistencia a kanamicina (Km) en el sitio AatllI.

A B
1 2 M 1.2 M
e .

N

FIGURA R.23. Comprobacién de la mutacion en la cepa leuC GR440. A) Hibridacion utilizando como sonda leuC; B) Sonda
pHP45Q-Km. 1) GR4/EcoRI; 2) GR440/EcoRI; M) A-HindllI.
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cepa silvestre (Fig. R.24). Estos resultados imposibilitan, a la espera de obtener cepas
auxotrofas carentes de actividad IPM deshidratasa, verificar el papel de esta actividad
enzimatica de la ruta de biosintesis de leucina en el establecimiento de la simbiosis con

alfalfa.

9. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA REGION LEUA DE R.
LEGUMINOSARUM BV. VICIAE UPM791

La estrategia utilizada para la caracterizacion de la region leuA de R.
leguminosarum bv. viciae UPM791 se basdé en la complementacién genética de la
auxotrofia del mutante GR401 de S. meliloti con una genoteca de la cepa UPM791. Los
cosmidos de la libreria fueron introducidos en el mutante por conjugacion triparental,
seleccionando colonias capaces de crecer en MM con Tc, Km y sin leucina. Como
resultado de esta complementacion se identificaron tres cosmidos (pRIv7911, pRIv7912 y
pRIV7913), los cuales permitian crecer al mutante GR401 en MM sin leucina. Estos tres
césmidos contenian varios fragmentos EcoRI comunes, entre ellos uno de 3.7 Kb. La
hibridacion de los tres cdsmidos digeridos con EcoRI frente a una sonda marcada del gen
leuA de S. meliloti (Fig. R.25), reveld que presentaban sefial de hibridacion en un
fragmento de 3.7 kb. Ademéas, como muestra la figura R.25, presentaban una segunda
sefial méas débil en un fragmento de mayor tamafo, lo cual indicaba que el gen leuA de R.
leguminosarum bv. viciae no se encontraba de forma completa en el fragmento de 3.7 kb.

El fragmento EcoRI de 3.7 kb fue clonado en el vector pUC18, obteniendo el plasmido
pSPL1 (Fig. R.26), el cual se secuencid en ambas cadenas. También se clon6 en
pBlueScript un fragmento Xhol de 4 kb del cosmido pRIv7911, el cual también hibridaba
con el gen leuA de S. meliloti, obteniendo el plasmido pSPL2 (Fig. R.26). Se subclono el
fragmento interno EcoRI-Xhol, obteniendo el plasmido pSPL22. (Fig. R.26).

El analisis de la secuencia de nucle6tidos completa de los fragmentos EcoRI de 3.7
kb y EcoRI-Xhol de 1.14 kb permitié identificar 3 posibles marcos de lectura (ORFS),
denominados ClpP, Orf422 y LeuA, los cuales se esquematizan en la figura R.26.

La proteina LeuA deducida de la secuencia contiene 591 aa, si bien esta seria de
s6lo 583 aa si se considera como codon de iniciacion de la traduccion el AUG en posicidn
2410 (Fig. R.27). LeuA de la cepa UPM791 es muy similar a LeuA de S. meliloti. Ambas

proteinas muestran un 85% de identidad de secuencia. En la figura R.28A se detalla la gran
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homologia entre ambas proteinas. En la secuencia de LeuA de R. leguminosarum bv.
viceae UPM791 también existen los dominios conservados en otras a-isopropilmalato
sintasas. (Fig. R.27).

Arriba de leuA se identificaron dos ORFs. Uno de ellos codifica para una proteina
de 194 aa, que presenta gran homologia con CIpP de S. meliloti. El alineamiento de ClpP
de S. meliloti y de R. leguminosarum bv. viceae se muestra en la figura R.28B.

A diferencia de lo que ocurre en S. meliloti, entre LeuA y ClpP, se identificé una
posible proteina (Orf 422), cuya secuencia muestra homologia con una proteina de
membrana transportadora de benzoato (BenE) presente en diversas bacterias. En la figura
R.29 se muestra el alineamiento de la secuencia de este Orf 422 y las correspondientes
BenE de otras bacterias (Acinetobacter calcoaceticus, E. coli y Pseudomonas putida).

Corriente abajo de leuA no se ha identificado ningun posible Orf que muestre
homologia con secuencias de proteinas depositadas en los bancos de datos.

10. ANALISIS FILOGENETICO DE LOS GENES LEUA DE S. MELILOTI Y R.
LEGUMINOSARUM

Como se muestra en la Fig. R.28A, las proteinas LeuA de S. meliloti y R.
leguminosarum bv. viciae son muy parecidas en su secuencia. Al igual que se habia
observado para LeuA de S. meliloti GR4, la secuencia de aa de la proteina LeuA de R.
leguminosarum UPM791 es mas parecida a la secuencia de [I-IPM sintasas de bacterias
Gram-positivas y levaduras que a las de otras bacterias Gram-negativas, filogenéticamente
mas cercanas a Rhizobium (datos no presentados). Una posible explicacion a esta aparente
paradoja es que el gen leuA de Rhizobium haya sido objeto de transferencia lateral. Por ello
se llevo a cabo un analisis filogenético de [I-IPM sintasas de distintos origenes en base a la
secuencia de aa de estas proteinas. Este estudio se llevo a cabo con la secuencia deducida
para [I-IPM sintasas de 20 organismos diferentes, fundamentalmente bacterias,
cianobacterias, plantas y levaduras. Se realizd un alineamiento de las secuencias con el
programa ClustalW, a partir del cual se realiz6 un analisis con el paquete de programas
PHYLIPP hasta obtener el dendograma de la Fig. R.30. El resultado, con ser limitado por

el namero de secuencias empleadas, deja ver de manera bastante grafica la mezcla
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Figura R.24. Cinética de nodulacion de la cepa GR440 (leuC) de S. meliloti en alfalfa.
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FIGURA R.25. Aislamiento del gen leuA de R. leguminosarum bv. viciae UPM791.

A: Perfil de restriccion de césmidos que complementan la auxotrofia de GR401. B:
Hibridaciones frente a leuA de S. meliloti.

1) ADN de UPM791 digerido con EcoRI; 2) ADN de UPM791 digerido con BamHlI; 3)
ADN de UPM791 digerido con Hindlll; 4-6) pRIv7911, pRIV7912 y pRIV7913,
respectivamente, digeridos con EcoRI; 7) ADN de GR401 digerido con EcoRI; M) A-
Hindlll
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EcoRl Xhol EcoRl
Sphl Bglll
EcoRl Xhol
pSPL22 (1.140 Kb)
Xhol EcoRl Xhol
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ClpP Orf422 LeuA

FIGURA R.26. Mapa genético de la region leuA de R. leguminosarum bv. viciae UPM791. Se muestran el fragmento EcoRI/Xhol
secuenciado y los Orfs identificados, asi como los subclones empleados para la obtencién de la secuencia.
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10 30 50 70 90
GAATTCATCTCCAAGAGGTTCGAATGAACGACGAAGACCAGGACGACAAGACGAAGGAACTGCCGCTCGGCAAGGAAACGGAGGCGAATC
Mo Mo B Rt iDE-0L D DK ThaRe BE T cPLL 6 Kl SR e N T

ClpP -

110 130 150 170
TTTTCAAGTCGCGTTCGATCTTCATCTACGGACCGATCAATCAGGAATTGGCGCAGAAGGTCTGCTCGCAGCTTGTGGCGCTTGCTGCTG
Dl S dripER et R ve el Dl R e NSO S ERSIES ASE0 Sy S S O E AT S S i S S

190 210 230 250 270
CCAGCGACGAGGACATCCGCATCTATGTCAAETCGCCCGGCGGCCACGTCGAAECCGGCGATTCCATTCATGACATCATCAAGTTCATCA
SRR T R p Ve NS P S GRE GRS SI S GIR ) ST HeS D = Mastl osie S R e

290 310 330 350
AGCCGAAGGTCTGGATGATCGGCACCGGTTGGGTCGCCTCCGCCGGCGCACTGATCTATGTCGCCACTCCGAAGGAGCGGCGCCTGTGCC
D AT T T G e G WV S A S A GEEA [ S T AR S PASK SR R R C E

370 390 410 430 450
TGCCGAACACGCGCTTCCTGCTGCATCAGCCCTCCGGCGGCACGCGCGGCATGGCATCCGACATCGAAATCCAGGCGCGCGAGATCATCA
DN D R BT S 0 Dt G GRS R ARG S MRS S [ @ n W R B il T K

470 490 510 530
AGATGAACGAGCGTCTGAACAGGATCATGGCAGCGGCCACCGGCCAGCCGCTCGACAAGATCGACAAGGATACGGATCGCGACTACTGGC
Mo B R o N Rl M AT e R O P A D SR S DS K Dosv S DR R D Y s iWe

550 570 590 610 630
TTTCGGCCGAAGAGGCGAAGGAATATGGCCTCGTTTCACGGATCGTGACGTCGCAGGCCGATATCTGAGT[WqCTCAGCCAAAACTGCAA
G AR T AR B G e A QSR S S S O A D T *

650 670 690 710
GAACCCGCCCTTGCCTGCCGATCGCAGGTGAGEGCGTTCTGTTTTCGGATAGTGCTAGCGGCAAGGTCTGAACGGAAAGCAATGAATCCG
M N P
ORF422 —
730 750 770 790 810

GACTTGCGCCTTCGACAACCATCATGCTCCATGCGCCATTCGCGCAGCTCGAGTCCCGCCATGCTCAAAGATTTTTCCGTCCAAGCCCTG
DT R OT B 0% PregsRer S MR HTOSHEREE ISEISE S BR T M= Kep e S @ e Aty

830 850 870 890
TTCATGGGGTTGCTGACCGCCTTCGTCGGTTCCGCCAGCTCCTTCGCCGTTGTGCTGCACGGGCTGCAGGCGGTCGGCGCTACGGATGTA
DN e E L R R aE e S NS BRIV ST S 0 SR (Crmer/ s AR BJESEAY/

910 930 950 970 990
CAGGCGGCTTCCGGGCTGATGGCATTGTCGAT CCATGGGCCTCTGCGCGATCGTGCTAAGTGCCGTGACCCGATTGCCGGTCAGCATC
DA A L oe ST AEMEN TS B S MM G SN SRR Vo) ISR S SR RS P ST

1010 1030 1050 1070
GCCTGGTCGACACCGGGTGCCGCACTGCTGGCAAGTACCGGGGCGGTCGAGGGCGGCTTCAATGCGGCGGTCGGGGCATTCCTGATCTGT
N WL S D A AL RS T E A Ve B G G R N AR e A oG Bl D F By i@

1090 1110 1130 1150 1170
GCTATGCTGATTATCGTTGCGGGACTGTTCAAGCCGCTAGGGCGGGCGGTTGCCGCCATTCCGGCACCACTCGCCAATGCGATGCTTCCC
D DT VR E TSR R e DR e S RSV S AR TP ARl G AL e A M L A

1190 1210 1230 1250

GGTGTGCTGATCGGCCTCTGCTTCGCGCCGGTGAAGGCGATCGGCTTCAATCCGCTGIqCGGCCTGCCGATCGTCGTCGCCTGGATCGTC
] T e LT AT R s A R NPTl Goal e Bl TV BT
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1270 1290 1310 1330 1350
GTCGGCGCCTTCAAGCGGCTTTGGGCGGTGCCGGCAGCACTCECGGCETTCGTGCTGGTGCTCGCCTTCGECETCGATATCCCCGACGAT
VoG Zee WEE KRR i WA SVE DR AR A ST BAC AL R T e T @ S B e sp e

1370 1390 1410 1430
GCGCTCGGCTCGCTGGAACAATCACTGGTGCCGACGGTGGAGATCGTCCGGCCGGTGTTCAATCTTGCCGGCCTCATCTCGATCGCGOTG
AL GE RSB OF L S NSRS PSS SR ST L SRS SR T A @ TSt A T

1450 1470 1490 1510 1530
CCGCTCTTCATCGTCACCATGGCCTCGCAGAACATTCCGGGTATCGCGGTCCTGAAGGTCAACCACTACGATCCAAAGCCCGGTCCGCTC
BT SEL L E VM A S G N T P e T A T K Ve, Y D P K PR e D L

1550 1570 1590 1610
TTTGCCGTCACCGGCTTCTTCTCGCTGCTGTCGGCGCCETTCGGCGECCACGCGGTCAATCTCGCAGCCATCACCGCEGCAATGTGCGCC
FoA VS G R B S TS PAT PR G G L GAC SN ST A oA R e A e e

1630 1650 1670 1690 1710
GGACAGGACGCCCATGCCGATCCGAAGCGGCGCTATTGGGCGTCACTGATCGCCGGCGTCECTTATATCATTCTCGGECTGCTCACCGRT
G QB A IR SADE B RGUR RS YW A S T A G @ e T T d e s

1730 1750 1770 1790
GCGGTGACGGCCTTCGTCGCGCTCGCACCTTCGATCCTGATCGAGGCGGTAGCGGGGCTGGCGCTGGTCGGAGCCTTCTCGTCCTCGGCA
SRS R S S R S S sE NS SN G TN e e S A

1810 1830 1850 1870 1890
ATGTCGGCCTTCCAGGCGCCGGACTCGCGAGAGGCGGCGGCAATCACCTTCCTTGTCACCGCCTCCEGCATTTCCTTCGGCGECATTTCC
M SE D BN PSS R B AR A A [ ES BT e A S ol e e e e S

1910 1930 1950 1970
GGTGCCTTCTGGGGCCTGATCGCGGGTGGGCTGATGCTGGCGCTGTCGCGGTTGGTGAAGAIqqGGAAAGACCGAGCTCAGTCGAGGTAA
G A ERWG ST UESASEE TES N M S AL, SE R L Wk DR S @: S ER*

1990 2010 2030 2050 2070
CGGAAGGTCGTTGTGCTCTCCAAATGCCGGATTCTGGCGCTTTCAAGCAGCTCCGCCGGCAATAGCTGECCACTTCGTCCAATETTCCCG

2090 2110 2130 2150
GCCACCAAAAGCCGGCCAAGGACTTGCCAGCTTTACCGTCCGAGGCTATAAGCGCGGGCATCAAGACCACTGGCGCCAGAATTTCTGACA

2170 2190 2210 2230 2250
CGATTACACGCGGCCGCATCGCCCTGCGTGACAATACGCGCGCCCTGACCTCGCTTCTTCTCCTCEGCCTTACGCECGETTECCCGETCC

2270 2290 2310 2330
TTTGAGGAGCGCCCGGCGGCCGAAAGCCCGCCCGGCCATCGCTCCTCGCGACTCACTTTCAAAATTGACCTAACGACCGACAAGGTCCGC

2350 2370 2390 2410 2430
ATTTGTTTATCGCCAAGCCCGACGTGATCGGCTAAGAGCGGGCAAATGCCGGGACGAGGAGACGATACGATGGACGCGAAGACGCAATCT
MR C R R G SRR Ty SRS Migih) s AR e o 0 S
Leuad —

2450 2470 2490 2510
TCCCAAAATAAGGTGGCCTCCACAAACAAGACGGCCCCCGCAAAAGGCATGCCCGACGCCGCCGTGAAATACCGGGCCTATCCGCAGGTG
SL QN INE R SV A STV NG KA SPEE A LR G M P D A A e K VR A Y D Q V

2530 2550 2570 2590 2610
AACATTCCCGACCGCACATGGCCGACGAAGACCATTACCAAGGCACCGGTCTGGTGCTCGGTCGACCTGCGCGACGGCAACCAGGCGCTC
BRESEE |R 01 S 0 S L R R e S R R R S A S g e e Q A L

2630 2650 2670 2690

QTCGACCCGATGGGCCACGATCGCAAGGCGCGCATGTTCCAACTGCTGATCGAGATGGGCTTCAAGGAAATCGAGATCGGGTTCCCCTCG
UDIRBS ME @ DL SR EREAL R SME B RO ST, e B G e e pee G B PUwg
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2710 2730 2750 2770 2790

B 9 T D F D FARWOEWVEE G KV P D Do 8 Lo LA

2810 2830 2850 2870
:}CCCGGAACTCATCACCCGTACCTTCGAAGCACTGGAAGGCGCAAATCGGCCGATCGTGCACTTCTACAACTCCACCAGCGAGTTGCAG
B I I 7 R T F E A L E.6 A NR P IV HF Yo NEESEEE SE SR Ee O

2890 2910 2930 2950 2970
:SCCGCGTCGTCTTCGCCAAGGATGTCCGGGGGATCAAGCAGATCGCCGTCGATGCCGCCAAGATGATCACCGATATGGCCACGAAGGCC
Brs v r 2 K D VR @ T k@ ANV DA AK M T [H S M AT S KIS

2990 3010 3030 3050
"”CGCGGTTACCGTTTCGAATATTCGCCGGAGAGCPP[ACCGGCACCGAACTCGATGTGGCGCTGGAGATCTGCAATGCCGTCATCGAG

€Ec V"R F FE Y s P EVS BT 6 T E LDV A L E I €N AV

0 0

3070 3090 3110 3130 3150
STCGTCAAGCCGACGCCCGATAACAAGCTGATCATCAACCTGCCGTCCACCGTCGAGATGGCGACGCCGAACGTCTATGCCGACCAGATC
B D T P DUN.K Le T T Nl PSS TEVESEEMES AT B SN VY SR DESOF

3170 3190 3210 3230
22 2 TCGGATGTGCCGCAACCTCGACAATCGTGAGAACCTGATCG TTCCCTGCATCCGCATAACGATCGCGGCACCGGCATCGCTGCTGCC
M e R N b BN R ECN L DOV s L H P HIONGDERCGTEE SERK A A

|

3250 3270 3290 3310 3330
?%}CTGGCATTGCTGGCAGGTGCCGACCGCGTCGAAGGCACGCTGTTCGGCAATGGCGAGCGTACCGGCAATGTCGACATGGTGACGATG

. . .. A ¢ A DRY E G TILTF G NG ERT G NNV D MM T M
3350 3370 3390 3410
M . ¢ T 0 @ Vv D P E I D 6 s N I BEURGTREELNV E ¥ S N 0O

3430 3450 3470 3490 350
ATGGCGATCGGCGAGCGTCATCCTTACGTCGGCGAGCTGGTCTACACCGCC[WWTCCGGCTCGCATCAGGATGCGATCAACAAGGGTATG
e R O P YW oG E T VYT A R S GEIS H @ DAL NEKEG M

3530 3550 3570 3590
AAGGCAGCACAGGTCGCCAATCATCCCGTGTGGGAAGTCCCGTACCTGCCGATCGACCCGCGTGATGTCGGTCGTTCCTACGAGGCGATC
B o v.oA N H P Vi WsE VP Y T.PLT D RR D= VEEG RS YA

3610 3630 3650 3670 3690
ATCCGCATCAACTCGCAGTCCGGCAAGGGCGGCATCGCCTATATCCTGCAACAGGATTACGGGCTGAACCTGCCGCGCAACCTGCAGGTG
BR T N S 0 S 6 K 6 ¢ I AY 1L @ b Y GL N L PP R N 'L @ V

3740 3730 3750 3770
EEETTCCGCGAAGATATCCAGCGCATCACCGACGTAGAGGGTAAAGAGCTTCCGTCCCGGCGCATCTATGACCGCTTCATCGAGCGCTAC
RS D T 0 R E P DV ESG K E @B UPtis R CROLEN B ERCE TR SR Y

3790 3810 3830 3850 3870
STC2CGCAGCCEGAACGGCECCTECGCTTCATCGACCATCACACCTATCCTGACACTGAGCACAAGGGCCAGCGGATCGTCGCAGCCGAG
Mo - ¢ R L R F ¥ B H H BY¥ P DT E H K G0 R V A A E

3890 3910 3930 3950
e ¢ D L ¥ R I E @ R E'N@ P T D 6 E I N AL SE HEYTH G

3970 3990 4010 4030 4050
2 TCOCAGATGTCGETCCACCACTATTCCGAGCATTCGCTCCAGCATGGCTCGAACGCAGCGGCGATCTCCTACGTCGAGACCTCCTATCCC

geEM 'S V F D Y & EH S L OHEGSNAAATSYV ETS ¥ P

145



Resultados

4070 4090 4110 4130
GGTGGECAAACTTTTCEGCGCGEGCATCAATACCAACATCGTCGCAGCTTCGCTGGAGGCGATCGTCTCGGCCGCCAACCGCGTGCTCGAT
@ R L LG R N N ST AT IS T SR A RS D AN ARV D

4150 4170 4190 4210 4230
GTCAAGCCTCGCAAGGCCTCATTTCGGCAGETCTCAGGCCGCGATCGCACTACTGCATAATTCCTTAGATCGGAATCGATTCAAGGATAL
VE R A G KA F

4250 4270 4290 4310
AATTATGCAGCAATTCAAAATGTTACAGCGCCCTTTCCGCGTCTCAAAAGACGCGCGGCGCTCTAGCGCTGCGCGGCCTGACGATCCAGT

4330 4350 4370 4390 4410
CGECCATCTCETCGCECCTCATCECECGCCTCGECGTGCCGCTGACCCCATTGGCAGAGCGCCAGCAACACCGGTTCGAGACCGAGGCCGA

4430 4450 4470 4490
CTTCEATCECCECTGTATTCCGACGCECCCCGEGACTTCGGCGAAGATCTGGCGGGCGACCAGCCCGTGCTCCTCCATCTCGCGCAGCTGCT

4510 4530 4550 4570 4590
GCATCAGCACCTTCTGGETCATGGCCEGCATCATCCGCTTCAGCTCCGACAGACGCTTCGGGCCGGAGAAGACGTAGTAGAGGATGACTG

4610 4630 4650 4670
COTTCCAGCCCCCCGAGATCACCTTCAGCGCECCTTCGACCGECAGTTCCCGCAGTCTTTTCATCGGCTCAGCCATGGTCACCTCCTGGT

4690 4710 4730 4750 4770
CCGTAGCGCACCAAAGAGTCTGTATTT TTGCCTGATATCCTATTGCTAAACCTGCCCCACGCCAATCAGACGTGAGGTTCATCTGCCATG

4790 4810
AAAGCCETTCAATTCACTCGCTTCGGTCCGCCCGATGTCCTCGAG

FIGURA R.27. Secuencia de nucleétidos del fragmento EcoRI-Xhol que contiene el gen
leud de R. leguminosarum bv. viciae UPM791. Se muestra también la secuencia de
aminoacidos de los ORFs identificados: ClpP, Orf422, LeuA. Los asteriscos (*) indican
codones de terminacion de la traduccion.
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RLLEUA 1 MPGRGDDTMDAKTQSSQONKVASTNKTAPAKGMPDAAVKYRAYPQVNIPDRTWPTKTITKAPVWCSVDLRD
SMLEUA L e MILKSHSIKTGMPEAAVKYQPYPQIVLPDRTWPSKAITEAPIWCSVDLRD

RLLEUA 71 GNQALVDPMGHDRKARMFQLLIEMGFKEIEIGFPSASQTDFDFARWCVEEGNVPDDVSLQVLVQCRPELI
SMLEUA 51 GNQALVDPMGHDRKARMFHLLLDMGFKEIEIGFPSASQTDYDFARWCVEEGNVSEDVSLQVLVQCRPELI

RLLEUA 141 TRTFEALEGANRPIVHFYNSTSELQRRVVFAKDVRGIKQIAVDAAKMITDMATKAGGGYRFEYSPESFTG
SMLEUA 121 ARTFEALEGAHRPIVHEFYNSTSELQRRVVEFGKDVAGIKQIATDAAKMITDMAAKAGGGYRFEYSPESFTG

RLLEUA 211 TELDVALEICNAVIEVVKPTPDNKLIINLPSTVEMATPNVYADQIEWMCRNLDNRENLIVSLHPHNDRGT
SMLEUA 191 TELEVALEICNAVIEIVRPTADNKLIINLPSTVEMATPNIYADQIEWMCRNLDNRENLIVSLHPHNDRGT

RLLEUA 281 GIAAAELALLAGADRVEGTLFGNGERTGNVDMVTMALNMFTQGVDPEIDCSNIERIKEVFEYSNQMAIGE
SMLEUA 261 GIAATDLGLMAGADRVEGTLFGNGERTGNVDVVTLALNMFTQGVDPKLDCSDIERIKEVYEYSNQMVIPE

RLLEUA 351 RHPYVGELVYTAFSGSHQDAINKGMKAAQVANHPVWEVPYLPIDPRDVGRSYEAITIRINSQSGKGGIAYI
SMLEUA 331 RHPYVGELVYTAFSGSHQDAINKGMKAIKQANKPTWEVPYLPIDPRDVGRSYEAITIRINSQSGKGGIAYI

RLLEUA 421 LOQODYGLNLPRNLQVEFREDIQRITDVEGKELPSRRIYDRFIERYVTQPEGRLREFVDHHTYPDTEHKGQR
SMLEUA 401 LQOEDYGINLPRNLQIEFREEVQRITDEEGKELPSKRIHQRFIESYVEQPGARIKFVDHHTYPAGEHKGLR

RLLEUA 491 IVAAEITDNGDIKRIEGRGNGPIDGFINALSHYLGIEMSVEDYSEHSLOHGSNAAAISYVETSYPGGKLFE
SMLEUA 471 VVAAEITDGGETRHIEGKGTGPIDGFINALSIYLGIELSVADYSEHSLQHGSNAAAIAYVEVEYPGGKLF

RLLEUA 561 GAGINTNIVAASLEAIVSAANRVLDVKAGKA
SMLEUA 541 GVGINTNIVAASLEAIVSAANRVLDVVGK. .

_B
RLCLPP 1 .MNDEDQDDKTKELPLGKETEANLFKSRSIFIYGPINQELAQKVCSQLVALAAASDEDIRIYVNSPGGHV
SMCLPP 1 MRNDDDQEEKKTELPLGKETEANLFKSRSIFIYGTITQELAQKVCSQLVALAAASDDDIRLFVNSPGGHV

RLCLPP 70 ESGDSIHDMIKFIKPKVWMIGTGWVASAGALIYVATPKERRLCLPNTRFLLHQPSGGTRGMASDIEIQAR
SMCLPP 71 ESGDSIHDMIKFVKPKVWTIGTGWVASAGALIYVAAPKEQRLCLPNTRFLLHQPSGGTRGMASDIEIQAR

RLCLPP 140 EIIKMNERLNRIMAAATGQPLDKIDKDTDRDYWLSAEEAKEYGLVSRIVTSQADI
SMCLPP 141 EIIKMNERLNRIFSEATGQPVDKIAKDTDRDYWLGAEEAKAYGLVSRIVTSIAEI

FIGURA R.28. Alineamiento de la secuencia de aa de LeuA (A) y de ClpP (B) de S. meliloti (SM) y de
R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (RL). El alineamiento se realizé con el programa Clustal W. En
color rojo aparecen los aa conservados, en azul los cambios conservativos, y en color gris se muestran los
cambios no conservativos.
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ACBENE I ... MT...TLLKTLK....... ODWS LS AT . v vt ettt ittt ittt e IAGFLAVL
PPBENE I e MKTLI....... NDS S S AL . i ittt it ittt ittt eennaans VAGCIATM
ECBENE 1 MVDKKRAR...FSMRLLR....... ONGSLSLVRYNGOMLRCLYAITHEVTMRLFSIPPPTLLAGFLAVL
RLORF422 1 MNPDLRLRQPSCSMRHSRSSSPAMLKDFESVOAL . . vttt ittt ittt ieeennennenns FMGLLTAF
ACBENE 26 ISYSGPLIIFFQAAQKAHVSTEMMISWIWAISIGAAVTGIFLSIRFKTPVVTAWSAPGTALLV.TLEFPNI
PPBENE 22 ISYAGPLVIIFHAAEAAGLSHQQOLSSWVWAVSMGSAVLGALLSLRYRVPVVIAWSIPGSALLV.TALPQL
ECBENE 61 IGYASSAAIIWQAAIVAGATTAQISGWMTALGLAMGVSTLTLTLWYRVPVLTAWSTPGAALLV.TGLQGL

RLORF422 42 VGSASSFAVVLHGLQAVGATDVQAASGLMALSISMGVCAIVLSAVTRLPVSIAWSTPGAALLASTGAVEG

ACBENE 95 SLNEAVAAYITAAIVIFLVGITGYFDKLLKWIPQGIAAGMMAGILFQFGLGLFLATDTLPLIVEFSMLLCY
PPBENE 91 GLEQAVGAYLVANLLLLLIGISGAFDRIIARLPGSIAAGMQAGILFGFGIEVFRALPVQPLLVLAMFVTY
ECBENE 130 TLNEAIGVFIVTNALIVLCGITGLFARLMRIIPHSLAAAMLAGILLRFGLQAFASLDGQFTLCGSMLLVW

RLORF422 112 GFNAAVGAFLICAMLIIVAGLFKPLGRAVAAIPAPLANAMLAGVLIGLCFAPVKAIGENPLFGLPIVVAW

ACBENE 165 LISRRFSPRYCMLWVLICGVAFSFFLGKMNPVPL..DFQIARP..QFIAPEWSWFSTLNLALPLILVSLT
PPBENE 161 VLMRRVQPRYAVAAVLCVGSLVTLASGAFRSEAL..VLELASP..QWITPQFSLPAVFSLALPMVLVALT
ECBENE 200 LATKAVAPRYAVIAAMIIGIVIVIAQGDVVTTDV..VFKPVLP..TYITPDFSFAHSLSVALPLFLVTMA

RLORF422 182 IVVGAFKRLWAVPAALAAFVLVLAFGVDIPDDALGSLEQSLVPTVEIVRPVENLAGLISIALPLFIVTMA

ACBENE 231 GOQFLPGMAILKLSGYNTPAKPITAAASLASLFAAFAGGITIVLASITATLCMGKDAHELKDKRYIAGIAN
PPBENE 227 GQFMPGMAVLRNAGYATPASPLISASALAGAVLAPFGCHGLNLAAVTASLCTGHEAHENPRRRYVAAVAG
ECBENE 266 SONAPGIAAMKAAGYSAPVSPLIVFTGLLALVEFSPFGVYSVGIAAITAAICQSPEAHPDKDQRWLAAAVA

RLORF422 252 SONIPGIAVLKVNHYDPKPGPLFAVTGFFSLLSAPFGGHAVNLAAITAAMCAGQDAHADPKRRYWASLIA

ACBENE 301 GLFYVLGGVFAGSIVALFSLLPKELVAALAGLALLGAIASNIKIAMQEDQQRDPALITFLATVSGMHFLG
PPBENE 297 STLYLLLGIAGATLMSLFAAFPAALIAALAGLALYGAMSEALARSLAEPAERDAGLFTEFLVTASGVAFLG
ECBENE 336 GIFYLLAGLFGSAITGMMAALPVSWIQMLAGLALLSTIGGSLYQALHNERERDAAVVAFLVTASGLTLVG

RLORF422 322 GVGYIILGLLAGAVTAFVALAPSILIEAVAGLALVGAFSSSAMSAFQAPDSREAAAITEFLVTASGISEGG

ACBENE 371 LSSVEFWGMCIGMLAYFIL..LKPKAS.......
PPBENE 367 LSAAFWGLLFGLLAHALLRLRQPLAGEVLRRTR
ECBENE 406 IGSAFWGLIAGGVCYVVLNLIADRNRY......

RLORF422 392 ISGAFWGLIAGGLMLALSRLVKIWKDRAQSR..

FIGURA R.29. Alineamiento de la secuencia de aa del Orf422 de R. leguminosarum bv. viciae
UPM791 y de BenE de distintos organismos. El alineamiento se realizd con el programa Clustal W.
En color rojo aparecen los aa conservados en al menos 3 de las secuencias, en azul los cambios
conservativos, y en color gris se muestran los cambios no conservativos. AC, Acinetobacter
calcoaceticus; PP, Pseudomonas putida; EC, E. coli; RL, R. leguminosarum bv. viciae.
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desorganizada de los organismos de procedencia de las [1-1IPM sintasas. Como se muestra
en la Fig. R.30, excluida la secuencia de A. fulgidus por razones técnicas (enrraizamiento
del dendrograma), existen dos grandes grupos de [1-IPM sintasas y en ambos se incluyen
tanto organismos eucariotas como procariotas. EI grupo A se subdivide en 3 subgrupos:
proteobacterias (Gram-negativas), plantas y cianobacterias, y firmibacterias (Gram-
positivas). En el grupo B, aparecen dos subgrupos, levaduras por un lado, y por otro, un
grupo que incluye entremezcladas bacterias Gram(+) y Gram(-). Las [I-IPM sintasas
filogenéticamente méas cercanas a las de Rhizobium son, como ya se habia intuido del
alineamiento de secuencias (Fig. R.8), las de C. glutamicum y M. tuberculosis. A la vista
de estos resultados, parece claro que la filogenia de [1-1PM sintasas esta en desacuerdo con
las filogenias de los correspondientes organismos, hecho que puede explicarse por la
existencia de procesos de transferencia genetica horizontal. Alun cuando seria muy
especulativa, la secuencia de transferencia horizontal de genes leuA en el caso que nos
ocupa podria haber sido la siguiente: levaduras — Firmibacteria — Proteobacteria.
Otra cuestion diferente es la de cuales pueden haber sido las fuerzas selectivas de estos
procesos de transferencia, puesto que es bastante probable que cada posible receptor

tuviese previamente sus propios genes para la biosintesis de leucina.

11- CONSTRUCCION DE MUTANTES LEUA" DE R. LEGUMINOSARUM BV.
VICIAE.

Para comprobar si los defectos simbioticos producidos por la delecion de leuA en S.
meliloti se mostraban también en cepas leuA de R. leguminosarum bv. viciae, se realizé
una mutagénesis dirigida del gen leuA de esta bacteria, mediante insercion del gen de
resistencia a Km en el sitio Bgl 1l presente en el gen leuA. La mutacién resultante se
muestra en la figura R.31. La idoneidad de la mutacién en la cepa resultante, UPM791-01,
fue comprobada mediante hibridacion del ADN gendmico de la cepa tanto frente a una
sonda del gen leuA, como a una sonda correspondiente al gen de resistencia a Km
introducido (Figs. R.32).

Se estudio el comportamiento en vida libre de la cepa leuA UPM791-01. Como
cabia esperar, esta cepa era auxotrofa para leucina, y al igual que el mutante leuA de S.

meliloti, crecia en medios suplementados con el intermediario metabdlico a-KIC, pero era
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incapaz de crecer en medios suplementados con a-KIV & con a-IPM. No se pudo
determinar la actividad [1-IPM sintasa en las cepas de R. leguminosarum, pues ésta
quedaba enmascarada por la existencia en los extractos celulares de alguna actividad
enzimatica formadora de CoA a partir de acetil-CoA, incluso en ausencia del sustrato [1-
KIV (datos no mostrados). De todas formas, la cepa UPM791-01 recuperé la capacidad
prototréfica cuando se le introdujo el plasmido pSmleuA, portador del gen leuA de S.
meliloti GR4, lo que evidencia la ausencia de actividad "1-IPM sintasa en dicha cepa
UPM791-01.

También se determind la reversion de la cepa UPM791-01 a la prototrofia, a partir
de cultivos celulares crecidos en TY, y que previamente lavados, fueron inoculados en
placas carentes de leucina y antibidticos. La frecuencia de aparicion de colonias prototrofas
fue de 1x10°. Todas las colonias aparecidas fueron capaces de crecer en medios sin
leucina, y ademas fueron sensibles al antibidtico kanamicina, lo que sugiere que la

reversion del fenotipo se debe a excision del interposon y regeneracion del gen leuA.

12. FENOTIPO SIMBIOTICO DE MUTANTES LEUA DE R. LEGUMINOSARUM
BV. VICIAE.

Se estudio el comportamiento del mutante UPM791-01 tras su inoculacion sobre raices
de 2 plantas hospedadoras especificas, veza y guisante. Las plantas de veza fueron
cultivadas en bolsas, y se siguié la nodulacién diariamente durante tres semanas. Las
plantas de guisante se cultivaron en jarras tipo Leonard durante 3 semanas y se
cuantificaron los nédulos formados tras este tiempo. En ambos casos, las plantas fueron
inoculadas con unas 10* células por planta, para evitar la aparicion de revertientes. Cuando
los in6culos contenfan mas de 10° células, todas las plantas formaron nédulos rosados,
similares a los inducidos por la cepa silvestre. Se comprobd que las bacterias de estos
nodulos no eran auxotrofas y habian perdido la resistencia a Km, lo que sugeria que se
trataba de revertientes prototrofos.

En ambas plantas hospedadoras, la cepa silvestre UPM791 formd nddulos fijadores
de nitrogeno. En el caso de veza, estos nddulos eran visibles a partir del dia 6 después de la
inoculacion. Por el contrario, la cepa UPM791-01 mostré un comportamiento algo variable

en raices de veza: mientras que la mitad de las plantas no formaron nédulos, el resto
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FIGURA R.30. Arbol filogénetico de a-1PM sintasas . Las secuencias de o-1PM sintasas de los 20 organismos indicados fueron
sometidos a un alineamiento con el programa Clustal W. Este alineamiento fue procesado con el paquete de programas PHYLIPP hasta
obtener el dendrograma expuesto. La secuencia de A. fulgidus fue utilizada como secuencia de “ enrraizamiento”. Los nimeros delante de
cada punto de bifurcacién indican la fiabilidad (% probabilidad) de la misma.
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FIGURA R.31. Organizacion genética de la region leuA de R. leguminosarum bv. viciae UPM791. A: Mapa genético de la region
leuA, indicando los marcos de lectura abiertos asi como algunos sitios de restriccion. B: Obtencion de la cepa leuA UPM791-01 por

insercion del gen de resistencia a Km en el sitio Bglll del gen leuA.

FIGURA R.32. Hibridacion de ADN de cepas leuA de R. leguminosarum bv. viciae UPM791 con sonda pSPL1 (A) y sonda

EcoRlI EcoRlI
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— — - —
B —_— - —
—_— - - — —
—- -— —
A B

pHP45Q-Km (B). 1) UPM 791; 2 y 3) Dos colonias tipo UPM791-01.
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formaron tardiamente nodulos pequefios, blancos y aparentemente Fix". Estos nddulos
aparecieron como abultamientos a partir del dia 13 después de la inoculacion. Al cabo de
unos dias desde su aparicion, estos nddulos mostraron un color pardo, indicativo de su
degeneracion (Fig. R.33B). Este distinto comportamiento puede ser debido a diferencias
entre las distintas plantas a nivel de la cantidad y calidad de los exudados producidos por
cada planta individual. Como se ha visto en el caso de S. meliloti, la capacidad de
nodulacion de las cepas LeuA” varia en funcion de la existencia de leucina 6 precursores de
leucina en la solucién nutritiva vegetal.

En plantas de guisante, la cepa UPM791-01 fue incapaz de inducir la formacion de
nddulos al cabo de 3 semanas, fenotipo similar al mostrado por cepas leuA de S. meliloti en
alfalfa (Fig. R.33A).

13. EXPRESION DE LOS GENES DE NODULACION EN CEPAS LEUA" DE R.
LEGUMINOSARUM BV. VICIAE

Para determinar si las cepas LeuA™ de R. leguminosarum bv. viciae UPM791 eran
capaces de inducir correctamente los genes de nodulacion, se compard la expresion de
fusiones nodA-lacZ (dependiente de flavonoides) y nodD-lacZ (independiente de
flavonoides) en la cepa LeuA” UPM791-01 y en la cepa silvestre UPM791. La actividad -
galactosidasa fue determinada en presencia 6 ausencia de naringenina, el principal inductor
de los genes nod en R. leguminosarum bv. viciae, tanto en medio rico (YGT), como en
medio minimo (MM). No se encontraron diferencias significativas entre la cepa parental y
el mutante leuA en cuanto a la expresion de las fusiones nodA-lacZ (Fig. R.34) y nodD-
lacZ (Fig. R.35), tanto en medio YGT como en MM suplementado con leucina 6 a-KIC
200 uM. Estos resultados sugerian que en las cepas leuA de R. leguminosarum la expresion
de genes nod no se encuentra significativamente alterada. No obstante, los ensayos de
expresion fueron realizados en medios que contenian leucina o [J-KIC, necesarios para el
crecimiento de estos mutantes, por lo que cabia la posibilidad de que estos compuestos
estuviesen enmascarando, como se habia observado en S. meliloti, el comportamiento de
las cepas leuA con respecto a la induccion de genes nod por flavonoides.

Cuando se ensay0 la induccion por naringenina de la fusion nodA-lacZ en MM sin

fuente de nitrégeno combinado, o suplementado con 200 uM de a-KIV, 6 a-IPM, ésta se
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redujo de 8 a 10 veces con respecto a la cepa silvestre, mientras que se expreso a niveles
similares en ambas cepas, silvestre y mutante, en MM adicionado de 200 uM de a-KIC 6
de leucina (Fig. R.36). Esto indicaba que, a diferencia de la cepa silvestre, la cepa LeuA”
UPM791-01 tiene alterada la capacidad para inducir los genes de nodulacién en respuesta a
naringenina, y que esta alteracion se ve aliviada por la presencia de leucina 6 o-KIC en el
medio. Aln cuando la recuperacion de la induccién de nodA por leucina pudiera deberse a
que este compuesto alivia la limitacién de nitrégeno impuesta, el rescate en presencia de
1-KIC exdgeno no puede atribuirse a tal alivio nutritivo, dado que este compuesto no
aporta nitrogeno a las células.

Por el contrario, la expresién de la fusibn nodD-lacZ en medios carentes de
nitrégeno combinado fue similar en el mutante LeuA™ y en la cepa silvestre UPM791,
independientemente de la presencia o no de leucina o sus precursores en el medio (Fig.
R.37). En medio con naringenina y en ausencia de nitrégeno, la expression de nodD en la
cepa leuA fue algo superior a la cepa silvestre, situacion que podria estar relacionada con la
conocida autorregulacion negativa de nodD en esta bacteria (Rossen et al., 1985).

Estos resultados indicaban, al igual que en S. meliloti, que las cepas leuA de R.
leguminosarum bv. viciae son incapaces de nodular a sus plantas hospedadoras debido a
dos efectos de la mutacion: la auxotrofia para leucina, que limita su crecimiento en la
rizosfera, y una alteracion de la induccién de genes nod, mediada por NodD en respuesta a
naringenina. Los datos indicaban, ademas, que ambos fenotipos pueden ser rescatados por

la leucina o por [J-KIC exdgenos.

158



Resultados

UPM791 UPM791-01 UPM791 UPM791-01 UPM791-01

FIGURA R.33. Fenotipo simbiotico de cepas leuA de R. leguminosarum bv. viciae. Plantas de guisante (A) y veza (B) 3 semanas
después de su inoculacion con la cepa silvestre UPM791 o la cepa leuA UPM791-01.
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FIGURA R.34. Expresion de nodA en R. leguminosarum bv viciae UPM791 y en la
cepa leuA UPM791-01. La actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada
en medio YGT (A) y en medio minimo suplementado con leucina 200uM (B), en ausencia
(-N) o en presencia de naringenina 400 nM (+N).
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FIGURA R.35. Expresion de nodD en R. leguminosarum bv viciae UPM791 y en la
cepa leuA UPM791-01. La actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada
en medio YGT (A) y en medio minimo suplementado con leucina 200uM (B), en ausencia
(-N) o en presencia de naringenina 400 nM (+N).
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Actividad B-galactosidasa*
Medio de UPM 791 UPM 791-01

cultivo -N +N -N +N
MM -Niitrog. 121.34+65 1062.51+163 6122+24 17311460
MM+ KIV 147.75+11 1075.74+139 | 71.90+30 22141115
MM+ IPM 12542 +82 1138.39+92 57.76 +23 188.02+112
MM+ KIC 1290.32+82 1014.41+282 | 11838+77 1055.13+36
MM+ LEU 136.12+57 1688.13+208 | 128.97 +36 1987.62 +137

* Unidades Miller

2000 i

1500

1000
500 4
0 ‘ : : ‘
IPM KIC

MM -N KIV

Actividad f- galactosidasa (U)

LEU

O791-N  @m
79101 -N g 791-0

FIGURA R.36. Expresion de la fusion nodA-lacZ (pMP154) en la cepa silvestre UPM791 y en la cepa leuA UPM791-01 de R.
leguminosarum bv. viciae en MM sin fuente de nitrogeno fijado. La actividad p-galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada en
bacterias crecidas durante 8 horas en un medio minimo sin fuente de nitrégeno (MM- N) suplementado con 200 uM de a-cetoisovalerato
(KIV), a-isopropilmalato (IPM), a-cetoisocaproato (KIC) o L-leucine (LEU), en presencia (+N) o ausencia (-N) de naringenina 400 nM.
Los datos son la media de 3 experimentos.+ Desviacion estandar.
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Actividad B-galactosidasa*

Medio de UPM 791 UPM 791-01
cultivo -N +N -N +N
MM —Nitrog ~ 565.51 + 159 624.75 + 163 | 635.08 + 185 1066.59 + 186
MM + KIV 672.51 + 226 693.93 + 182 |668.73 + 79 1099.41 +3 82
MM + IPM 586.41 + 45 624.53 + 70 |726.94 + 226 847.97 + 188
MM + KIC 590.94 + 191 690.67 + 184 |828.53 + 77 834.01 + 208
MM +LEU  663.65 + 157 758.05 + 170 | 816.63 + 163 992.08 + 447

* Unidades Miller
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FIGURA R.37. Expresion de la fusion nodD-lacZ (pMP154) en la cepa silvestre UPM791 y en la cepa leuA UPM791-01 de R.
leguminosarum bv. viciae en MM sin fuente de nitrogeno fijado. La actividad pB-galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada en
bacterias crecidas durante 8 horas en un medio minimo sin fuente de nitrégeno (MM- N) suplementado con 200 uM de a-cetoisovalerato
(KIV), a-isopropilmalato (IPM), a-cetoisocaproato (KIC) o L-leucine (LEU), en presencia (+N) o ausencia (-N) de naringenina 400 nM.
Los datos son la media de 3 experimentos + desviacion estandar.
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14. REGULACION DE LA EXPRESION DE LEUA EN RHIZOBIUM

En enterobacterias, la expresion de los genes que codifican para las enzimas que
participan en la biosintesis de leucina suele estar regulada negativamente por los niveles de
leucina intracelular, mediante mecanismos de atenuacion de la transcripcién. En el caso de
E. coliy S. typhimurium los genes leuABCD se agrupan en un unico operdn, lo que facilita
el control simultaneo de todos ellos. En este operdn funciona un mecanismo de atenuacién
de la transcripcion de tipo | (Landick et al., 1996), caracterizado por la existencia de varias
estructuras en el segmento de ARNm anterior al de los genes estructurales (ARNm lider):
sitios de pausa de la transcripcién y terminadores independientes de Rho, una regién
codificante para un corto péptido lider que contiene varios codones para el aminoacido
regulador, y segmentos del transcrito con potencialidad para formar estructuras
secundarias. En el caso del operdn leu de E. coli, el péptido lider contiene 4 codones
contiguos para leucina del tipo CUA, codones de uso poco comudn. La atenuacion esta
mediada por la velocidad a la que el ribosoma puede moverse a traves de los 4 codones de
leucina, lo que determina la formacion de estructuras secundarias en el ARN de tipo
terminador o antiterminador, causando la terminacion de la transcripcion o su continuacion
a través de los genes estructurales, respectivamente. La disponibilidad de leucina-ARNt
cargados influye directamente en la sintesis del péptido lider y por tanto en la velocidad de
traduccion del ARNm lider. No obstante, podria no ser éste el Gnico mecanismo de
regulacion por leucina, puesto que la eliminacién o reemplazamiento de los 4 codones
CUA del peptido lider no conlleva la completa eliminacion del control por leucina
( Umbarger, 1996).

En el caso de S. meliloti y R. leguminsoarum, al menos el gen leuA se encuentra
desligado del resto de genes leu, por lo que es posible que los distintos genes implicados en
la biosintesis de leucina estén sujetos a diferentes mecanismos de regulacion.

El andlisis de las secuencias (324 nt) inmediatamente corriente arriba de la region
codificante para leuA en ambas especies de rizobios mostré que muestran un nivel de
conservacion inferior (60%) al existente entre las secuencias codificantes (80%). No
obstante, en dichos fragmentos de 324 nt, existe un segmento en que ambas secuencias
estdn muy conservadas, segmento que incluye parte de la region codificante para un

posible péptido de 41 aa, que en ambas especies contiene 5 codones para leucina, 4 de ellos
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contiguos (Fig. R.38). Un inconveniente para que tal secuencia sea traducida es que no
existe un buena secuencia para union de ribosomas adyacente a la misma. En ambas
especies también se pudo identificar una secuencia con potencialidad para formar una
estructura en tallo y vuelta (“stem-loop”, Fig. R.38). No se ha investigado en este trabajo la
funcionalidad de estas secuencias, ni se ha determinado el sitio de inicio de la transcripcion
en estos genes.

Se estudid si la expresion de los genes leuA de Rhizobium también puede estar
regulada por leucina, al igual que en enterobacterias. Para ello se procedi6 a la
construccion de fusiones con genes informadores. En el caso de leuA de S. meliloti, se
construyé una fusion transcripcional a lacz, utilizando el vector pMP220, tal y como se
detalla en la Fig. R.39. También se construy6 una fusion traduccional a gusA, el gen de la
R-glucuronidasa (Fig. R.40). La fusion resultante fue clonada en el vector pJB3Tcl9,
plasmido que puede replicarse en Rhizobium. En el caso de leuA de R. leguminosarum bv.
viciae UPM791, se construyé también una fusion de tipo traduccional al gen gusA. El
plasmido resultante, pSPLG, también esta basado en el vector pJB3Tc19 (Fig. R. 41).

La expresion de las distintas fusiones fue estudiada, tanto en las cepas silvestres
como en mutantes leuA, en células cultivadas en MM carente de glutamato sodico y
suplementado con CINH,; 2mM vy cantidades variables de leucina (entre 0 y 100 mM)
durante 16 horas. Como se observa en la figura R.42, la fusion leuA-lacZ en S. meliloti se
expresO de manera independiente a la concentracion de leucina exdgena, tanto en la cepa
silvestre con en la cepa LeuA". Una situacién parecida se dio también en el caso de la
fusion leuA-gusA (Fig. R.43), si bien la actividad B-glucuronidasa expresada por la cepa
LeuA™ se incremento lentamente coforme aumentaba la concentracion de leucina en el
medio. En cuanto a la expresion de leuA de R. leguminosarum, la expresion de la fusion
traduccional leuA-gusA en la cepa silvestre fue similar en todas las condiciones, e
independiente de la presencia de leucina en el medio (Fig. R.44). Por el contrario, en la
cepa leuA UPM791-01, los niveles de expresion aumentaron gradualmente conforme
aumentaba la concentracion de leucina en el medio (Fig. R.44). Estos mismos ensayos
fueron realizados en MM suplementado con diferentes concentraciones de leucina como

Unica fuente de nitrogeno, obteniéndose resultados similares a los expuestos anteriormente
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FIGURA R.38. A) Alineamiento de las secuencias de nucledtidos en la regiéon inmediatamente
adjacente (corriente arriba) a la zona codificante para leuA en S. meliloti o R. leguminosarum. En color
rojo se indica la regidon que podria codificar para un péptido lider. B) Identificacién de secuencias con
posibilidad de formar estructuras secundarias en el ARN. C) Comparacion de las secuencias de aa
deducidos para los posibles péptidos lider en ambos genes leuA. En color azul se destacan las 4 leucinas
contiguas en ambos péptidos.
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FIGURA R.39. Construccion de la fusion transcripcional de leuA de S. meliloti a lacZ.
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FIGURA R.40. Construccion de la fusion traduccional de leuA de S. meliloti a gusA.
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FIGURA R.41. Construccion de la fusion traduccional de leuA de R. leguminosarum bv. viciae a gusA.
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Actividad B-galactosidasa *

Medio de cultivo

R.m. GR4 R.m. GR410
MM 208.60 + 38 82.03£31
MM + LEU 0.2 mM 217.23 £82 231.92 £ 82
MM + LEU 2mM 280.27 + 63 240.74 £ 71
MM + LEU 20 mM 260.95 + 49 240.71 + 39
MM + LEU 40 mM 272.31 £65 268.17 £ 82
MM + LEU 80 mM 261.16 £ 31 251.96 £ 85
MM + LEU 100 mM 277.63 £ 62 252.29 £ 101

* Unidades Miller
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FIGURA R.42. Expresion de la fusion leuA-lacZ en la cepa silvestre GR4 y la cepa leuA GR410 de S. meliloti. La actividad B-
galactosidasa (Unidades Miller) fue determinada en medio minimo con CINH4; 2mM (MM) suplementado con distintas concentraciones de
L-leucina (0 mM, 0.2mM, 2mM, 20mM, 40mM, 80mM y 100mM). Los datos son la media de 3 experimentos + Desviacion estandar.
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Actividad PB-glucuronidasa*

Medio de cultivo

R.m. GR4 R.m. GR410
MM 263.50 £ 27 167.42 +42
MM + LEU 0.2 mM 281.24 + 60 216.43 * 67
MM + LEU 2 mM 310.17 £ 63 206.03 + 66
MM + LEU 20 mM 256.75 £ 60 305.39 +42
MM + LEU 40 mM 325.16 + 32 387.69 +11
* | Ini : 42 £ 85 380.90 + 40
Unidades Miller 004 105 17854 + 85
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FIGURA R.43. Expresion de la fusion leuA-gusA en la cepa silvestre GR4 y la cepa leuA GR410 de S. meliloti. La actividad B-
glucuronidasa (Unidades Miller) fue determinada en medio minimo con CINH, 2mM (MM) suplementado con distintas concentraciones de
L-leucina (OmM, 0.2mM, 2mM, 20mM, 40mM, 80mM y 100mM). Los datos son media de 3 experimentos + Desviacion estandar.

179



Resultados

180



Resultados

Actividad B-glucuronidasa *

Medio de cultivo

R.m. GR4 R.m. GR410
MM 671.25+ 199 255.24 +120
MM + LEU 0.2 mM 699.62 £ 175 344.00+ 76
MM + LEU 2mM 728.61+128 387.14+ 96
MM + LEU 20 mM 670.04+77 477.03+161
MM + LEU 40 mM 901.58 + 86 623.58 + 189
MM + LEU 80 mM 818.96 £ 92 668.28 + 179
MM + LEU 100 mM 936.41+ 106 773.92 +137

* Unidades Miller

LEEE
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m’91 OQ791-01

FIGURA R.44. Expresion de la fusion leuA-gusA en la cepa silvestre UPM791 y la cepa leuA UPM791-01 de R. leguminosarum bv. viciae. La
actividad B-glucuronidasa (Unidades Miller) fue determinada en medio minimo  con CINH, 2mM (MM) suplementado con distintas concentraciones de L-leucina
(OmM, 0.2mM, 2mM, 20mM, 40mM, 80mM y 100mM). Los datos son la media  de 3 experimentos + desviacion estandar.
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(datos no presentados). Estos resultados indicaban que no existe una aparente regulacion
de los genes leuA de Rhizobium por leucina. No osbtante, los resultados han de tomarse
con cierta cautela, por varias razones: la expresién ha sido determinada en fusiones
portadas en plasmidos, con un nimero de copias relativamente elevado (10-15), lo que
podria resultar en un patron de expresion diferente al que pueda ocurrir en el gen en
monocopia y en su localizacidn gendmica; ademas, si bien es cierto que los niveles de
leucina intracelular dependen de la capacidad de biosintesis de la misma (eliminada en el
caso de los mutantes leuA), y de la cantidad de leucina presente en el medio de cultivo,
también ha de considerarse, particularmente en el caso de mutantes leuA, que no tiene por
qué existir una relacion directa entre la concentracion de leucina intracelular y la
concentracion del aminoéacido en el medio, dado que se desconoce la cinética de su
transporte. En cualquier caso, y con las construcciones empleadas, la leucina exdgena no
parecia influir negativamente en la expresion de estos genes, cosa que si ocurre en el caso
de enterobacterias (Umbarger, 1996).

También se ha llevado a cabo un estudio preliminar de la expresion de estos genes
leuA en simbiosis. Las cepas silvestres S. meliloti GR4 y R. leguminosarum UPM791
portadoras de las correspondientes fusiones leuA-gusA, fueron inoculadas en alfalfa y
guisante, respetivamente. Los nodulos formados tras 3 semanas, fueron incubados en
presencia del sustrato X-gluc durante 16 horas. En ambos casos, los nédulos mostraron
tincion de color verde-azulada, indicativo de la expresion de leuA en el interior del nédulo
(resultados no presentados). No obstante, no se ha podido determinar si esta tincion se debe
a la expresion de leuA en todas las zonas del nddulo, o si por el contrario la expresion

podria estar limitada a zonas concretas.
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Muchos de los estudios genéticos iniciales en Rhizobium fueron dirigidos al
aislamiento de mutantes auxotrofos para distintos compuestos nutritivos (amino&cidos,
vitaminas, etc.), con dos objetivos fundamentales: la construccion de los primeros mapas
genéticos de estas bacterias (Casadesus et al., 1979) y la determinacion de la importancia
de las correspondientes rutas biosintéticas para el establecimiento de la simbiosis (Dénarié
et al., 1976). Con la llegada de la genética molecular, y la caracterizacion de los genes
simbidticos, directamente implicados en el establecimiento de la simbiosis, los estudios
sobre auxotrofias en Rhizobium fueron préacticamente abandonados. Muchos de los
auxotrofos descritos mostraban deficiencias simbioticas, generalmente menores eficiencias
de nodulacién o la formacion de nddulos no fijadores de nitrégeno. En muchos casos la
adicion al medio del compuesto (aa, vitamina, etc.) correspondiente revertia los efectos de
la mutacion sobre la simbiosis. Lo mas facil en estos casos era concluir que las deficiencias
simbidticas observadas se debian exclusivamente a la incapacidad de la cepa auxotrofa
para crecer en ausencia del aminoacido o vitamina, si ésta no era proporcionada por la
planta a través de sus exudados o dentro del nodulo (Niner y Hirsch, 1998).

Solo un par de estudios previos han descrito el fenotipo simbiotico de cepas Leu” de
Rhizobium (Truchet et al., 1980; George y Robert, 1991). Tanto en el caso de S. meliloti
como de R. leguminosarum bv. phaseoli, las cepas Leu™ descritas formaban nédulos en sus
respectivas plantas hospedadoras, si bien de manera poco eficiente y retrasada. Estos
nodulos eran vacios o contenian pocas bacterias. EI caso mejor estudiado fue el de S.
meliloti, en que Truchet y colaboradores (1980) mostraron que cepas Leu™ formaban
nodulos en alfalfa en los que el tejido central no estaba diferenciado, si bien se observo la
existencia de un meristemo y de una vasculatura periférica tipica de los nédulos de alfalfa.
En estos nodulos los cordones de infeccién no se desarrollaban, y las bacterias quedaban
atrapadas en ellos.

La adicion de leucina al medio de la planta hacia que los canales de infeccién se
elongasen, y ocurriese la endocitosis bacteriana por las células vegetales y su
diferenciacion posterior en bacteroides fijadores de nitrégeno (Truchet et al., 1980). Se
concluia asi que las deficiencias simbi6ticas provocadas por la mutacion se debian
exclusivamente a la incapacidad de la bacteria para crecer en ausencia de leucina. Sin
embargo, la formacion de nodulos fijadores también se restauraba cuando al medio

nutritivo de la planta se afiadia [1-KIV, un intermediario metabdlico de la leucina que, sin
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embargo, no era capaz de restaurar el crecimiento en vida libre de las cepas Leu’. Para
explicar esta discordancia, Truchet y col. (1980) sugirieron que en presencia de [1-KIV la
planta podria sintetizar y excretar una mayor cantidad de leucina, lo que permitiria el
crecimiento bacteriano y la infeccion normal del nédulo. De ser cierta esta posibilidad, tal
incremento de leucina excretada también debiera haber ocurrido en el interior del nddulo.
Otra posibilidad no contemplada por estos autores es que la bacteria necesite un aporte
especial de leucina o de algun intermediario metabdlico de su ruta biosintética durante la
infeccion del nddulo, que pudiera ser necesario, directa o indirectamente, para la sintesis de
algun producto importante durante la infeccion del nddulo por la bacteria y su endocitosis
posterior. En los ndédulos formados por cepas Leu’, las células del tejido central del nédulo
no se diferenciaban, como ocurre en los nddulos silvestres, en células de mayor tamafio en
las que se da un proceso de endorreduplicacion del ADN (Truchet et al., 1980). Son
precisamente este tipo de celulas las que posteriormente alojaran a los bacteroides. Se
especula con que la bacteria debe producir algun tipo de sefial que induce la diferenciacion
de dichas células del nodulo, previa a la salida de las bacterias del cordon de infeccion y su
posterior endocitosis. Dado que las cepas Leu™ no parecen producir tal sefial, una
posibilidad es que la leucina o alguno de sus intermediarios metabolicos sean necesarios
para su produccion.

En cualquier caso, ninguno de los auxotrofos para leucina descritos hasta el
momento han sido genéticamente caracterizados, algo necesario para poder verificar el
papel que las enzimas y/o compuestos intermediarios en la ruta biosintética de la leucina
pueden tener en el proceso de infeccion y diferenciacion nodular.

Este trabajo se inici6 con el aislamiento de cepas auxotrofas para la leucina
derivadas de S. meliloti GR4. Tras una mutagénesis con el transposén Tn5 y el estudio de
unos 5.000 transposantes, se identificaron dos cepas auxotrofas, GR401 y GR402, que
resultaron contener inserciones del transposon diferentes, aunque sobre el mismo gen,
denominado leuA. Extrafié el hecho de que se obtuviesen solo dos cepas Leu’, y que
ademas portasen inserciones en un mismo gen, dado que al menos 4 genes diferentes son
necesarios para la biosintesis de leucina en bacterias. Entre otras posibles explicaciones,
cabe la posibilidad de que algunos de estos genes estén duplicados en el genoma de esta
bacteria, o que alguna otra enzima pudiera reemplazar al producto de los mismos. Como se

evidencié posteriormente, este ultimo podria ser el caso de la subunidad mayor de la a-
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isopropilmalato isomerasa de S. meliloti (LeuC), puesto que mutantes en el gen leuC
caracterizado en este trabajo no mostraron la esperada auxotrofia. También es posible que
el gen leuB, que codifica para la 3-1PM deshidrogenasa, esté duplicado en el genoma de S.
meliloti. Tras una bisqueda de secuencias homélogas a la proteina LeuB de A. vinelandii
en el genoma de la cepa 1021, el programa Blast identificO dos posibles proteinas
homologas. Una de ellas, SMc04405, codificada en el cromosoma, esta anotada como una
posible 3-1PM deshidrogenasa, y muestra un 47% de identidad con LeuB de A. vinelandii.
Con la segunda, SMal846, codificada en el pSymA y anotada como una posible
deshidrogenasa, la identidad es del 38%. En cambio, si esta misma busqueda se realiza
utilizando la secuencia de aa de LeuB de C. glutamicum, SMal846 aparece en primer
lugar, con un 44% de identidad, mientras que SMc14405, anotada como R-IPM
deshidrogenasa, queda en segundo lugar con un porcentaje de identidad de solo el 35%.
Estos datos indican que es bastante probable que algunos genes leu se encuentren
duplicados en el genoma de S. meliloti, lo que explicaria la baja frecuencia de aparicion de
mutantes Leu" tras la mutagénesis con Tn5 de la cepa GRA4.

La caracterizacion de las cepas GR401y GR402 demostrd que en ambos casos la
auxotrofia era debida a la interrupcion del gen leuA que codifica para la [1-IPM sintasa,
primera enzima de la ruta especifica de la biosintesis de leucina, que cataliza la sintesis de
[1-IPM a partir de [1-KIV vy acetil-CoA. Se caracterizo la secuencia de nucledtidos de una
fragmento de 3.974 pb del cromosoma de S. meliloti GR4 que contiene el gen leuA. ElI
andlisis de la secuencia de aa deducida para la proteina LeuA indicaba que efectivamente
se trata de esta proteina, pues en su secuencia estan conservados los motivos comunes y
esenciales para la actividad catalitica de este tipo de enzimas (Wang et al., 1991). Ademas,
los mutantes en este gen carecen de actividad [1-IPM sintasa.

La anotacion preliminar de proteinas deducidas de la secuencia del genoma de S.
meliloti 1021 incluye 2 posibles [1-IPM sintasas. Los datos obtenidos en esta tesis indican
que, en cualquier caso, sélo una de ellas, la caracterizada en este trabajo, presenta actividad
[1-IPM sintasa y es necesaria para la biosintesis de leucina durante el crecimiento en vida
libre.

Se observ, tras la comparacion de la secuencia de aa de LeuA con la de otras o-
IPM sintasas, que LeuA de S. meliloti es mas parecida a las a-1PM sintasas de levaduras y

de bacterias Gram-positivas, que a las de Gram-negativas, lo que estd en aparente
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contradiccion con la posicion filogénetica de S. meliloti, una bacteria Gram-negativa. Este
hecho puede explicarse bajo la hipotesis de que el gen leuA caracterizado en este trabajo
haya sido objeto de transferencia horizontal durante la evolucién de esta bacteria. También
el gen leuA de R. leguminosarum bv. viciae estaria en esta situacion, lo que probablemente
significa que este hipotético evento de transferencia horizontal ocurrié antes de la
diversificacion de los géneros Rhizobium y Sinorhizobium. Cuando se realiz6 un andlisis
filogenético de a-1PM sintasas de diversos organismos, quedd evidenciado que la posicion
relativa de las proteinas no estd en concordancia aparente con la filogenia de los
organismos. Se identificaron dos lineajes de a-IPM sintasas, y en ambos grupos se incluian
tanto organismos procariotas como eucariotas. Las [1-1PM sintasas filogenéticamente mas
cercanas a las de Rhizobium son las de dos firmibacterias, C. glutamicum y M.
tuberculosis. Los datos genéticos obtenidos en este trabajo, junto a los de la secuencia del
genoma de S. meliloti indican que es probable que varios de los genes leu estén duplicados
en esta bacteria, lo que apoyaria ain mas la hipétesis de la acquisicion lateral de genes leu .
Si esto fue asi, queda en el aire la cuestion de cual fue la ventaja evolutiva que tal
acquisicion génica tuvo para el Rhizobium ancestral en que supuestamente ocurrio, puesto
que posiblemente dicha bacteria tenia ya sus propios genes para la biosintesis de leucina.
Un Rhizobium auxotrofo para leucina hubiese tenido pocas posibilidades de supervivencia.
Ademas se trata de genes que codifican para proteinas con una actividad enzimatica
conservada entre todos los organismos que las poseen. Una posible ventaja selectiva podria
haber sido la descoordinacion de la expresion de algunos genes leu para disponer de ellos
en procesos diferentes a los de biosintesis de leucina.

La organizacion genética de la region leuA en S. meliloti GR4 y R. leguminosarum
bv. viciae UPM791 es bastante parecida, acorde con la gran homologia de secuencia que
existe entre los dos genes leuA. En las dos especies el gen leuA parece no estar ligado a
otros genes leu. En ambos casos, corriente arriba de leuA se encuentra el gen clpP, que se
transcribe en la misma direccion de leuA. La secuencia de aa de la proteina ClpP estd muy
conservada (90% de identidad) entre ambas bacterias. Por el contrario, las secuencias del
ADN inmediatamente corriente abajo de leuA en GR4 y UPM791 no muestran homologia
significativa. A diferencia de S. meliloti GR4, entre los genes leuA y clpP de R.
leguminosarum existe un posible gen, cuyo producto muestra homologia significativa a un

transportador de benzoato (BenE) identificado en varias especies bacterianas. Se
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desconoce por el momento la funcion de este posible gen en la cepa UPM791. Esta
diferencia tal vez s6lo ocurra entre GR4 y UPM791, ya que es probable que en la cepa
1021 de S. meliloti también exista uno 0 méas genes en la region intergénica clpP-leuA. Con
la informacién que hay disponible en el servidor Blast del genoma de S. meliloti 1021, se
deduce que en la cepa 1021, entre el final de ClpP y el inicio de LeuA existe una secuencia
de 1.796 nt, mientras que en la cepa GR4 esta secuencia es de s6lo 470 nt.

Las cepas leuA de S. meliloti y R. leguminosarum bv. viciae son auxotrofas para la
leucina, puesto que necesitan de la presencia de este aa en el medio de cultivo para crecer.
En ambos casos, las mutaciones en leuA provocan la pérdida de actividad a-IPM sintasa.
El crecimiento también se restablece en medios que contengan una fuente de nitrégeno
fijado y a-KIC, el precursor directo de la leucina. Sin embargo la adicion al medio de o-
IPM no restablece el crecimiento de estas cepas. La misma situacion se dio para un
mutante leuA de E. coli. Es probable que las membranas celulares de estas bacterias no
sean permeables a o-IPM, como parece ser el caso en S. cerevisiae y N. crassa
(Reichenbecher et al., 1978). Esta posible impermeabilidad de las células de Rhizobium al
a-IPM ha dificultado en gran medida la verificacion del posible papel que este compuesto
puede jugar no solo en la biosintesis de leucina, sino también durante el establecimiento de
las simbiosis con leguminosas.

Como se ha expuesto anteriormente, en S. meliloti GR4 y 1021, asi como en R.
leguminosarum bv. viciae UPM791, las mutaciones en el gen leuA provocan una
incapacidad para sintetizar leucina, asociada a la pérdida de la actividad enzimatica [-IPM
sintasa. Otra consecuencia de estas mutaciones es la perdida de la capacidad para
establecer simbiosis efectivas con sus respectivas plantas hospedadoras, alfalfa en el caso
de S. meliloti, 0 guisante y veza en el caso de R. leguminosarum bv. viciae. En el caso de S.
meliloti, los mutantes LeuA” son incapaces de inducir la formacion de nodulos, por lo que
se les ha asignado un fenotipo Nod". Las cepas LeuA™ de R. leguminosarum bv. viciae
también presentan un fenotipo simbidtico Nod™ en guisante, mientras que en veza el
fenotipo es algo méas confuso, puesto que en ciertas plantas se formaron nddulos no
fijadores de nitrogeno, mientras que en otras la nodulaciéon no lleg6 a ocurrir. Es probable,
como se discutira mas adelante, que la diferencia venga establecida por los niveles de
leucina excretados por las raices vegetales. Es posible que si las raices de alfalfa o guisante

excretaran suficiente leucina, los mutantes LeuA™ tal vez pudiesen inducir la formacion de
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nédulos, que posiblemente serian no fijadores, como describieron Truchet y colaboradores
(1980). Esto explicaria las diferencias fenotipicas encontradas entre los mutantes Leu”
descritos por estos autores y los caracterizados en este trabajo. Las diferencias puntuales
entre las plantas de veza para la excrecion de leucina podrian también explicar por qué los
mutantes leuA solo formaron nddulos Fix” en la mitad de estas plantas. Si hay un suficiente
aporte de leucina o algin otro compuesto por parte de la planta que permita crecer a los
mutantes LeuA’, éstos podrian con ello conseguir la sintesis de factores Nod e inducir la
formacion de nddulos. Estos nédulos quedarian seguramente vacios si dicho aporte de
leucina no continda dentro del nddulo.

Con estos datos, parece claro que la principal causa del fenotipo simbidtico
mostrado por los mutantes LeuA™ se debe a su incapacidad metabdlica y la limitacion de su
crecimiento en la rizosfera de las respectivas plantas hospedadoras, cuyos exudados no
contienen suficiente leucina. No obstante, esta limitacion nutritiva seria dominante,
provocando un colapso metabolico general, y podria estar enmascarando los efectos de la
mutacion sobre otros procesos importantes para el establecimiento de la simbiosis.

Efectivamente, el aporte exdgeno de leucina o a-KIC provocd la reversion del
fenotipo Nod™ de los mutantes leuA de S. meliloti en alfalfa. Los nodulos formados en
ambos casos fueron de morfologia similar a los de la cepa silvestre, de color rosado y
fijadores de nitrogeno, a juzgar por el aspecto saludable de las plantas. Estos resultados
estan en concordancia con los publicados por Truchet et al. (1980). Sin embargo, s6lo con
a-KIC se consiguieron recuperar cinéticas de nodulacién similares a las de la cepa
silvestre, mientras que en el medio suplementado con leucina los mutantes LeuA™ todavia
mostraron un retraso considerable en relacion a la cepa parental GR4. Esta diferente
respuesta de los mutantes leuA a la leucina y el a-KIC exdgenos puede deberse al distinto
efecto que sobre la planta puede tener cada uno de estos compuestos. No obstante, debe
indicarse aqui que la adicion de leucina a la solucion mineral de alfalfa no tuvo efectos
significativos sobre la nodulacion por la cepa silvestre GR4 (datos no presentados). Si bien
tanto la leucina como el [1-KIC restablecen el crecimiento de los mutantes leuA en vida
libre, las diferencias en el rescate de la capacidad de nodulacion por cada compuesto
podrian explicarse considerando que el defecto simbiotico provocado por la mutacion no se
deba exclusivamente a la limitacion metabdlica provocada por la carencia de leucina en los

mutantes Leu’, sino también a la deficiencia en alguno de sus intermediarios metabélicos.
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Las cepas leuA de S. meliloti también recuperaron la capacidad de nodular cuando
se afiadieron a la solucion mineral de la planta los intermediarios metabdlicos a-KIV y a-
IPM, aun cuando estos compuestos no pueden ser metabolizados por estos mutantes. En
ambos casos, sobre todo con a-IPM, la nodulacién ocurrié de manera bastante retrasada y
se formaron dos tipos de nddulos, incluso sobre las mismas plantas: algunos eran rosados y
de aspecto normal, mientras que otros eran blancos y redondeados, similares a los que
forma la cepa GR402 (leuA::Tn5). EIl rescate de la capacidad simbidtica por o-KIV
también fue descrita por Truchet y col. (1980), quienes observaron que este compuesto
restauraba parcialmente la capacidad fijadora de nitrdgeno en los nédulos formados por sus
mutantes Leu". Estos autores no utilizaron el a-IPM en sus experimentos. Sin embargo,
parece contradictorio que el a-IPM o el a-KIV restablezcan la capacidad simbi6tica de las
cepas leuA, dado que no son capaces de restablecer el crecimiento en ausencia de leucina.
Para explicar esta situacion, Truchet et al. (1980) sugirieron que en presencia de a-KIV, la
planta podria producir y excretar una mayor cantidad de leucina, lo que permitiria
restablecer el crecimiento de las cepas Leu’, explicAndose asi la recuperacion de la
capacidad simbidtica.

Bajo nuestras condiciones experimentales, las raices de alfalfa no parecen producir
suficiente leucina para permitir el crecimiento de cepas leuA de S. meliloti. Este dato esta
avalado por la ausencia de crecimiento de estos mutantes en la solucion mineral de las
plantas, a diferencia de la cepa silvestre, asi como porque este aa no fue detectado entre los
aa presentes en la misma solucion mineral. Tampoco se detectd la excrecidn de leucina por
raices de alfalfa cuando a la solucién mineral se adicionaron intermediarios metabdlicos de
la leucina, aunque si se apreciaron cambios en la cantidad y calidad de los exudados tras la
adicién de a-KIC, compuesto que indujo en las raices una mayor excrecion de asparagina y
alanina. Con a-IPM no se observaron cambios significativos en el perfil de aa excretados
por la raiz, si bien qued6 evidenciado un cambio en los exudados que permitio el
crecimiento, tardio y limitado, del mutante leuA en esas condiciones. No obstante, la
adicién de o-KIV al medio de cultivo de alfalfa no condujo ni a un aumento en la
excrecion de leucina, ni a cambios significativos en el perfil de los aa excretados, ni a un
mayor crecimiento del mutante en la solucion mineral de las plantas. A pesar de ello, y de
que el [1-KIV no puede ser usado por la cepa leuA para sintetizar leucina, este compuesto

permitié la formacién de nédulos por el mutante. La acumulacion de todos estos resultados
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sugeria que la deficiencia simbidtica mostrada por los mutantes LeuA™ no se debia
exclusivamente a la incapacidad de esta bacteria para crecer a expensas de los exudados
radicales, incapacidad provocada por la auxotrofia para leucina. Tal vez las mutaciones en
leuA afecten negativamente a otros procesos importantes para la nodulacion.

Puesto que las cepas LeuA™ no son capaces de inducir la formacion de noédulos en
alfalfa, cabia la posibilidad de que en estas cepas la expresion de los genes de la
nodulacion estuviese de algun modo alterada como consecuencia de la mutacion. Se pudo
observar que la expresion de los genes nodD1 y nodD3 no estd afectada de manera
significativa por la mutaciones en leuA. Por el contrario, la expresion de nodC, que
depende de la proteina activadora NodD y de la presencia de luteolina u otros flavonoides
producidos por alfalfa, si que estaba alterada en estos mutantes, alcanzando niveles de sélo
el 10% de la cepa silvestre en presencia de leucina o [1-KIC, compuestos que deben estar
presentes en el medio de cultivo de los mutantes LeuA".

En S. meliloti, el principal activador de los genes nod en respuesta a la luteolina es
la proteina NodD1, mientras que NodD2 parece activar la expresion en respuesta a otro
tipo de flavonoides minoritarios presentes en los exudados de alfalfa (Honma et al., 1990).
NodD3 activa los genes nod independientemente de los flavonoides (Maillet et al., 1990;
Kondorosi et al., 1991; Swanson et al., 1993). En realidad la activacion por NodD3 es mas
bien regulada por el nivel de la expresion del gen nodD3, sujeta a un complejo control en
el que intervienen SyrM, NodD1, NodD3 y al menos dos elementos mas que adn son
desconocidos (Kondorosi et al., 1991).

Por tanto, la baja inducibilidad de genes nod en el mutante LeuA™ en presencia de
luteolina posiblemente se debe a una deficiencia en la activacién por NodD1. Por el
contrario, la activacion por NodD3, que no depende de flavonoides, no esta alterada en
estos mutantes, como lo demuestra el hecho de que la expresion de una fusién nodH-lacz,
que se expresa de manera constitutiva gracias a la presencia de copias adicionales de syrM
y nodD3 (Maillet et al., 1990) fue similar en las cepas mutante y silvestre.

Los resultados hasta entonces indicaban que las mutaciones en leuA, ademas de
provocar una auxotrofia para la leucina, alteran la activacion de los genes nod por la
proteina NodD1, pero no por NodD3. Sin embargo las cepas leuA de S. meliloti muestran
algo de induccion de genes nod en respuesta a luteolina, induccion que podria ser

suficiente para conseguir formar nddulos en la planta hospedadora en dichas condiciones.
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Se sabe que no es necesario inducir los genes nod al 100% para conseguir la formacion de
nddulos. De hecho, los mutantes nodD1 de S. meliloti muestran un nivel casi inapreciable
de induccién de genes nod en respuesta a luteolina. Sin embargo, estas cepas son capaces
de nodular, aunque con un considerable retraso (Honma et al., 1990; Honma y Ausubel,
1987: Gottfert et al., 1986). Este también es el caso de las cepas leuA, puesto que la baja
induccion de genes nod que se determind fue siempre en medios que contenian leucina o
[1-KIC, imprescindibles para permitir el crecimiento de estas cepas. Y como se ha
discutido anteriormente, los mutantes leuA recuperaron la capacidad de nodular en
presencia de leucina o [1-KIC exdgenos. Por tanto, en presencia de leucina exdgena, los
mutantes leuA se comportan de manera parecida a los mutantes nodD1: muestran un bajo
nivel de induccion de genes nod en respuesta a luteolina, pero son capaces de nodular, si
bien con un retraso considerable.

En el caso de las cepas leuA de R. leguminosarum bv. viciae, la situacion fue
diferente: tanto la expresion del gen nodD como la induccidn por naringenina del promotor
de nodA en el mutante leuA fueron similares a los de la cepa silvestre, obviamente en
medios que contenian leucina o a-KIC. Sin embargo estos mutantes o bien no forman
nodulos, o forman nodulos no fijadores de manera muy retrasada. Todo ello en medios a
los que no se adicionan los compuestos que permiten su crecimiento. Cabia por tanto la
posibilidad de que bien la leucina, bien el a-KIC, pudieran estar restableciendo también la
capacidad de NodD de R. leguminosarum para inducir los genes nod. Restablecimeinto que
en el caso de NodD1 de S. meliloti pudiera ser sélo parcial, de ahi el bajo nivel de
induccion de nodC que se observé en el mutante GR410 en presencia de a-KIC o leucina.

Se hacia necesario, por tanto, determinar la activacion de genes nod por
flavonoides en las cepas leuA en ausencia de leucina o o-KIC. Para ello s6lo cabia la
posibilidad de hacer los ensayos de expresion en medios carentes de nitrogeno fijado,
puesto que cualquier otra situacion hubiese supuesto una desventaja nutritiva de estos
mutantes con respecto a las cepas silvestres. En medios carentes de una fuente de nitrégeno
fijado, la proteina NodD3 de S. meliloti activo la expresion de nodA a altos niveles, tanto
en la cepa mutante leuA como en la silvestre. Este resultado confirmaba que la activacién
de genes nod por la proteina NodD3, que no requiere de flavonoides, no esta alterada en

cepas leuA. Ademas, los resultados mostraban que a pesar del estrés nutritivo impuesto a
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las celulas (ausencia de nitrogeno combinado), las condiciones experimentales permitian
determinar la expresion de genes nod.

Por el contrario, bajo estas mismas condiciones, en ausencia de leucina o a-KIC,
NodD1 s6lo activd el promotor de nodA en la cepa silvestre pero no en el mutante LeuA".
En esta cepa s6lo se observd activacion en presencia de a-KIC o de leucina, situacion en
que, como se ha discutido anteriormente, la proteina NodD1 producida por la cepa mutante
presenta cierta capacidad activadora de la transcripcion de genes nod.

Del mismo modo, en medio carente de nitrogeno fijado y en presencia de
naringenina, el mutante leuA de R. leguminosarum apenas mostrd activacién de nodA,
mientras que en la cepa silvestre esta activacion fue bastante aparente. En cambio, la
expresion de nodD, independiente de flavonoides, fue similar en ambas cepas, mutante y
silvestre, en las condiciones de limitacion de nitrégeno impuestas. Debe recalcarse aqui
que ninguno de los intermediarios de la leucina usados, a-KIV, o-IPM y a-KIC, aporta
nitrégeno a las células, por lo que el rescate por a-KIC de la activacion de genes nod por
flavonoides en los mutantes leuA, es atribuible al compuesto en si y no a un alivio en la
limitacion de nitrégeno impuesta. Por otra parte, la activacion de genes nod dependiente de
flavonoides por cepas LeuA’™ no fue rescatada por a-1IPM exdgeno, aunque debe tenerse en
cuenta que este compuesto no esta disponible para las células, posiblemente debido a una
impermeabilidad de las mismas.

Con estos datos, parece claro que en ambas especies de Rhizobium es necesario un
gen leuA activo para la correcta activacion por flavonoides de los genes nod. No parece
que esté alterado el proceso de la transcripcidn en si, puesto que al menos en S. meliloti, la
activacion de genes nod por NodD3 no esta afectada, como tampoco parece estarlo la
transcripcion de los genes nodD.

Aln cuando se intentd determinar si esta alteracion de la induccion de los genes
nod por flavonoides también ocurre en otros mutantes en la ruta de biosintesis de leucina,
este extremo no pudo llevarse a cabo puesto que la mutacién en el gen leuC de S. meliloti
no provoco la auxotrofia esperada, ni ningun tipo de alteracion del proceso de nodulacion.
Es posible que en S. meliloti haya otras proteinas que pueden reemplazar a la proteina
LeuC en su actividad enzimatica, cosa que no seria extrafia a la vista de que otros genes leu

pudieran estar duplicados en esta bacteria.
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¢Cual puede ser el mecanismo por el que el gen leuA participa en la induccion de
los genes de nodulacion por flavonoides a través de NodD? Parece claro que bien la
proteina LeuA, y/o el producto de su actividad enzimatica, a-IPM, son necesarios para esta
activacion por NodD y flavonoides. Alternativamente, y puesto que las mutaciones en leuA
provocan indirectamente una anulacion de toda la ruta biosintética de la leucina, la
carencia de otro intermediario de la leucina pudiera ser la responsable de la ausencia de
activacion por flavonoides de los genes nod.

La proteina LeuA parece ser una tipica a-IPM sintasa, por lo que parece poco
probable que tenga algln tipo de papel regulador de alglin componente necesario para la
activacion transcripcional de los genes nod. Parece méas probable que la carencia de algin
intermediario metabdlico de la leucina, a-IPM, R-IPM o a-KIC, sea responsable de los
defectos descritos a nivel de la activacion de genes nod en cepas LeuA". Salvo el a-KIC,
intermediario también en el catabolismo de la leucina hasta hidroxiacidos, estos
metabolitos son exclusivos de la ruta biosintética de la leucina. Resulta dificil predecir si la
carencia de leucina misma pudiera ser la responsable, puesto que este aminoacido puede
ser convertido en a-KIC por procesos de desaminacion. No existen apenas precedentes de
que estos intermediarios metabolicos participen en otros procesos diferentes a la biosintesis
0 catabolismo de leucina. No obstante, es conocido que el a-IPM funciona como
modulador de la actividad de la proteina Leu3 en levaduras, concretamente en S.
cerevisiae. Leu3 es una proteina reguladora de la transcripcion de diversos genes, incluido
el gen leu4 que codifica para la o-IPM sintasa I, y el gen GDH, que codifica para la
glutamato deshidrogenasa, enzima clave para la asimilacion del amonio en esta levadura
(Peters et al., 1990; Hu et al., 1995). La proteina Leu3 requiere de a-IPM para la
activacion transcripcional de todos estos genes, y en ausencia de este compuesto, Leu3 se
comporta como un represor o bien es inactiva (Sze et al., 1992). El paso de Leu3 inactiva a
Leu3 activa implica la union de a-IPM a la proteina. Este compuesto facilita la interaccion
intramolecular de la parte central de la proteina Leu3 con el denominado dominio
activador, localizado en el extremo C-terminal de la proteina. Esta interaccion
intramolecular en presencia de o-IPM conduce al “desenmascaramiento” del dominio
activador, lo que permite el inicio de la transcripcion génica (Wang et al., 1997, 1999). Por
tanto, existe un precedente de la necesidad de un intermediario de la biosintesis de leucina,

en este caso el a-IPM, en procesos de regulacion de la expresion génica. Aunque Leu3 no
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presenta homologia aparente con NodD, las dos proteinas reguladoras poseen una
particularidad comuan: ambas estdn unidas de forma permanente a las secuencias
promotoras que reconocen (Gyorgypal et al., 1991; Schlaman et al., 1992; Kirkpatrick y
Schimmel, 1995), pero la activacion del promotor sélo ocurre en presencia de un
compuesto modulador: a-1PM para Leu3, o flavonoides en el caso de NodD.

Por tanto, es posible que las proteinas NodD que activan la expresion de genes nod
en respuesta a flavonoides de la planta, también necesiten, directa o indirectamente, de
alguno de los intermediarios de la leucina para su actividad. Puesto que la actividad de
NodD3 de S. meliloti, que no necesita de flavonoides para activar promotores nod, no esta
alterada en mutantes leuA, es posible que este intermediario de la leucina sea necesario
para la adecuada interaccion de la proteina NodD con la molécula sefial correspondiente.
Se piensa que esta interaccion NodD-flavonoide es un requisito indispensable para que
ocurra un cambio conformacional en la proteina, lo que se traduce en una activacion de los
promotores nod a los que NodD esta permanentemente unido (Gyorgypal et al., 1991;
Schlaman et al., 1992).

Puesto que las mutaciones en el gen leuA tienen como consecuencia una alteracion
en toda la ruta biosintética de la leucina, y dado que las células de Rhizobium parecen
impermeables al a-1PM, resulta dificil determinar cual de los metabolitos intermediarios de
la leucina puede ser necesario para la activacion de genes nod por NodD en respuesta a
flavonoides. Este extremo podria ser aclarado una vez se obtengan cepas carentes de cada
una de las actividades enzimaticas de la ruta biosintética. Aun asi, es posible que no sea
uno de estos metabolitos los que directamente requiere NodD para su actividad, sino que
por el contrario podria tratarse de otro compuesto en cuya cuya biosintesis intervengan
aquellos. La hipotesis mas simple, dado que existe un precedente de la interaccion directa
de a-IPM con un regulador transcripcional en S. cerevisiae, seria la de que éste u otro
intermediario de la leucina, el R-IPM o el o-KIC, interaccionen directamente con el
complejo NodD-flavonoides-caja nod. El [1-KIC podria ser un candidato, puesto que este
compuesto restauré completamente la activacion de genes nod en la cepa LeuA™ de R.
leguminosarum, si bien lo hizo sélo parcialmente en el caso del mutante leuA de S.
meliloti. Ademas, el a-KIC fue el Unico compuesto que de forma exdgena permitio a los
mutantes LeuA™ de S. meliloti recuperar cinéticas de nodulacion similares a las de la cepa

silvestre. Como en el caso de S. cerevisiae, podria tratarse del a-IPM, aunque por distintas
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circunstancias este extremo no ha podido ser verificado. En ausencia de biosintesis de (-
IPM, otro intermediario de la leucina como a-KIV 0 a-KIC, o la leucina misma presentes
en el medio, podrian reemplazar de manera inespecifica al a-IPM en su interaccion con
NodD1, lo que explicaria la recuperacion de cierta nivel de activacion de genes nod por
NodD1 en cepas LeuA de S. meliloti, asi como de la capacidad de nodulacion en presencia
de todos estos compuestos. Esta posibilidad también podria explicar por que en celulas
LeuA de S. meliloti que sobreproducen la proteina NodD1, asi como en cepas LeuA™ de R.
leguminosarum, el o-KIC o la leucina restauran la expresién del gen nodA a niveles

similares a la cepa silvestre.

Cualquiera que sea el intermediario de la leucina necesario para la activacion de
genes nod por NodD y flavonoides, otra posibilidad es que dicho compuesto sea necesario,
directa 0 indirectamente, para el correcto plegamiento de la proteina NodD. En este sentido
se ha descrito que las chaperonas GroESL son necesarias para la actividad de NodD en S.
meliloti. No obstante estas chaperonas parecen ser necesarias para el correcto plegamiento
tanto de NodD1 como de NodD3 (Ogawa y Long, 1995), y como se ha visto en este
trabajo, las mutaciones en leuA no afectan a la actividad de la proteina NodD3.

En este trabajo se ha iniciado el estudio de la regulacion de la expresion de genes
leuA en Rhizobium. En enterobacterias es bastante comuin que la expresion de los genes
implicados en la biosintesis de aminoacidos esté regulada negativamente por el aminoacido
correspondiente. Este es el caso del operén leuABCD de E. coli y S. typhimurium, sujetos a
un mecanismo de atenuacion de la transcripcién modulado por los niveles de leucina
intracelular (Landick et al., 1996). La represion de la expresion de este operon puede
observarse en relacion a la presencia de leucina en el medio de cultivo.

En el caso de S. meliloti y R. leguminosarum, en la regiéon 5’ de los genes leuA,
arriba de la zona codificante para las proteinas LeuA, se identificaron secuencias
reminiscentes de una posible regulacion por atenuacion: una secuencia que podria codificar
para un péptido de 41 aa que contiene 4 codones contiguos para leucina, y una secuencia
que potencialmente podria determinar la formacion de estructuras secundarias en el ARN.
A pesar de ello, la expresion de los correspondientes genes leuA no parece estar modulada
por los niveles de leucina exdgena. En ambos casos, leuA se expresa de una manera

aparentemente constitutiva, con independencia de la presencia de leucina en el medio de
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cultivo. Esta expresion fue similar en células de la cepa silvestre o de mutantes leuA, lo que
indica que no existe autorregulacion de este gen, como es el caso en S. cerevisiae, en que la
expresion del gen de la a-IPM sintasa estd sujeto a autorregulacion a través de la
interaccion del a-1PM con la proteina reguladora Leu3 (Peters et al., 1990). No obstante, se
observd que la expresion de leuA en los mutantes LeuA” se incrementaba
proporcionalmente al aumento de la concentracién de leucina en el medio de cultivo, si
bien este efecto solo pudo observarse en el caso de fusiones traduccionales a gusA, pero no
en el caso de una fusion transcripcional de leuA de S. meliloti a lacZ. Estos resultados
indican que los genes leuA de Rhizobium no estan sujetos a represion por el producto final
de la ruta biosintética, leucina. Ademas, los estudios preliminares de expresién durante la
simbiosis sugieren que estos genes leuA se expresan también en el interior de nddulos de
las leguminosas hospedadoras, aunque no ha podido determinarse si esta expresion ocurre
en todas las zonas en que se encuentra la bacteria, fundamentalmente en los cordones de
infeccion y en el interior de las células vegetales infectadas, o si por el contrario se limita a

zonas del nddulo especificas, lo que seria indicativo de una regulacion de su expresion.
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Conclusiones

1. Los genes leuA de Sinorhizobium meliloti y Rhizobium leguminosarum bv. viciae,
que codifican para tipicas [I-isopropilmalato sintasas, son necesarios para la
biosintesis de leucina y para la induccién de la formacion de nédulos fijadores de

nitrégeno en las correspondientes leguminosas hospedadoras.

2. El fenotipo Nod™ exhibido por cepas LeuA™ de S. meliloti y R. leguminosarum bv.
viciae se debe a la combinacion de dos efectos diferentes: una auxotrofia para la
leucina y una incapacidad para inducir correctamente la expresion de los genes de
la nodulacién en respuesta a las sefiales de tipo flavonoide producidas por las

plantas hospedadoras.

3. Se propone que un compuesto intermediario en la biosintesis de leucina es
necesario para la correcta interaccion de la proteina reguladora NodD con los
flavonoides vegetales, a fin de activar la expresion de los genes de la nodulacion
bacterianos. Dicho metabolito intermediario no es necesario para la activacion de

genes nod independiente de flavonoides.
4. Los genes leuA de S. meliloti y R. leguminosarum bv. viciae no estan ligados a

otros genes implicados en la biosintesis de leucina, y muestran una expresion

aparentemente constitutiva.
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