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1.-Introduccion.

El nitr6geno molecular (N2) es el gas mds abundante en nuestra atmésfera. Sin
embargo, por su elevado cardcter inerte, no resulta til como fuente de nitrégeno para el
desarollo de los seres vivos. S6lo algunos microorganismos procariotas (diazotrofos) son
capaces de transformar el dinitrégeno atmosférico en nitrégeno combinado mediante un
proceso que recibe el nombre de Fijacion Bioldgica de Nitrégeno y que es responsable de las
2/3 partes del N2 fijado en la biosfera.

El enzima responsable de este proceso es un complejo denominado NITROGENASA
formado por dos componentes (componentes 1 y II) que en presencia de ATP y un sistema
transportador de electrones es capaz de reducir el dinitrégeno hasta amoniaco. La nitrogenasa
es muy sensible al oxigeno, por lo que los distintos fijadores sélo llevan a cabo el proceso de
fijaci6én en condiciones de baja tensién de oxigeno intracelular, de ahi que 1a mayoria de ellos
hayan desarrollado distintas estrategias para la proteccién de la enzima en condiciones
aerobias (Gallon, 1981)

Son muchos los organismos, pertenecientes a muy diferentes grupos microbianos, en
los que se ha podido detectar el cardcter fijador (Young, 1992), en vida libre o en asociacién
con plantas. Entre estos iltimos tiene especial importancia la simbiosis mutualista que se
establece entre bacterias pertenecientes a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y
Azorhizobium conocidas como rizobios (Young y Johnston, 1989), y las plantas de la
familia Fabaceae o leguminosas. La importancia de esta asociaci6én estriba en los altos
niveles de nitrégeno fijado (contribuyen con el 80% del N2 fijado de forma estable) y en el
interés de las plantas implicadas que constituyen una importante fuente de alimentacién
animal y humana. Esta simbiosis se caracteriza por su gran especificidad, cada rizobio

interacciona con una o muy pocas especies de plantas estrechamente relacionadas.

Cuando los rizobios infectan a una leguminosa huésped, inducen la formacién de un
nuevo 6rgano, el nédulo, donde tendr4 lugar la fijacién biolégica de N2 que seré llevada a
cabo por una forma especializada de la bacteria: el bacteroide. E1 amonio producido serd
exportado a la célula hospedadora e incorporado al metabolismo de la planta.

La formacién del nédulo implica un reconocimiento especifico entre los componentes
procariético y eucariético de la asociacién. Este proceso conlleva cambios en la expresién de
muchos genes tanto de la bacteria como de la planta. Una incorrecta comunicacién en
cualquier momento entre los dos socios, puede llevar a la detencién y aborto del proceso
simbidtico de fijacion de nitrégeno. -

Aunque desde hace tiempo se comercializan inoculantes biolégicos muy eficientes en
la fijacion de nitrégeno, éstos no suelen dar buenos resultados en suelos que disponen de
poblaciones autdctonas de rizobios, poco eficientes por lo general, pero que se hallan muy

bien adaptados a su nicho ecolégico, por lo que llegan a formar mayor porcentaje de nédulos
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que la cepa introducida. Este problema al que se le conoce como competitividad por la
nodulacién, estd4 siendo objeto de un intenso estudio, fundamentalmente a nivel del
microsimbionte.

Si bien el conocimiento a nivel molecular de los genes bacterianos estd bastante
avanzado, los genes de la planta que intervienen en el establecimiento de la simbiosis son
pricticamente desconocidos. Ademd4s, ain existen lagunas en lo que se refiere a cémo se
lleva a cabo la comunicacién de la bacteria con la planta para que ésta permita la infeccién y
la formacién del nédulo fijador. La elucidacién de estas cuestiones es imprescindible para la
comprensién de todo el proceso simbidtico y para un mejor aprovechamiento de la capacidad
potencial de este sistema fijador.

2.-Proceso de mnodulacion.

Las leguminosas responden a la inoculacién con su Rhizobium especifico
desarrollando unas estructuras inicas en las que tiene lugar la fijacién simbidtica de
nitrégeno: los nédulos. La morfogénesis de un nédulo parece ser inducida por al menos dos
sefiales distintas (Hirsch, 1992): una procede de la bacteria y se trata del producto de los
genes nod (factor Nod). Estos genes, en el género Rhizobium, se localizan en los pldsmidos
simbiéticos o pSyms, pldsmidos de elevado peso molecular donde residen una serie de
genes esenciales para el establecimiento de una simbiosis efectiva (nif, fix, nod, hsn, exo).
En Bradyrhizobium y Azorhizobium, los genes nod son de localizacién cromosémica (Long,
1989). Se cree que una segunda seiial se genera dentro de la planta tras la interaccién con el
factor Nod. Aunque se desconoce la identidad de esa segunda sefial, parecen estar
implicados cambios en el balance endégeno de hormonas vegetales asi como la sensibilidad
de los tejidos de la planta a esas hormonas.

La formacién de un nédulo fijador es un proceso complejo que puede ser dividido en
las siguientes etapas:

2.1.-Colonizaciéon y quimiotaxis de la raiz
El preludio a la infeccidn de las raices de leguminosas por Rhizobium conlleva el
crecimiento de la bacteria en la rizosfera (fenotipo Roc) (Hirsch, 1992). Las raices de las
plantas leguminosas exudan al suelo una serie de compuestos de bajo peso molecular, entre
los que se encuentran los flavonoides que actdan como quimioatrayentes induciendo los
genes de la nodulacién (nod ) de Rhizobium , genes que no se expresan o lo hacen a niveles
muy bajos en vida libre en ausencia de la planta (Long, 1989).




2.2.-Adhesién a la raiz

Tras la quimiotaxis, las células de Rhizobium se adhieren a los pelos radicales de la
planta (fenotipo Roa), fundamentalmente a aquellos recientemente aparecidos
(Bhuvaneswari et al., 1980). Se sabe que tanto rizobios hom6logos como heterlogos son
capaces de unirse a los pelos radicales de una determinada planta y que en el caso de una
unién no especifica no se requiere la presencia del pldsmido simbiético (Smit et al., 1992).
La adhesion a los pelos radicales tiene lugar de manera polar, es decir, es el extremo de la
célula bacteriana el que contacta con el pelo radical.

El proceso de unién ocurre en dos etapas. La primera estd mediada por una proteina
de unién a CaZ+ localizada en la superficie de la bacteria denominada ricadhesina, y cuya
expresion es independiente de la presencia del plasmido simbiético (Smit, 1989). Los iones
de Ca2* no parecen estar implicados en la unién de la ricadhesina a la superficie de la planta,
sino en el anclaje de la proteina a la superficie de la bacteria (Smit et al., 1992). No se
conoce el supuesto receptor de la planta que interaccionaria con esta proteina. A continuacién
se producird una unién més fuerte. Dependiendo de las condiciones de crecimiento de la
bacteria, esta etapa estard mediada por lectinas de la planta y/o por apéndices bacterianos
tales como fibras de celulosa o fimbrias (Smit, 1987; Vesper y Bauer, 1986; Smit et al.,
1992). Durante mucho tiempo se ha propuesto que la especificidad de la unién venia
mediada a través de la interaccién entre componentes superficiales de la bacteria
(polisacdridos) y lectinas de la pared celular de la planta, siendo estas tiltimas, glicoproteinas
que presentan una elevada especificidad y afinidad de unién por residuos azucarados
(Bohlool y Schmidt, 1974). Hoy se sabe que las lectinas pueden estar implicadas en la
adhesion, pero sélo cuando la bacteria ha estado sometida a determinadas condiciones de
crecimiento (Dazzo y Brill, 1979; Mort y Bauer, 1980). Asi p. e., en condiciones de
limitacién de C, se produce una unién inespecifica en la que no intervienen dichas
glicoprotél’nas. Ademas, la edad del cultivo afecta a la expresion de receptores de lectinas en
la superficie bacteriana. Actualmente, a las lectinas se les asigna un papel esencial en la
nodulacién, pero relaciondndolas con un paso posterior al proceso de adhesién, que podria
ser el inicio de la formaci6n del canal de infeccién. En cuanto a los apéndices fibrilares, estos
permitirian una agregacion bacteriana y el anclaje de las bacterias a la superficie de la célula
vegetal consiguiendo asf una unién mds firme. Si bien la primera etapa en el proceso de
adhesién es absolutamente necesaria para que la infeccién conlleve a una nodulacién
efectiva, se sabe que ¢l paso mediado por apéndices fibrilares no lo es, aunque quizi sea
importante para la capacidad competitiva de los rizobios en condiciones de campo (Smit et
al., 1992).




2.3.-Curvatura del pelo radical.

Tras el contacto de Rhizobium con la leguminosa se produce la deformacién y
curvatura del pelo radical (fenotipo Hac). Dependiendo del hospedador, la deformacién
ocurrir4 entre las 6-18 h tras la inoculacién. Los rizobios interaccionan con casi todos los
pelos radicales pero sélo el 25% de ellos sufren curvatura (Kijne, 1992). Esta curvatura
parece ser el resultado de una estimulaci6n local del crecimiento del extremo del pelo radical
y no de una inhibicién del cecimiento (Kijne, 1992). La presencia de genes nod y genes
implicados en la sintesis de exopolisacdridos (exo ) es necesaria para la produccién de estos
cambios en los pelos radicales.

2.4.-Formacioén del canal de infeccion e iniciacion del nédulo.

Una vez que los rizobios han quedado atrapados tras la curvatura del pelo radical, se
produce la entrada de las bacterias en la raiz (fenotipo Inf). La infeccién comienza con una
hidrélisis muy localizada de la pared celular de la planta en la curvatura del pelo radical
(Bakhuzien, 1988). El mecanismo de hidrélisis no es conocido; o bien la bacteria puede
inducir enzimas hidroliticos que son responsables de la disolucién de la pared celular o
alternativamente la bacteria puede activar genes de la planta implicados en este proceso,
como ocurre cuando las células epidérmicas forman los pelos radicales (Kijne, 1992). En
aquellos sitios donde la pared celular ha sido hidrolizada, los rizobios penetran en la raiz, por
invaginacién de la membrana plasmadtica. Alrededor de la membrana invaginada, la planta
forma una estructura tubular ilamada cord6n de infeccién por deposicién de material parecido
al de la pared celular (Kijne, 1992). Dentro de este cordén la bacteria se multiplica. El nicleo
de la célula hospedadora, unido por microtiibulos al extremo del canal de infeccién, precede
a dicho canal a su paso a través de la célula del pelo radical.

Tras las etapas de preinfeccidn, y concretamente como consecuencia de la actuacién
del factor Nod, determinadas células del cértex comienzan a dividirse para formar un
primordio nodular (fenotipo Noi). Segiin dénde tengan lugar esas divisiones (parte interna o
externa del cortex), se originard un nédulo de tipo indeterminado o determinado. Los
nédulos indeterminados tienen un meristemo terminal persistente que se origina como
consecuencia de la actividad mitdtica de células localizadas en la parte interna del cértex, se
forman en general en leguminosas de clima templado. En cambio, las leguminosas tropicales
tales como soja y judia, forman nédulos determinados de estructura globulosa, en los que la
actividad mitética del cértex externo de la raiz cesa durante el desarrollo, siendo la 'expafnsién
m4s que la divisién celular la responsable del incremento del tamaiio del nédulo.

Ciertos genotipos de alfalfa son capaces de formar nédulos de forma espontdnea
(Truchet et al., 1989). Por otra parte, se sabe que el tratamiento de leguminosas con
inhibidores del transporte de auxinas en el tallo, da lugar a la formacién de
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"pseudonédulos”(Hirsch et al., 1989). Estos hechos son los que sugieren la existencia de
una segunda sefial, independiente del factor Nod, y que puede estar relacionada con un
desequilibrio en el balence endégeno de hormonas vegetales.

El cordén de infeccién transportaré las bacterias desde el extremo del pelo radical
hasta el primordio nodular. Entre los genes que se han relacionado con la formacién y
crecimiento del cordén de infeccién se encuentran genes nod, exo, Ips (sintesis de
lipopolisacdridos), ndv (sintesis y transporte de B(1-2)glucanos), asi como genes
relacionados con resistencia a drogas, auxotrofia y metabolismo de carbohidratos
(Djordjevic, 19870).

El porcentaje de infecciones que finalmente dan lugar a la formacién de nédulos
fijadores es muy bajo, como consecuencia del aborto de muchos de los canales de infeccién
que se originan. Se ha sugerido que dichos abortos estdn asociados con una respuesta de
hipersensibilidad (HR) de la planta (Hirsch, 1992). Asi, en las células donde se detiene el
desarrollo del canal se ha detectado la presencia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina,
enzimas de la ruta fenilpropanoide y de la produccién de fitoalexinas, asi como la
acumulacién de compuestos fen6licos.

2.5.-Liberacion de la bacteria. Diferenciacion en bacteroide. Fijacion de

N2.

Los cordones ramificados penetran en las células de la regién central del primordio.
En estas c€lulas las bacterias salen desde el extremo del cordén de infeccién al citoplasma de
la planta (fenotipo Bar), mediante un proceso endocitético en el cual 1a bacteria queda
rodeada por una membrana peribacteroidal que deriva del plasmalema de la célula vegetal
(Roth, 1988). Finalmente, estas bacterias se diferenciardn en su forma pleiomérfica
endosimbiética de bacteroides (fenotipo Bad) que serdn las encargadas de llevar a cabo la
fijacién de N2 (fenotipo Nif).

3.-Genes bacterianos que controlan la nodulacién.

Entre los genes esenciales para la infeccién y la formacién de nédulos se encuentran
los genes de nodulacién (genes nod y nol), y otra serie de genes implicados en la estructura
de la superficie bacteriana, tales como los genes que intervienen en la sintesis de
exopolisacaridos (genes exo), lipopolisacdridos (genes /ps )y B-glucanos (genes ndv).




3.1. Genes de la nodulacién.

Los genes de la nodulacién (genes nod y nol), presentan una organizacién en
operones muy similar en las especies de Rhizobium y Bradyrhizobium (Fig. 1A). En el
género Rhizobium , se localizan en los pldsmidos simbiticos (pldsmidos Sym) en la
proximidad de los genes de la fijacién de N2, mientras que en Bradyrhizobium y
Azorhizobium, estos genes son de localizacién cromosémica (Long, 1989).

3.1.1.-Genes comunes de la nodulacién.

Son aquellos genes que est4n estructural y funcionalmente conservados en la mayoria
de los rizobios (Kondorosi, 1984). Se encuentran organizados en dos unidades
transcripcionales: nodD y nodABCIJ . Mutaciones en los genes nodABC impiden la
curvatura del pelo radical (Hac"), la formacién de cordones de infeccién y la division de las
células del cértex (].ong; 1989). Otro gen esencial es el gen nodD del que puede haber
varias copias dependiendo de la especie de rizobio. Este gen se comporta como comiin en
algunas plantas hospedadoras, mientras en otros casos determina especificidad de
hospedador (Gyorgypal, 1991; Spaink, 1987). La regién nodlJ no es absolutamente
necesaria para la simbiosis y mutaciones en estos genes s6lo causan un ligero retraso en la
nodulacion (Kondorosi, 1985).

3.1.2.-Genes que controlan la especificidad de hospedador.

Estos genes (antes denominados Asn) son aquéllos que determinan la especificidad de
la bacteria por una planta determinada. Mutaciones en estos loci no pueden ser
funcionalmente complementadas por regiones andlogas de otras especies de rizobios. Dichas
mutaciones, ademds de causar un retraso o una menor efectividad de nodulacién, pueden
alterar el rango de hospedador del rizobio mutado. Los que han sido mejor caracterizados
son los genes nodFEGH en R. meliloti y nodFE en R. leguminosarum y R. trifolii.
Algunos genes hsn se encuentran presentes en todas las especies de Rhizobium, por ejemplo
nodFE, nodL y nodM. Otros en cambio, se encuentran sélo en determinadas especies o
biovariedades; por ejemplo, nodO en R. leguminosarum bv. viciae, nodH y nodPQ en R.
meliloti, nodZ en B. japonicum o los genes nodSU los cuales s6lo han podido ser
identificados en B. japonicum USDA 110, en Rhizobium sp NGR234, en Azorhizobium
caulinodans y en R. fredii USDA 257.

3.1.3-Determinantes de nodulacién especificos de un genotipo o
cultivar.

Estos genes (GSN o CSN si el genotipo es una variedad cultivada) son aquéllos que
permiten la nodulacién de genotipos especificos dentro de una especie dada de leguminosa.
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Fueron identificados inicialmente en la cepa TOM de R. leguminosarum bv. viciae. Esta cepa
asidtica es capaz de nodular un cultivar asidtico de guisantes, cv. Afghanistan, pero no lo
pueden hacer las cepas europeas de R. leguminosarum (Brewin, 1980). Posteriormente, se
coinprobé que era un gen, nodX, localizado en el pldsmido simbiético y detrds de los genes
nodlJ, el responsable de la capacidad de TOM de infectar la variedad Afghanistan de Pisum
sativum (Davis, 1988), el cual es inducido por exudados de la raiz de guisante. Parece existir
una »interacéién gen-a-gen en la cual un dnico gen dominante en la cepa TOM de R.
M“iégur‘riinosarum bv. viciae (nodX) esti controlado por un tnico gen recesivo en la planta
(sym-2). No se han encontrado homélogos a nodX en otras cepas de R. leguminosarum by.
viciae. Aunque se desconoce la funcién bioquimica de NodX, se sabe que la cepa TOM
presenta un perfil distinto de lipooligosacéridos o factores Nod del que presentan las demds
cepas de R. leguminosarum (Lopez-Lara et al., 1993). Por otra parte, se sabe que la cepa
europea de R. leguminosarum PF, es capaz de bloquear la nodulacién por la cepa TOM de
la variedad Afghanistan(Winarno y Lie, 1979). A este fenotipo se le ha denominado Cnb
(competitive nodulation blocking) y se sabe que estd determinado por los genes nodABC y
nodFE de PF, (Dowling et al., 1989). El papel preciso de estos genes en el bloqueo ain se
desconoce.

Otro gen especifico de cultivar identificado es el gen cromosémico nolC de R. fredii
USDA257 (Heron, 1989; Krishnan y Pueppke, 1991). Este gen determina el que la cepa
s6lo nodule variedades primitivas de soja (como la Peking), pero no nodula variedades
comerciales mds avanzadas (como la McCall). Mutantes obtenidos en nolC difieren de la
cepa parental tanto en la interaccién con el cultivar Peking (los nédulos formados presentan
anormalidades estructurales y una capacidad disminuida para fijar N»), asi como en la
produccion de exopolisacdridos (Krishnan y Pueppke, 1992). Este gen presenta una fuerte
homologia con el gen dnaJ de E. coli implicado en procesos de choque térmico. Se piensa
que nolC debe ser un gen regulador ya que es capaz de modificar la cantidad de EPS
producido, asi como modular los niveles de nodulinas de la planta.

Entre otros genes determinantes de la especificidad de cultivar, se han identificado el
gen nodT de R. leguminosarum bv. trifolii que es necesario para la nodulacién de Trifolium
subterraneum cv. Woogenellup (Lewis-Henderson y Djordjevic, 1991), o el gen nolA de B.
Japonicum USDA 110 (Sadowsky et al., 1991) que parece codificar para una proteina
reguladora transcripcional de unién a ADN segiin se deduce de su homologia con otra
proteina reguladora transcripcional, MerR.




3.2.-Factores Nod.

El resultado de la activacién de los genes nod es la aparicién de proteinas que estdn
implicadas en la sintesis de compuestos sefiales extracelulares, conocidos como factores Nod
o lipooligosacaridos. Estos compuestos son capaces de producir una respuesta en la planta a
concentraciones muy bajas (10-11M). Se sabe que los lipooligosac4ridos por sf solos,
inducen la deformacién y curvatura de los pelos radicales, el desarrollo del meristemo
nodular, al mismo tiempo que legan a inducir algunas de las nodulinas tempranas del
proceso simbidtico (Denarié y Roche, 1992). Recientemente, van Brussel et al. (1992) han
demostrado que el lipooligosacarido de R. leguminosarum bv. viciae , es capaz de inducir la
formacion de la estructura que precede a la formacién del canal de infeccién, denominada Pit
(pre-infection thread), caracterizada por filas radiales de células que presentan puentes
citoplasmaticos dispuestos también en forma radial, a través de los cuales posteriormente
crecerd el canal de infeccién.

NodRm-1 producido por R. meliloti fue el primer Factor Nod del que se conoci6 su
estructura, la cual se representa en la Fig. 1B-1 (Lerouge et al., 1990). La estructura
general de estos factores es la de un tetra- o pentamero de N-acetilglucosaminas con
diferentes sustituciones. R. meliloti produce una familia de lipooligosac4ridos sulfatados (6
compuestos) que exhiben diferentes grados de especificidad por el hospedador (Schultze et
al., 1992).

También se han identificado este tipo de moléculas en otras especies de Rhizobium
(Spaink ef al.,1991a,b). En el caso de los factores Nod de R. leguminosarum, de los que
hay al menos 5, la principal diferencia con los de R. meliloti radica en la ausencia del grupo
sulfato (Fig. 1B-3). También existen diferencias entre NodRm1 y el factor Nod de
R.leguminosarum. bv. viciae en cuanto a la longitud de la cadena de 4cido graso y su grado
de insaturaci6n, asi como la existencia de un grupo O-acetilo en el extremo no reductor de la
molécula. Las regiones supuestamente implicadas en determinar especificidad de hospedador
son: (1) el grupo sulfato de los factores de R. meliloti, (2) el grupo acilo altamente
insaturado de los factores de R. leguminosarum bv. viciae y (3) el grupo O-acetilo de los
factores de R. leguminosarum bv. viciae.

El lipooligosacarido de B. japonicum USDA 110, llamado NodBj-V, es muy similar

al de las especies de Rhizobium (Fig. 1B-2) La tnica diferencia es la presencia de un

azicar adicional, la 2-O metilfucosa, que se encuentra ligada al extremo reductor (Sanjuan et
al., 1992). El residuo fucosilico parece jugar un papel muy importante en la especificidad de
la simbiosis B. japonicum [soja, ya que su eliminacién produce un compuesto muy similar a
uno de los metabolitos no especificos de R. leguminosarum bv. viciae (Spaink et al.,
1991b).
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Figura 1.- (A) Organizacién de los genes de la nodulacién en R. meliloti, R.
leguminesarum bv. viciae y B. japonicum, tomada de Gyorgypal et al., 1991. (B) Estructura
de los factores Nod de (1) R. meliloti (Hirsch, 1992), donde se indica ademds con flechas
las funciones propuestas para los productos de los genes nod, (2) B. japonicum (Sanjuan et
al., 1992), (3) R. leguminosarum bv. viciae (Spaink et al., 1991) y (4) Rhizobium sp.
NGR234 (Price et al., 1992). n=2 6 3; x=carbamoil; R=4cido vaccénico o 4dcido palmitico.
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Rhizobium NGR234, una cepa tropical de amplio rango de hospedador, produce una
familia de factores Nod que son pentdmeros de N-acetilglucosamina mono acilados con una
gran variedad de sustituciones (Fig. 1B-4) (Price et al., 1992). La principal caracteristica
de NGR234 radica en secretar una mezcla de factores sulfatados y no sulfatados. Esta
propiedad puede ser la base de su promiscuidad.

En cuanto al modelo propuesto de actuacién de los factores Nod, los residuos de N-
glucosamina de la molécula reaccionarian con sitios especificos de un receptor,
probablemente una lectina (Lugtenberg et al., 1991). La intensidad de la interacci6n entre el
factor Nod y su receptor regularia los primeros eventos de la nodulacién. En este modelo, el
factor funcionaria in situ como parte integrante de la membrana bacteriana en la cual estarfa
embebida la porcién lipidica de la molécula (Hirsch, 1992).

3.3.-Funciones bioquimicas de los genes nod.

En cuanto a la funcién de los productos codificados por los genes nod en la sintesis
de estas moléculas sefiales, se ha sugerido que los genes nod comunes estarfan implicados
en la sintesis y tal vez en la secrecidn de la estructura carbonada mientras los genes hsn
intervendrian en la adicién de sustituciones a la molécula fundamental (de Bruijn y Downie,
1991; Okker et al., 1992). En la Fig. 1B-1 se indican las funciones propuestas para los
productos de los genes nod. Se sabe que los genes nodABC son suficientes para sintetizar
la molécula sefial. NodC parece estar implicada en la formacién del esqueleto del
lipooligosacirido, ya que muestra homologia con quitina y celulosa sintetasas (Atkinson y
Long, 1992; Debell€ et al., 1992). NodB es la deacetilasa encargada de eliminar el grupo
acetilo de la N-acetilglucosamina, a la cual posteriormente, habra de unirse un grupo acilo
(John et al., 1993). NodA parece funcionar como una acil transferasa. Los genes nodlJ, que
tienen un papel menos importante en la simbiosis, parecen tener la misién de exportar los
metabolitos Nod. De hecho, Nodl muestra homologia con proteinas de transporte
dependientes de ATP, y ademds estd localizada en la membrana citoplasmética (Downie,
1991). Los genes nodHPQ estdn implicados en la adicién de un grupo sulfato a la molécula
NodRm-1. De hecho, los productos de nodPQ son funcionalmente equivalentes a los
productos de los genes cysCD de E. coli , implicados en la formacién de adenosin 5'-
fosfosulfato, que interviene en las reacciones de transferencia de grupos sulfato (Schwedock
y Long, 1990). El producto NodH estd implicado en la transferencia del grupo sulfato
activado, al ‘extremo reductor del oligosacédrido (Roche et al., 1991). nodFE, son genes
claves en la determinacién de la especificidad de hospedador, al ser responsables de la
naturaleza del grupo acilo que va a quedar ligado al polimero de glucosamina. nodF muestra
homologia con proteinas portadoras de grupos acilo, implicadas en la sintesis de 4cidos
grasos (Shearman et al., 1986), mientras que nodE se asemeja a las B-cetoacilsintetasas
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(Downie, 1991). El producto de nodL es el encargado de unir un grupo acetilo al extremo
reductor de una poliglucosamina acilada. La misién de NodM, que muestra homologfa con la
glucosamina sintetasa de E. coli, parece ser que es proveer con suficiente cantidad de
unidades de azdcar para la sintesis de la molécula sefial (Baev et al., 1991). No obstante,
NodM parece tener funciones adicionales puesto que tiene distintos efectos en distintos
hospedadores. Ademds, mutaciones en nodM, determinan que no haya un completo
desarrollo de los bacteroides (Baev et al., 1992). En el caso de R. leguminosarum bv viciae
mutantes nodM presentan un fenotipo salvaje, lo cual es ficil de explicar puesto que existe
un gen cromosémico g/mS, que realiza la misma funcién (Marie et al.,1992) La proteina
NodO de R. leguminosarum bv viciae, que presenta homologia con la hemolisina de E. coli
y que es secretada al medio por un mecanismo que no implica a un péptido seiial, se ha visto
que es esencial para la nodulacién de Vicia sativa (veza), cuando los genes nodFE se hallan

ausentes (Scheu et al., 1992). Auin no se conoce cudl es su papel durante la infeccién.

3.4.-Regulacion de los genes nod.

La expresién de los genes nod requiere la presencia del gen regulador nodD y de
moléculas seiiales procedentes de la planta, conocidas con el nombre de flavonoides (Fischer
y Long, 1992; Gyoérgypal et al., 1991a; Schlaman et al., 1992). En los rizobios de rdpido
crecimiento, estos inductores suelen ser flavonas y flavanonas, mientras que los inductores
para las especies de Bradyrhizobium suelen ser isoflavonas (Fig.2). nodD se expresa de
forma constitutiva y codifica una proteina (NodD) que es un activador transcripcional y que
se une a una secuencia de ADN de 47 pares de bases conocida como nod-box localizada
delante de todos los operones nod inducibles. Algunas especies de Rhizobium poseen un
unico gen nodD, aunque otras como R. meliloti, pueden poseer hasta tres copias del mismo.
En aquellos casos en que existe un solo gen, mutantes nodD son defectivos para la
nodulacién de cualquier hospedador, mientras que la mutacién de uno solo de los tres genes
nodD de R. meliloti afecta la eficiencia de nodulacién de forma diferente en distintos
hospedadores (Schlaman et a/, 1992; Gyorgypal et al., 1991b). En R. meliloti se ha
encontrado una proteina represora (NolR) que actda en trans. Esta proteina se une a los
promotores de los genes nodDI1, nodD2 y nodA. Las cepas que poseen el gen represor
presentan una mayor eficacia para la nodulacién, lo que indica que un control fino de la
expresion de los genes nod por factores tanto positivos como negativos, permite una éptima
nodulacién del macrosimbionte.

En el modelo propuesto por Kondorosi et al. (1991) de regulacidn de los genes nod
en R. meliloti (Fig. 2C), en ausencia del inductor, el represor (NolR) se une a los
promotores de nodD y nodA y compite con la ARN polimerasa, lo que da lugar a una baja
producciéon de proteina NodD1. Las proteinas NodD disponibles (NodD1, NodD2 y
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Figura 2.- Modelos de regulacién de los genes de la nodulacién de (A) R. meliloti, tomado

de Denari€ et al., 1993 y (B) B. japonicum, cortesfa de J. Sanjuan. (C) Modelo general para
la regulacion de los genes rod (Kondorosi et al., 1991). nb=nod-box. R=represor.
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NodD3) se unen a las cajas de nodulaci6n, pero en su forma conformacionalmente inactiva,
de tal modo que no puede promover a la ARN polimerasa para que transcriba nodA. La
presencia de inductor hace que 1a proteina NodD pase a forma activa tras la interaccién con el
mismo. El complejo modificado de proteina NodD unida a las cajas de nodulacién del ADN,
se une a la ARN polimerasa que entonces compite con el represor y permite la transcripcién
del operén nodABC.

Existen otra serie de factores que influyen en la regulacién de estos genes (Fig.
2A). Tal es el caso del locus syrM en R. meliloti que actda como un regulador positivo.
Ademis de estar implicada en la produccién de polisacdrido extracelular, en presencia de
NodD3 permite la expresién de los genes nod de forma independiente al inductor y ademaés
extiende el rango de hospedador (Kondorosi, 1991). Por otro lado, la elevada concentracién
de amonio parece ser que regula negativamente la expresién de los genes nod en R. meliloti,
en otras especies de amplio rango de hospedador y en B. japonicum. En R. meliloti y en
NGR234 se ha encontrado que algunas mutaciones en el control global del nitrégeno (nirA y
ntrC) influyen de forma negativa en la expresién de los genes nod (Dusha et al., 1989). En
R. meliloti esta regulacién depende de NodD3, y es controlado por un gen que todavia no se
ha caracterizado. Las mutaciones en este gen eliminan el efecto inhibidor sobre la expresién
de genes nod. Ademds, esta mutacion hace a la cepa mas competitiva que la silvestre. En el
caso de B. japonicum, la represion de los genes nod por amonio es independiente de NtrC'y
NifA (Wang y Stacey, 1990).

Recientemente se ha puesto de manifiesto la necesidad de la presencia de proteinas
homologas a las chaperonas, que en E. coli se hallan codificadas por groEL, para que la
proteina NodD3 sea activa (Fisher y Long, 1992). Su funcién adn es desconocida. Se cree
que podrian esta implicadas en el ensamblaje de multimeros de NodD, en el ensamblaje del
aparato de transcipcién o bien en la translocacién d NodD desde la membana citoplasmatica
al citosol.

Aunque en principio se pensaba que la regulacién de los genes de la nodulacién en B.
Japonicum se ajustaba a los modelos establecidos para Rhizobium, resultados recientes
demuestran que existen diferencias importantes. En B. japonicum la transcripcién de los
genes nod comunes es inducida por isoflavonas y requiere el gen nodD1 (Fig. 2B). Dos
genes nodVW, se han identificado como esenciales para la induccién de los genes nod en
respuesta a las isoflavonas (Sanjuan et al., en prensa). NodV y NodW muestran homologia
con las proteinas pertenecientes a la familia de sistemas reguladores de dos componentes
(Gottfert et al, 1990). En el modelo propuesto por Sanjuan et al., 1993, NodV seria una
proteina de membrana que actuaria como sensor de las moléculas inductoras. NodV
activaria, quizis por fosforilacién, a NodW, la cual en su forma activa serfa entonces capaz
de activar la transcripci6n de los genes nod. En ausencia de un represor, NodW en su forma
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activa es capaz por si sola de llevar a cabo la activaci6én de la transcripcién, mientras que
cuando dicho represor estd presente, la misma accién requiere simultdneamente NodW vy
NodD1(Sanjuan, comunicacién personal).

" En bacteroides de R. leguminosarum bv. viciae y en R. meliloti , los genes nod
inducibles no siguen expresidndose (Schlaman et al., 1991; Sharma y Signer, 1990),
deteniéndose dicha expresién antes de que la bacteria sea liberada del canal de infeccién.
Aunque los niveles de expresién de nodD se reducen en bacteroides hasta un 35% en R.
leguminosarum y pricticamente a cero en R. meliloti, 1a ausencia de NodD no es la causa de
que no se produzca expresion de estos genes. Se ha visto que NodD de bacteroides de R.
leguminosaum bv viciae no se une a los promotores de nodF, nodM y nodO y sélo 1o hace
muy débilmente al promotor de nodA. Se cree que ésto es debido a que NodD se encuentra
en los bacteroides en una forma alterada, probablemente, formando un complejo con una
pequeiia proteina especifica del bacteroide, que no se sabe si estd relacionada con NolR
(Schlaman et al., 1992). Este tipo de represién, indica que los metabolitos Nod son
indeseables en el estado de bacteroide.

3.5.-Componentes de superficie que afectan al desarrollo del nédulo.
Numerosos estudios indican que la superficie de los rizobios juega un papel
importante no s6lo en el reconocimiento celular, sino también en momentos m4s avanzados
de la interaccién simbiética. Entre los polisacdridos de superficie de Rhizobium se
encuentran los exopolisacdridos (EPS), los lipopolisacdridos (LPS) y B-glucanos.
Mutaciones en genes implicados en la sintesis de estos componentes superficiales,
normalmente dan lugar a nédulos vacios.

3.5.1.-Polisacirido extracelular (EPS)

El EPS I (succinoglucano) es un heteropolisacdrido de gran tamaifio constituido por
una unidad octasacaridica de glucosa y galactosa con sustituciones de piruvato, acetato y
succinato, que es producida bajo dos formas: una de alto y otra de bajo peso molecular. R.
meliloti es capaz de producir un segundo exopolisacdrido llamado EPS II, que difiere del
EPSI en estructura y composicién quimica.

En R. meliloti se han identificado trece loci localizados en el segundo megapldsmido

* y varios genes de localizacién cromosémica implicados en la sintesis del EPS I(Leigh et al.,
.1985; Long et al. 1988). Las mutaciones en los genes plasmidicos exoABFLMPQ y en el

gen cromosémico exoC bloquean totalmente la produccién de EPS I (Long et al., 1988;
Zhan et al., 1990). Estos mutantes forman nédulos vacios en alfalfa, los cuales no presentan
canales de infeccién ni bacterias intracelulares (Finan et al., 1985, 1986; Leigh y Lee, 1988;
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Hynes et al., 1986; Miiller et al., 1988). Este fenotipo Ndv- es completamente suprimido en
alfalfa, pero no en otros hospedadores, por la produccién de EPS II que normalmente es
criptico (Glazebrook y Walker, 1989; Zhan et al., 1989). Las mutaciones en los genes
plasmidicos exoNKJG y en el cromosémico exoD afectan a la cantidad o alguna cualidad del
EPS. Mutantes en exoG o exoJ son capaces de formar nédulos fijadores aunque con una
menor eficiencia (Long et al., 1988). Mutaciones en el gen exoH que afecta a la succinilacién
del EPS I, provocan la formacién de nédulos aberrantes en raices de alfalfa (Leigh et al.,
1987). En R. meliloti se han descrito dos loci cromosémicos implicados en la regulacién de
la biosintesis del EPS I, llamados exoR y exoS (Doherty et al., 1988). Mutaciones en estos
genes causan superproduccién'de EPS 1. Los mutantes en exoS son capaces de nodular
normalmente pero los mutantes exoR presentan fenotipo Inf-, lo que sugiere que una
sintesis desregulada de EPS I es perjudicial para la nodulacién y que una atenuacién de la
biosintesis por ExoR es esencial en alguna etapa de 1a nodulacién (Reed et al., 1991).

Como resultado de distintas observaciones se ha sugerido que el EPS es requerido
para los nédulos indeterminados, pero no es necesario para los determinados (Gray y Rolfe,
1990; Gray et al., 1992; Noel, 1992). |

Una dificultad para definir el papel de los EPS es que la gravedad del bloqueo de la
infeccién depende de cada simbiosis particular: los mutantes Exo~ pueden ser Nod™, no
infectivos Inf- Ndv-, parcialmente infectivos Ndv-, o Nod* Fix*. Luego es posible que el
EPS tenga diferentes funciones en diferentes combinaciones microsimbionte-hospedador, y
mds de una funcién en un hospedador dado (Noel, 1992).

Las posibles funciones de los exopolisacdridos en la simbiosis son: dar proteccién
frente a las respuestas de defensa de la planta; actuar como una sefial para la planta, bien sea
como molécula de alto peso molecular o como oligosacirido; reconocimiento de los pelos
radicales susceptibles de ser infectados; actuar como transportadores de enzimas
extracelulares y formar parte de la matriz del cordén de infeccién .

La especificidad de accién de los EPS indica que deben tener un papel mds alld del
simple papel pasivo o estructural en la superficie de los rizobios. Por ejemplo, el EPS II de
R. meliloti es suficiente para la simbiosis con alfalfa, pero no con otras cuatro plantas que
normalmente son hospedadoras de esta especie. Un hecho que apoya que los EPS pueden
actuar como moléculas sefial son los resultados de adicién de EPS. Asi, Djordjevic et
al.,(1987a) demostraron que la adicién de EPS o de fragmentos de €l cuando se inoculan
plantas con mutantes Exo~ de Rhizobium sp.NGR234 o de R. leguminosarum bv. trifolii
restauraba el fenotipo Fix*.
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3.5.2.-Lipopolisacdridos (LPS)

El LPS es un componente importante de la membrana externa de la bacteria e
interviene en la interacci6n entre ésta y su medio externo. En Rhizobium est4 formado por
una porcién polisacaridica y una porcién lipidica (lipido A). La fraccién polisacaridica
comprende un niicleo oligosacaridico y una molécula de gran peso molecular llamada
antigeno O, muy variable, que confiere propiedades antigénicas especificas de la cepa. El
lipido A consiste en un oligosacdrido (generalmente un disacérido) al que se unen 4cidos
grasos, y se encuentra situado en la bicapa de la membrana externa (Carlson, 1984).

Bhat et al.(1991), basindose en estudios de la composicién y estructura de los
micleos oligosacaridicos y los lipidos A de los rizobios, han establecido tres grupos de
LPSs: tipo I incluye todas las cepas de R. leguminosarum biovariedades viciae, phaseoli y
trifolii; el tipo II incluye todas las cepas de B. japonicum y el tipo III las cepas de R. meliloti
Y R. fredii.

En la cepa CFN42 de R. leguminosarum biovar phaseoli, se han identificado cinco
regiones genéticas que estdn implicadas en la sintesis del LPS; una de ellas estd localizada en
un pldsmido nativo distinto del pldsmido simbiéticé, mientras que las demds se hallan en el
cromosoma (Cava et al., 1989; Diebold y Noel, 1989). En R. leguminosarum bv. viciae
VF39 se ha identificado una regién cromosémica en la que hay cinco unidades
transcripcionales, implicada en la sintesis del polisacdrido O (Priefer, 1989). También en R.
meliloti se han localizado en el cromosoma y en el segundo megapldsmido, genes que
intervienen en la sintesis del LPS (Clover et al., 1989; Williams et al., 1990a, 1990b),
aunque en ningin caso se han podido definir los efectos estructurales de las mutaciones en
estos genes.

Los estudios genéticos han mostrado que mutantes en el LPS en las distintas
biovariedades de R. leguminosarum y en B. japonicum, que carecen de antigeno O o que
producen menor cantidad de lipopolisac4rido, son defectivos en la simbiosis, siendo
incapaces de inducir la formacién del canal de infeccién, o bien si lo llegan a formar,
finalmente aborta (Carlson et al., 1987; de Maagd et al., 1988). En cambio, Clover et al.
(1989) han descrito que mutantes en los LPSs de R. meliloti no son defectivos en la
simbiosis, pero en este caso no se conoce cémo estdn afectados los LPS.

Se han dado varias hipétesis a las posibles funciones del LPS en la simbiosis. Una
posibilidad es que sirva como compuesto sefial que dispare ciertos mecanismos importantes
para la infeccién por Rhizobium, bien como receptores fijados a la membrana externa, bien
como sefial difusible. Otra posibilidad es que la capa de polisacdridos O que rodea a la
bacteria actie como un escudo hidrofilico que previene el acceso de moléculas téxicas
hidrofébicas. Otro papel protector podria ser enmascarar a los precursores de las respuestas
de defensa del hospedador (Djordjevic et al., 1987b). Un tipo de papel relacionado con los

16




( - e os e wm G Sn Sm wx am = - - Oh UN D SO Sm Sm

dos anteriores es proveer una superficie bacteriana apropiada para la endocitosis y otras
posibles interacciones entre superficies durante la infeccién (de Maagd et al., 1989).

3.5.3.-Beta Glucanos

Las cepas de Rhizobium y Agrobacterium producen B-1,2 glucanos (York et al.,
1980; Zevenhuizen y Scholten-Koerselman, 1979), que se pueden aislar tanto del espacio
peripldsmico como del medio extracelular. Este polisacdrido es un homopolimero formado
i;or 17 a 24 restos de glucosa unidos mediante enlace B-1,2 y que generalmente no lleva
sustituciones. B. japonicum no produce B-1,2 glucanos, pero en su lugar produce
oligémeros mds pequefios de residuos de glucosa con uniones -1,3 y B-1,6, que pueden
tener una funcién similar (Miller et al.,1990; Miller y Gore, 1992).

En R. meliloti se han identificado genes simbiéticos esenciales que estin relacionados
estructural y funcionalmente con los genes de virulencia cromosémicos (chv) de A.
tumefaciens y que se han denominado ndvA y ndvB (Dylan et al., 1986). Los loci chvAB y
ndvAB estan relacionados con la capacidad de las bacterias para sintetizar y exportar §-1,2
glucano ciclico. Las mutaciones en los genes cromosémicos ndvA y ndvB hacen que en R. -
meliloti esté afectada la sintesis de estos glucanos. Al igual que los mutantes chv de A.
tumefaciens no se adhieren a las células vegetales (Douglas et al., 1982), Dylan et al.,
(1990b) han demostrado que los mutantes ndv de R. meliloti estén seriamente afectados en
su unién a raices de alfalfa. Estos mutantes forman pseudonédulos que carecen de
bacteroides, no tienen cordén de infeccion y no fijan nitrégeno (Geremia et al., 1987). ndvA
codifica una proteina de 67,1 kDa que es homéloga a un gran nimero de proteinas
transportadoras bacterianas dependientes de ATP. Esta proteina estaria implicada en la
exportacién de B-1,2 glucano desde la membrana interna donde es sintetizado al espacio
periplasmico (Stanfield et al., 1988), similar a lo que ocurre con la proteina ChvA
(Cangelosi et al., 1989). ndvB codifica una proteina de membrana interna de 319 kDa que
no muestra homologia con otras proteinas conocidas, y que estarfa implicada en la sintesis
del glucano (Ielpi et al., 1990).

Aunque estd claro que mutaciones que suprimen la produccién de -1,2 glucanos
afectan a la nodulacién, no se puede asegurar que la pérdida de este polisacdrido sea por si
misma la responsable de estos defectos. De hecho se han aislado pseudorrevertientes capaces
de formar nédulos Fix* que no eran capaces de producir glucanos (Dylan et al., 1990b).

Se sabe que en R. meliloti el glucano es requerido para la adaptacién a medios de baja
osmolaridad (Dylan et al., 1990a; Soto et al., 1992). Mutaciones en los genes ndvA y ndvB
dan lugar a la aparicién de una serie de propiedades fenotipicas que sugieren alteraciones en
la superficie de la bacteria resultantes del fallo en la osmoadaptacién, tales como pérdida de

la motilidad, resistencia a fagos, incremento en la resistencia a determinados antibi6ticos, o
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alteracién en los niveles de produccién de exopolisacdrido. Por otra parte, se sabe que
medios hiperosméticos inhiben la acumulacién in vivo de glucano asociado a la célula en A.
tumefaciens, R. meliloti y B. japonicum (Miller et al., 1986; Dylan et al., 1990a; Breedveld
et bl., 1990; Tully et al., 1990; Miller y Gore, 1992), al igual que ocurre con los
oligosacdridos derivados de membrana (MDO) de E.coli durante el crecimiento en medios
con altas concentraciones de sal o sacarosa (Bohin y Kennedy, 1984; Kennedy, 1982). No
obstante, en la cepa de Rm GR4, no se detectan cambios en los niveles de glucano en
respuesta a cambios en la osmolaridad del medio (Soto et al., 1993), lo que puede significar
un mecanismo diferente de osmoadaptacién.

En cuanto a la posible funcién de los B-1,2 glucanos, el hecho de que este
oligosacérido sea requerido para la adaptacién a baja osmolaridad, significa que podria jugar
un papel en la nodulacién en el mantenimiento de la integridad celular de la bacteria. Otra
posibilidad sugerida es que estas moléculas podrian actuar como protectoras frente a las
reacciones de defensa de la planta (Gray et al., 1992).

4.-Control de la nodulacion llevado a cabo por la planta.
4.1.-Nodulinas.

En las leguminosas, son muy pocos los genes que controlan la nodulacién que han
podido ser estudiados (Nap y Bisseling, 1990; Caetano-Anollés y Gresshoff, 1991b). La
expresion de la mayor parte de ellos ocurre en el nédulo y a las proteinas codificadas se les
ha denominado NODULINAS (Delauney y Verma, 1988). Las nodulinas son, por
definicién, expresadas en el nédulo durante el desarrollo de la simbiosis, pero no en otras
partes de la raiz o del resto de la planta. Un nimero pequefio de nodulinas han sido
identificadas, fundamentalmente por comparacién de los productos de la traduccién in vitro
de ARNs mensajeros de nédulo y raiz y la identificacion de cDNAs por seleccién diferencial.

4.1.1.-Tipos de nodulinas.

Las nodulinas se expresan diferencialmente durante el desarrollo del nédulo, por lo
que se dividen en dos grupos: A) nodulinas tempranas (ENOD), expresadas durante las
primeras etapas de formacion y desarrollo del nédulo, y B) nodulinas tardias (NOD), que se
expresan en torno a la puesta en marcha del proceso de fijacién de nitrégeno (Franssen et al.,
1992),

A) Nodulinas tempranas.

Dos nodulinas implicadas en el proceso de curvatura de los pelos radicales, RH-42 y
RH-44, han sido identificadas en guisante (Gloudemans et al., 1989) y 3 proteinas en la
promiscua leguminosa Vigna unguiculata (Krause y Broughton, 1992).
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Entre las nodulinas tempranas con relacién al proceso de infeccién y formacién del
nédulo, estdn las identificadas en guisante PSENOD2, PSENOD3, PSENODS, PSENOD12 y
PsENOD14 (Franssen et al., 1992). Las proteinas PSENODI12 y PsENODS5 se han
relacionado con el proceso de formacién del canal de infeccién. Ambas son protefnas ricas
en prolina, mientras que PSENOD12 parece formar parte del canal de infeccién y/o de la
pared celular adicional de las células del cértex de la raiz, PSENODS se cree que es un
componente de membrana. La glicoproteina PSENOD12 también ha sido relacionada con la
formacién del primordio nodular.

PsENOD3 y PSENOD14 son nodulinas que sélo se expresan en células del nédulo
invadidas por bacterias y se cree que pueden ser proteinas de unién a metales, por ejemplo
proteinas implicadas en el transporte de Fe o Mo hacia los bacteroides, los cuales requieren
el aporte de estos metales para la sintesis de la nitrogenasa.

PSENOD2, también identificada en nédulos de soja, ha sido identificada como una
(glico)proteina rica en (hidroxi)prolina de la pared celular del llamado parénquima nodular,
un tejido especifico del nédulo, compuesto de una o dos capas celulares con pequeiios
espacios intercelulares, y que contribuye a la formacién de una barrera de difusién del |
oxigeno, protectora de los bacteroides.

B)Nodulinas tardias.

Entre las nodulinas tardias que se han identificado hasta el momento, las hay con una
funcién metabélica y aquéllas con funcién estructural. Entre las nodulinas metabdlicas, la
mdés abundante es la leghemoglobina, que funciona como hemoproteina portadora de
oxigeno, facilitando asf la difusién controlada de oxigeno hacia los bacteroides. Existen
varios tipos de leghemoglobinas, que se expresan diferencialmente durante el desarrollo de
nédulos en soja y guisante. En nédulos de soja se ha identificado una uricasa (Ngm-35), una
enzima clave en la ruta biosintética de ureidos en nédulos de tipo determinado, que se localiza
preferentemente en peroxisomas de células no infectadas (Nguyen et al., 1985). Glutamina
sintetasa (GS), que cataliza el primer paso en la asimilacién de amonio, ha sido identificada
en alfalfa, soja y guisante. Enzimas del metabolismo del carbono (PEP carboxilasa, colina
quinasa, xantin deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, etc) identificadas en nédulos,
pueden representar formas enzimdticas distintas a 1as presentes en otros 6rganos y tejidos de
la planta.

Algunas nodulinas tardias parecen tener una funcién estructural, como las
identificadas en soja Ngm-23, Ngm-24 y Ngm-26 (Franssen et al., 1992) que parecen
formar parte de la membrana peribacteroidal. De ellas, Ngm-26 podria también tener un
papel en el transporte de pequeiias moléculas a través de la membrana.
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4.1.2.-Regulacién de los genes de nodulinas.

Los genes de nodulinas estdn muy regulados tanto espacial como temporalmente
durante el desarrollo del nédulo. Si bien hasta ahora no han podido ser identificados factores
que actuando en trans, intervengan en la expresion de estos genes, si que se han identificado
secuencias reguladoras en cis. Asi, se sabe que existen elementos esenciales para la
expresién especifica en el nédulo (OSE) y elementos que influyen en el nivel de expresién
del gen: bien con un fuerte (SPE) o débil (WPE) efecto positivo, o bien con efecto negativo
(NE). También se han identificado secuencias consenso en los promotores de estos genes,
aunque no llegan a conservarse para todas las nodulinas.

Durante mucho tiempo se ha propuesto que diferentes condiciones fisiolégicas en el
nédulo, podrian jugar un papel en la regulacién de los genes de nodulinas: concentracién de
O3, niveles de amonio o incluso el grupo hemo. Sin embargo, los datos experimentales atin
no son convincentes. Asi, el papel de la baja concentraciéon de O2 en la activacién de la
expresion de algunos genes de nodulinas como el de la leghemoglobina o el de la n-uricasa
ain permanece en duda. El grupo hemo de jugar algiin papel seria el de una regulacién a
nivel post-transcripcional, mientras que ni el N7 ni el amonio parecen ser esenciales para la
expresion de estos genes.

Lo que sf parece cierto es que moléculas seiiales procedentes de Rhizobium son las
que disparan la expresion de estos genes. Se sabe que los lipooligosacdridos causan la
transcripcion de los genes que codifican para las nodulinas PSENOD12, PSENODS y RH44.
Por otra parte, en pseudonddulos inducidos en guisante y alfalfa por compuestos que
inhiben el transporte de auxinas, se han detectado algunas nodulinas tempranas y sin
embargo no se ha detectado ningtin transcrito correspondiente a genes de nodulinas tardias
(Hirsch et al., 1989). Esto sugiere que la expresion de estos genes requiere necesariamente
la existencia de compuestos sefiales procedentes de Rhizobium. Aidn no se sabe cudles son
los genés rizobianos implicados en iniciar la expresion de genes de nodulinas tardias, aunque
se proponen como buenos candidatos los genes implicados en la sintesis de polisacérido
capsular (CPS) y del LPS, asi como algunos genes nod.

4.2.-Genes de la planta que afectan la nodulacién.
Diversos genes de la planta que afectan la formacién del nédulo y su funcionamiento
han sido descritos (Phillips y Teuber, 1992). Muchos de ellos seguramente corresponden a
las ya mencionadas nodulinas. Uno de los primeros casos en los que se identificé un gen de
la planta que controlaba la nodulacién, fue en la simbiosis que se establece entre la cepa
TOM de R. leguminosarum bv viciae y Pisum sativum cv Afghanistan. Como se coment6 en
el apartado 3.1.3, la variedad Afghanistan no puede ser nodulada por las cepas europeas de

R. leguminosarum bv viciae . Este caricter estd determinado por un dnico gen recesivo de la
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planta: sym-2 (Lie, 1984). Posteriormente, se identificarfa el gen CSN nodX de la cepa
TOM, que es el que interaccionando de forma gen a gen con el locus sym-2, permite la
nodulacién de la varidead Afghanistan. Otro ejemplo de restriccién de la nodulacién
controlada por el hospedador, y que implica una interaccion gen a gen similar a la anterior,
es el que se ha encontrado en la simbiosis que se establece entre la cepa TAl de R.
leguminosarum bv. trifolii 1a cual presenta un fenotipo Nod- con la variedad Woogenellup
de Trifolium subterraneum. En este caso es el gen recesivo de la planta rwtl el que
condiciona la restriccién de la nodulacién, mientras que en la cepa TAl de R.
leguminosarum bv. trifolii se han identificado dos genes nodM y csn-1, que son los que
interaccionan de forma negativa con el gen de la variedad de trébol (Lewis-Henderson y
Djordjevic, 1991). Recientemente, Caetano-Anollés y Gresshoff (1992) han sugerido una
posible interaccién gen a gen en la simbiosis Rhizobium-alfalfa, entre los genes nar de la
planta y nodH de la bacteria. Esta hipétesis procede de la observacién de que la inoculacién
con mutantes nodH de plantas de alfalfa con fenotipo Nar (desarrollan nédulos en ausencia
de rizobios), provoca un incremento de 4 a 5 veces el porcentaje de nédulos formados,
llegando algunos de ellos a ser Fix+.

Se han identificado mutantes de diversas especies de leguminosas con alterada
capacidad para la nodulacion (Caetano-Anollés y Gresshoff, 1991b; Chamber, 1991). Estos
genotipos se han obtenido de mutantes espontdneos, o por mutagénesis bien quimica o
radiactiva. Algunos, como nod49 en soja, son mutantes que no permiten su nodulacién por
B. japonicum. Otros, como nts382, tienen la abilidad de formar un gran nimero de nédulos
(3-40 veces mds que la parental), incluso en la presencia de nitrato. Otros genes
identificados, afectan la formacién de n6dulos por determinadas cepas pertenecientes a la
misma especie bacteriana (Rj2, Rj4 en soja; sym-2 en guisante) (Phillips y Teuber, 1992).
En estos casos, la planta sélo permite su nodulacién por ciertas cepas o grupos de cepas
(serognipos) de una especie bacteriana. Otros genes parecen afectar no al proceso de
nodulacién en si, sino al funcionamiento del nédulo (p. ., plantas de guisante que son
Nod*Fix-), aunque no se dispone de modelos bioquimicos para explicar este tipo de
fenotipos. (Phillips et al., 1990).

Todos estos estudios han llevado a la conclusién de que 1) la planta posee todo el
material genético necesario para la formacién de nédulos radicales, siendo la funcién de la
bacteria la de inducir su formacion; y 2) la planta posee la capacidad de regular dénde y
cudntos nédulos se formarén en la presencia de su (Brady)Rhizobium especifico (Caetano-
Anollés y Greshoff, 1991a).
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4.3.-Autorregulacién.

Existen numerosas evidencias que indican que en las leguminosas, la nodulacién est4
controlada por un mecanismo que impide la formacién de nuevos nédulos en la raiz, una vez
formado un determinado néimero de ellos como consecuencia de las primeras infecciones.
Asi, Pierce y Bauer (1983) encontraron que una segunda inoculacién, 15 h después de la
primera, daba lugar a la aparicién de muy pocos (o ninguno) nédulos adicionales en raices
de soja. ~ La formacién de nédulos es un proceso muy complejo y costoso para la
planta, de ahf que el nimero de nédulos que es capaz de formar esté estrictamente regulado.

Se conoce muy poco acerca de los mecanismos por los cuales las leguminosas son
capaces de captar la formacién de los primeros nédulos, transmitir esa informacién en la
planta y suprimir la formacién de nuevos nédulos. Si se sabe que se trata de una respuesta
sistémica. Cuando las raices de una planta se separaron en dos compartimentos distintos, se
observé que la inoculacién de las raices de un compartimento, inhibia la formacién de
nédulos en el segundo compartimento, manteniéndose constante el nimero total de nédulos
formados (Kosslak y Bohlool, 1984). Esta supresi6n de la nodulacién incrementa a medida
que aumenta el intervalo de tiempo entre las dos inoculaciones.

Ademds, distintos experimentos ponen de manifiesto que esta respuesta estd
controlada desde el tallo. Sin embargo, esta regulacién es ejercida mediante diferentes
mecanismos en las diferentes leguminosas. Asi, mientras que en soja el bloqueo de la
fomacién de nédulos ocurre durante el desarrollo de la infeccién (Calvert et al.,1984), en
alfalfa el bloqueo ocurre durante el inicio de la formacién del nédulo (Caetano-Anollés y
Gresshoff, 1991a).

En cuanto a qué es lo que dispara esta respuesta sistémica, parece ser que varios
genes bacterianos podrian tener un papel importante. De hecho, mutaciones en los genes
nodABC, nodE y nodH impiden la respuesta de autorregulacion en alfalfa, mientras que
mutaciones en nodlJ, provocan sélo una débil respuesta. El desarrollo de Ia respuesta no
parece requerir ni la presencia de canales de infeccién, ni la invasién de las células vegetales
con rizobios, pero sf requiere la existencia de actividad mitética en las células del cértex.

Basdndose en las evidencias acumuladas, Caetano-Anollés y Gresshoff (1991)
propusieron el siguiente modelo: Las divisiones de las células del cértex, resultado de un
adecuado intercambio de seiiales entre el microsimbionte y la planta, dan lugar a la liberacién
de un inductor de respuestas en el tallo al que llamaron "inductor sintetizado en la raiz" o Q.
Este mensajero, conllevaria toda una serie de sucesos que darfan lugar a la aparicién de un
segundo mensajero sistémico, SDI, o inhibidor derivado del tallo que seria el que bloquearia

la formacién de nuevos nédulos.
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S.-La competitividad por la formacion de nédulos.

La competitividad de las estirpes rizobianas se puede definir como la capacidad para
formar nédulos, con una determinada leguminosa, en presencia de otras estirpes de rizobios
del mismo grupo de inoculacién.

Para aumentar la cosecha de leguminosas en suelos con bajo contenido en N3 y que
carecen de poblaciones indigenas de Rhizobium, se dispone desde hace més de 80 afios de
inoculantes comerciales. Sin embargo, los inoculantes para leguminosas no se ha
demostrado que sean efectivos en suelos con razas autéctonas. Esto se debe al problema de
la competitividad. Inéculos preparados con razas muy efectivas en la fijacién del N3 se ha
visto que son incapaces de formar una proporcién significativa de nédulos en situacién de
campo por la competencia que se establece con las cepas autctonas, muy bien adaptadas a
su nicho ecolégico (Temprano et al., 1991; Triplett y Sadowsky, 1992). Esto ocurre incluso
cuando los niveles de in6culo son muy superiores a los de rizobios indigenas existentes en el
suelo. Asi, Weaver y Frederick (1974) encontraron que la inoculacién con una raza a un
nivel 1000 veces superior al niimero de bradirizobios presentes en el suelo, daba lugar a que
s6lo la mitad de los nédulos estuviesen ocupados por la raza inoculante. Incluso<, si el
inéculo llega a nodular en la primera estaci6n de crecimiento, puede no persistir para formar
nédulos en la siguiente estacién. La persistencia de Rhizobium en el suelo es la capacidad
para multiplicarse y sobrevivir en ese medio a lo largo del tiempo. Competitividad y
persistencia a menudo guardan una estrecha relacién, y asi, las estirpes mds competitivas
suelen tener més posibilidades de persistencia y viceversa.

La competencia por la nodulacién se puede considerar en dos etapas. En la primera,
las estirpes compiten para colonizar el suelo y la rizosfera, y en la segunda, las estirpes
presentes en la rizosfera compiten por infectar la raiz y formar nédulos. En la primera etapa
tienen una gran importancia los factores debidos al medio ambiente edé4fico, mientras que en
la segunda influyen mds las caracteristicas de las estirpes de Rhizobium y la leguminosa
hospedadora.

Actualmente, se intenta abordar el problema de la competitividad de Rhizobium de
varias formas:

1.-Alterando el rango de hospedador de las razas inoculantes de Rhizobium y/o
usando genotipos de leguminosas con una infectividad restringida.

2.-Construccién de cepas de Rhizobium con una mayor capacidad para competir por
la ocupancia de nédulos. En este sentido tienen importancia la identificacién y el aislamiento
de distintos determinantes genéticos que se piensa juegan un papel importante en el
incremento de la competitividad de la cepa.

3.-Inoculacién masiva. Consiste en aplicar a las leguminosas, inéculos elevados de

cepas superiores, repetidas veces durante un periodo de varios afos. De esta forma se

23




[

pretende que la cepa inoculante ocupe el suelo en un nimero suficiente como para limitar la
ocupacién de nédulos por las poblaciones indigenas.

4.-Control quimico de la nodulacién. Se han identificado muchos compuestos que
inhiben la induccién por flavonoides de los genes nod en especies de Rhizobium y
Bradyrhizobium (Kosslak et al., 1990; Cunningham et al., 1991). Por otra parte, Spaink et
al.(1989) han conseguido construir un gen nodD capaz de activar la expresi6n de los genes
nod en ausencia de flavonoides. Esta estrategia que consiste en inocular la leguminosa con
una cepa que contenga un gen nodD flavonoide-independiente, junto con un inhibidor que
impida la induccién del gen nod en las cepas indigenas, presenta dos importantes
limitaciones pricticas: En primer lugar, los inhibidores de la induccién de los genes nod son
inestables en suelo. En segundo lugar, no existe un tinico compuesto que inhiba la induccién
de los genes nod en todas las cepas. Se requeriria la aplicacién de varios inhibidores y ésto
hace encarecer el proceso.

6.-Factores ecolégicos que afectan la competitividad.

Dentro de este apartado, se va a hacer referencia a aquellos‘factores que influyen
sobre las poblaciones rizobianas (Dowling y Broughton, 1986; Hervas y Lluch, 1991;
Temprano et al., 1991), aunque por supuesto hay que tener en cuenta que cualquier factor
que afecte de forma negativa al crecimiento de la planta, también afectard notablemente la
competencia por la nodulacién.

6.1.-Factores ambientales.

1.-Tipo de suelo.

El suelo es un reservorio de cepas de Rhizobium y las caracteristicas intrinsecas de
éste condicionardn las poblaciones nativas de rizobios presentes en €l. La presencia de
plantas en un suelo juega un papel muy importante en la supervivencia y desarrollo de las
poblaciones rizobianas, ya que constituyen la mayor fuente de carbono para el
mantenimiento de la comunidad bacteriana en las cercanias de la raiz (rizosfera). Los
exudados radicales juegan un papel fundamental, no sélo porque proveen una fuente de
carbono y energfa, sino porque distintas sustancias exudadas tienen distinto poder
quimioatrayente sobre diversas especies microbianas, con la consiguiente seleccién de
microorganismos que colonizardn con mayor eficiencia la rizosfera e incluso la superficie de
la raiz. Los rizobios indigenas suelen estar muy bien adaptados a vivir como saprofitos en
suelos que no contienen plantas.

Existen una serie de factores fisicos del suelo que afectan a la competitividad entre
cepas rizobianas, entre los que hay que destacar los referentes a la textura y estructura. Se
sabe, que suelos de textura fina y 4cidos pueden ser problematicos si contienen un exceso de
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elementos téxicos como el aluminio o el manganeso, si por su fraccién mineralégica tienen
una alta capacidad para adsorber fosfatos y si son propensos a cambios de estructura durante
los ciclos de humedad/sequia (Bottomley, 1992). Por otra parte, la carga superficial de los
minerales de arcilla también influye en el comportamiento de los rizobios en el suelo,
ejerciendo una fuerza electrostética que variard dependiendo del tipo de rizobio. En cuanto a
la estructura, el tamafio de las particulas y poros del suelo va a tener un papel importante, en
relacién con el tamaio celular. Asi, aquellos rizobios de menor tamaiio, pueden tener cierta
ventaja ecoldgica al poder ocupar los poros méis pequeiios evitando de esta manera las
fluctuaciones de potencial hidrico y la predacién.

Una fuente combinada de N7 y en particular el nitrato, se sabe que retrasa la
formacién de nédulos. Todas las etapas del desarrollo de la simbiosis pueden ser inhibidas
por la presencia de nitrato (Carrol y Mathews, 1990). Sin embargo, no todas las cepas de
Rhizobium responden de igual forma a la aplicacién de la fuente nitrogenada. Por ej., se
sabe que hay una cepa de B. japonicum (Mc Neil, 1982) que es mds competitiva en suelos
con altos niveles de nitrégeno.

Los nivéles de fésforo en combinacién con un determinado pH, pueden tener
también una fuerte influencia en la competencia por nodulacién.

2.-pH

La acidez del suelo, asi como diversos factores asociados a la acidez, constituyen una
importante limitacién en muchos suelos agricolas, afectando negativamente el crecimiento de
la leguminosa huésped, la capacidad de nodulacién de Rhizobium y la actividad nitrogenasa;
sin embargo, ejerce poco efecto sobre la supervivencia de los rizobios en el suelo. La
elevada concentracién de iones H* presente en suelos 4cidos, incrementa la solubilidad del
Al, Mn y Fe induciendo su toxicidad. Los efectos negativos de las condiciones acidas del
suelo pueden ser debidas: al pH bajo "per se"; a la toxicidad del aluminio o manganeso; a la
deficiencia o no disponibilidad de calcio, magnesio, f6sforo y molibdeno, o a la
combinacién de estos factores.

Se sabe que pHs bajos inhiben la nodulacién por R. leguminosarum bvs viciae y
phaseoli y Bradyrhizobium spp. Las cepas de Rhizobium varian en su tolerancia a pHs
dcidos. En general, los rizobios que son mds sensibles al pH nodulan més lentamente que
aquéllos que toleran mayor acidez.

3.-Niveles de CaZ+. |

El Ca2+ juega un papel indiscutible en la ecologia de los rizobios. Las cepas de R.
meliloti que son 4cido-tolerantes requieren mayores niveles de este cation para su crecimiento
que aquéllas que no lo son. En R. leguminosarum bv. viciae el Ca2* juega un papel
importante en la sintesis de la ricadhesina, asi como en el mantenimiento de la estabilidad de
ciertas proteinas de la membrana externa que se hallan ligadas al peptidoglicano. En
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condiciones de pH bajo, para el proceso de infeccién de los pelos radicales se requieren
mayores niveles de Ca2* que los requeridos para el crecimiento de la leguminosa. Por otra
parte, en estas mismas condiciones, se ha visto que un suplemento de Ca2* incrementa la
induccién de los genes nod de R. leguminosarum bv. trifolii.

4.-Temperatura.

La temperatura es el factor que mds influye en la persistencia de Rhizobium en el
suelo y en su capacidad para competir, ademds de influir en la tasa 6ptima de fijacién de
nitrégeno dentro del nédulo. Aunque este factor no puede ser controlado en condiciones de
campo, sf se pueden seleccionar rizobios con una capacidad éptima para competir y fijar Np,
en las condiciones reinantes. En general, se puede decir, que los rizobios compiten mejor a
aquélla temperatura en torno a la cual gira todo su metabolismo.

S.-Humedad del suelo y salinidad.

Las condiciones de sequia, que a menudo van acompafiadas de un estrés salino,
afectan a la supervivencia y competitividad de los rizobios, existiendo ademds una gran
relacién con el pH y contenido de materia orgdnica del suelo. Se ha visto, que poblaciones
de Bradyrhizobium spp. son mds persistentes que las de Rhizobium, en suelos que soportan
déficits hidricos estacionales. Se cree que eso es debido a que las primeras, mantienen un
contenido hidrico interno més bajo que las dltimas.

La salinidad incide en el proceso de infeccién de las leguminosas por Rhizobium y en
su persistencia en el suelo. Elevados niveles de cloruro sédico alteran el metabolismo celular
bacteriano, contribuyendo a incrementar los niveles intracelulares de glutamato,
posiblemente para mantener el balance iénico entre la célula y el medio. En consecuencia, el
"stress” de salinidad altera la fijacién de nitrégeno y sintesis de glutamina. Existen
considerables diferencias entre las distintas cepas en la tolerancia a la salinidad aunque en
general, las leguminosas son mds sensibles que los rizobios a las condicones salinas.

6.2.-Factores bioldgicos.

La microflora del suelo, aparte de las poblaciones autéctonas de rizobios, ejerce una
gran influencia sobre la colonizacién de la rizosfera y la nodulacién de las estirpes
inoculadas. Algunos de estos factores afectan la competitividad de los rizobios, alterando el
tamafio de la poblacién en la rizosfera, como es el caso de los bacteriéfagos o bacteriocinas.

En otros casos, como son la presencia del pardsito intracelular Bdellovibrio, la
presencia de protozoos o asociaciones con micorrizas, no se puede asegurar con certeza que
tengan algin papel en la competitividad. Si parece influir la existencia en el suelo de bacterias
epifiticas como es el caso de Erwinia herbicola, que pueden suprimir la nodulacién de los
rizobios mediante la produccién de una toxina, o bloqueando los sitios de unién a los pelos
radicales (Handelsman y Brill, 1985).
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6.3.-Otros factores: herbicidas y pesticidas.

Los herbicidas pueden influir en la competitividad de los rizobios, afectando al
crecimiento de la planta. Por otra parte, se ha visto que Rhizobium es sensible a bajas
concentraciones de fungicidas y que el tratamiento de las semillas con estos compuestos, a
menudo conduce a una pobre nodulacién. Por ello, serfa bueno usar como inoculantes,
aislados resistentes a este tipo de sustancias.

7.-Fenotipos y genes rizobianos implicados en la competitividad
por la nodulacién.

Dentro de los genes rizobianos que afectan a la competitividad por la nodulacién, hay
que incluir los genes nod comunes, los determinantes de la especificidad de hospedador
(hsn), los determinantes de nodulacién especificos de genotipo o cultivar (GSN o CSN), los
genes exo, Ips y ndv, de los cuales se ha hecho una revisién en el apartado 3. Mutaciones en
estos loci pueden alterar la competitividad de la cepa al bloquear o retrasar la nodulacién de
su leguminosa hospedadora; o bien, como ocurre en el caso de algunos genes GSN, €stos
alteran la competitividad al bloquear la nodulacién de otras cepas competentes. Ademds de
estos genes, se han identificado otra serie de loci y fenotipos que también se hallan
relacionados con la capacidad competitiva de los rizobios.

7.1.-Antibiosis 0 Produccién de bacteriocinas.

Determinadas cepas de Rhizobium producen antibidticos, algunos de los cuales
inhiben especificamente a otras cepas de Rhizobium. De éstos, el mejor caracterizado ha sido
la trifolitoxina (TFX), un pequefio péptido producido por la cepa T24 de R. leguminosarum
bv. trifolii (Schwinghamer y Belkengren, 1968; Triplett y Barta, 1987; Triplett et al., 1988).
Este péptido es bacteriostitico a bajas concentraciones para la mayoria de las cepas de S.
fredii y R leguminosarum bvs trifolii, phaseoli y vicige. Schwinghamer y Belkengren (1968)
encontraron que esta cepa era altamente competitiva en la nodulacién cuando se coinoculaba
con una cepa sensible a la bacteriocina. Ademds, Triplett y Barta (1987) demostraron que
mutantes Tn5 de T24 incapaces de producir trifolitoxina perdian su ventaja en la
competitividad de nodulacién cuando se coinoculaba con una cepa sensible.
Desgraciadamente, la cepa T24 es Fix-, por lo que no puede ser usada como inoculante para
resolver el problema de la competitividad en la inoculacién de trébol.

Para intentar resolver este problema, los genes que codifican para la produccién y
resistencia a la trifolitoxina (#fx) se aislaron y se integraron de forma estable en el genoma de
una cepa efectiva y sensible a la trifolitoxina, la cepa TA1 de R. leguminosarum bv trifolii
(Triplett, 1990). La cepa resultante que producia trifolitoxina de forma estable en ausencia de

presion selectiva, y que no presentaba ningin deterioro en sus propiedades simbidticas,

27




también era mis competitiva que la cepa sensible a la bacteriocina. Recientemente, los genes
tfx han sido secuenciados, revelando la presencia de siete fases de lectura abierta (Breil et
al., 1993). No obstante, a pesar de los avances realizados, adin no se sabe si los genes #fx
pueden ser de utilidad en condiciones de campo.

7.2.-Caracteristicas de la superficie celular.

Handelsman et al.,(1984) encontraron que cepas de R. meliloti con menor capacidad
para ser aglutinadas por la aglutinina de alfalfa (LA), inducian antes la formacién de nédulos
y eran mds competitivas que aquéllas que eran aglutinadas en mayor cantidad. Este hecho
junto con la resistencia a determinados fagos, se asocié con un cambio en la superficie
celular. Posteriormente se comprobd que la baja aglutinabilidad de las cepas LA se debia a la
existencia en la superficie de la pared celular de un polisacérido de tipo antigénico, un 4cido
teicurénico formado por 10-15 repeticiones de un disacé4rido formado por galactosa y 4cido
galacturénico, unidos por un enlace glicosidico (Ugalde et al.,1986a, 1986b). Se determiné
ademds que el enzima responsable de la sintesis de este 4cido teicurénico era una galactosil
transferasa asociada a la membrana interna celular, que incorpora galactosa a un polimero
anidénico insoluble en agua y precipitable con 4cido tricloroacético (TCA).

En cuanto al papel que pueda tener el EPS en competitividad existen distintos
resultados dependiendo de las especies de Rhizobium. Asi, Araujo y Handelsman (1989)
aislaron mutantes de R. leguminosarum bv phaseoli obtenidos con TnS, no mucoides, que
eran menos competitivos que la cepa silvestre. Ignalmente ocurre para mutantes deficientes
en EPS de R. tropici y B. japonicum (Bhagwat et al., 1991). En el caso de B. japonicum,
mutantes exoB que presentan un EPS alterado que carece de galactosa, presentan un retraso
en la nodulacién de aproximadamente 5 dias y exiben una competitividad muy reducida
(Parniske et al., 1993), lo que indica que un EPS con la estructura normal de la cepa
silvestre contribuye en la competitividad por la nodulacién de soja, afectando al desarrollo de
la simbiosis durante los primeros estadios. En cambio, Zdor y Pueppke (1989)
seleccionaron un mutante de R. fredii que producia menor cantidad de EPS que resulté ser
mds competitivo para la nodulacién del cultivar Peking, cuando se comparaba con la cepa
silvestre. No se conoce el efecto del EPS en la competitividad de R. meliloti, ya que
mutantes EPS- son Inf- .

Por ultimo, se han descubierto algunas cepas de B. japonicum que producen grandes
cantidades de un polisacdrido (NPS) durante ¢l estadio de bacteroide, dando lugar a grandes
simbiosomas (Streeter et al., 1992). Esta caracteristica, aparentemente se correlaciona con
una alta competitividad, ya que son precisamente los serotipos productores de NPS, los
dominantes en la fomacién de nédulos en condiciones de campo.
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7.3.-Motilidad.

Existen diversas evidencias que indican que la motilidad estd implicada en la
competitividad por nodulacién, al permitir a los rizobios moverse hacia sustancias atrayentes
(aziicares) o alejarse de irritantes (antibi6ticos, bacteriocinas). La primera prueba fue
aportada por Ames y Bergman (1981) quienes encontraron que mutantes de R. meliloti no
métiles (flagelados o no), eran menos competitivos que la cepa silvestre, aunque presentaban
la misma tasa de crecimiento. Resultados similares obtuvieron Mellor et a/.(1987) con
mutantes obtenidos con TnS de R. leguminosarum bv trifolii.

7.4.-Velocidad de nodulaci6n.

En R. meliloti, R. leguminosarum bvs trifolii y phaseoli se ha observado una
correlacion entre velocidad de nodulacién y competitividad (Handelsman et al., 1984;
Stephens y Cooper, 1988; Graham y McDermott, 1989). Segiin la explicacién dada por
Dowling y Broughton (1986), las cepas de Rhizobium que consiguiesen nodular mds
rdpidamente, serian mas competitivas ya que son capaces de nodular antes de que se dispare
el mecanismo de autofregulacién de la planta (apartado 4.2).

Sargent et al. en 1987 obtuvieron una evidencia directa del papel de la
autorregulacién en la competitividad. Un mutante nodFE- de R. . bv trifolii que era incapaz
de inducir la respuesta de autorregulacién, resulté ser menos competitivo cuando se
coinoculaba con la cepa silvestre. También se han obtenido evidencias de esta correlacién en
B. japonicum (Hahn y Hennecke, 1988).

7.5.-Efectividad simbiética.

Existe una gran controversia en la literatura sobre si la capacidad para fijar N, juega
algin papel en la competitividad de una cepa. Algunos datos sugieren que la planta
hospedadora selecciona cepas efectivas, mientras que otros describen cepas inefectivas que
son mds competitivas . Sin embargo, el hecho de que mutantes Nif- espontdneos u
obtenidos con TnS de Rhizobium y Bradyrhizobium no tengan alterada su competitividad en
relacién con la cepa silvestre (Amarger, 1981; Hahn y Studer, 1986), parece indicar que la
efectividad por si misma no juega ningiin papel en la competitividad.

7.6.-Genes que confieren una ventaja metabélica. |
Las rizopinas son compuestos sintetizados dentro del nédulo por los bacteroides de
determinadas cepas de Rhizobium. Constituyen un sustrato selectivo de crecimiento en la
rizosfera para los rizobios inductores de esos nédulos, ya que no pueden ser catabolizadas
por otras cepas. Al proporcionar una ventaja metabdlica en la rizosfera, estos compuestos
podrian contribuir a un incremento en la competitividad por la nodulacién.
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La L-3-O-metil-scyllo-inosamina (3-O-MSI) (Tempé y Petit, 1983; Murphy et al.,
1987; 1988), fue el primer compuesto de este tipo identificado en nédulos de alfalfa
inducidos por la cepa L5.30 de R. meliloti. Este compuesto se describié como una sustancia
similar a las opinas, ya que sélo la cepa que induce su sintesis es capaz de catabolizarla y
utilizarla como sustrato de crecimiento. Hoy se sabe que la 3-O-MSI puede ser también
catabolizada por la cepa Rm 220-3 y una cepa de R. /. bv viciae (Murphy y Saint, 1992).

L.5.30 contiene los genes necesarios para la sintesis y el catabolismo de esta rizopina:
genes mos y moc respectivamente que se hallan localizados en el pldsmido simbiético
(pSym) (Murphy et al., 1987). Los genes moc se expresan en vida libre, y no se hallan
regulados ni por ntrC ni por nifA , ya que mutantes en estos genes pueden catabolizar la
rizopina. El locus mos se halla regulado por el gen nifA y solamente se expresa en el
bacteroide. Esta regulacién ocurre directamente a través de un promotor tipo »if (identificado
mediante secuenciacién)y no es un efecto secundario de otros genes regulados por nifA. Este
tipo de regulacién sugiere que estos genes deben tener un papel en la simbiosis.

Recientemente, ha sido publicada la secuencia del locus mos de Rm L5.30 (Murphy
etal, 1993), el cual se halla constituido por 4 genes. Tres de las proteinas codificadas por
este locus, MosA, MosB y MosC son necesarias para la biosintesis de la rizopina,
habiéndose detectado su presencia en el nédulo. En cambio, ORF1, el cual muestra una gran
homologia con la regién 5' del gen nifH de R. meliloti, no es necesario para la sintesis de la
3-O-MSI. Ademds la tedrica proteina codificada por este ORF no ha podido ser detectada en
¢l nédulo mediante el uso de anticuerpos. Esto ha llevado a los autores a sugerir que la
finalidad de la presencia de esta secuencia en el locus mos es la de asegurar su regulacién
simbidtica.

Experimentos de coinoculacién de una cepa L5.30::Moc- con la cepa silvestre, ponen
de manifiesto que la cepa que ocupa mayoritariamente los nédulos, es la silvestre, es decir,
la que es capaz de utilizar la rizopina como sustrato de crecimiento. Esto podia ser explicado
por una de estas dos hipétesis: O bien la cepa silvestre tiene una ventaja en la infeccién, o
bien la tiene durante el crecimiento en un nédulo de doble ocupancia. El apoyo para la
segunda hipétesis viene dado por el hecho de que los nédulos analizados después de mucho
tiempo tras la inoculacién, presentaban con mayor frecuencia la cepa capaz de catabolizar la
rizopina que aquéllos nédulos analizados poco tiempo después de la inoculacién.

Genes similares a los moc y mos de L5.30 han sido detectados en la cepa Rm 220-3
(Saint et al., 1993), la cual es capaz de dirigir la sintesis y catabolizar la rizopina scyllo-
inosamina. La regulacién de estos genes es idéntica a la mostrada por L5.30.

Se han descrito otra serie de relaciones nutricionales entre la planta y la bacteria que
pueden conferir una ventaja metabélica al microsimbionte, como es el caso de la calistegina,
compuesto producido por la planta Calystegia sepium, y que Rm 41 puede utilizar como
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fuente de carbono y nitrégeno (Tepfer et al.,1988), gracias a la presencia de los genes cac
localizados en el pldsmido criptico pRme4 1a. Las calisteginas parecen estar implicadas en la
supervivencia de la bacteria, durante su crecimiento saprofitico en la rizosfera de una planta
no hospedadora (Boivin et al., 1990). Sin embargo, es necesario hacer experimentos de
competitividad entre cepas isogénicas Cact y Cac" , para decir si estos genes pueden
realmente determinar una ventaja selectiva. Un compuesto més especifico es la L-
homoserina, amino4cido detectado en exudados de raices de guisante, que puede ser
catabolizado por cepas de R. leguminosarum bv. viciae (Van Egeraat, 1975). La trigonelina,
un metabolito secundario abundante en las leguminosas también puede ser utilizada como
fuente especifica de energia por la cepa Rm RCR 2011, donde los genes implicados en el
catabolismo de este compuesto se hallan localizados en el pSym (Boivin et al., 1989). La
implicacién de los genes responsables del catabolismo de estos compuestos en la
competitividad por nodulacién ain se desconoce.

7.7.-Genes que intervienen en la eficiencia de nodulacion dependientes de
nifA.

Toro y Olivares (1986) identificaron en el pldsmido no simbiético pPRmeGR4b de R.
meliloti GR4 una regién que estaba implicada en la eficiencia de nodulacién. Posteriormente
Sanjuan y Olivares (1989) relacionaron esta regién a la que se llamé nfe (nodule formation
efficiency) con la alta competitividad mostrada por esta cepa. Ademds la expresién de esta
regién se vio que era dependiente de la presencia de un gen nifA funcional (Sanjuan y
Olivares, 1991b). Por tratarse del tema base de esta Tesis, la identificacién de esta regién
serd explicada en detalle en un posterior apartado.

7.8.-Genes dependientes de nifA de funcién desconocida.

Sanjuan y Olivares (1991a) encontraron que un mutante NifA- de R. meliloti
presentaba una menor competitividad por la nodulacién, comparada con la cepa silvestre.
Esta pérdida de competitividad no era debida a la pérdida de efectividad simbidtica. Por otra
parte, la adicién de multiples copias de nifA de Klebsiella pneumoniae en distintas cepas de
R. meliloti que carecian de los genes nfe, resulté en un incremento de la competitividad, lo
que significa que el gen nifA probablemente estd regulando otros genes que se hallan
implicados en este caricter fenotipico.
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8.-El gen nifA como regulador de otros genes.

En los fijadores simbidticos Rhizobium y Bradyrhizobium, nifA parece tener una
funcién que va m4s alld de la activacién de los genes nif y fix. Entre los genes, no
relacionados con fijacién de nitrégeno, cuyos promotores son dependientes de nifA
(ndp)(nifA-dependent promoter), se encuentran los genes mos de R. meliloti (Murphy et al.,
1988; Murphy et al., 1993), de los que se habld en el apartado 7.6. Otro ejemplo lo
constituyen una serie de genes implicados en la maduracién y persistencia del nédulo. Asi, el
andlisis estructural de nédulos formados por mutantes nifA de R. meliloti y B. japonicum ha
mostrado que en ellos no se sintetizan una serie de nodulinas, entre ellas la leghemoglobina.
En dichos nédulos, los bacteroides no liegan a alcanzar el estado maduro, tomando la zona
infectada una apariencia necrética que recuerda a las reacciones de las plantas cuando son
infectadas por patégenos (Hirsch y Smith, 1987; Fischer et al., 1986). Estos efectos no se
observan en otros mutantes nif o fix. Tal vez nifA esté implicado en la creacién de
determinadas sefiales bacterianas hacia la planta que faciliten la maduracién y desarrollo del
nédulo.

En R. leguminosarum bv phaseoli la transcripcion del gen melA, que codifica para
una tirosinasa implicada en la sintesis de melanina, es activada por nifA de K. pneumoniae y
Rhizobium (Hawkins y Johnston, 1988), aunque no se ha demostrado ninguna relacién
entre la produccién de melanina y la nodulacién o la fijacion simbiética de nitrégeno. Este
tipo de regulacién, en cambio, no se encuentra para el gen melA de R. meliloti GR4
recientemente clonado y secuenciado (Mercado-Blanco et al., 1993).

En B. japonicum, mediante el uso combinado de un vector que permite clonar
fragmentos de ADN genémico delante de un gen chivato sin promotor, y un procedimiento
de selecciébn que permite detectar promotores activados por NifA en condiciones
anaerdbicas, se ha conseguido identificar una nueva regién ndp (Weidenhaupt et al., 1993).
Esta regi6n de ADN que presenta la secuencia consenso -24/-12, asi como los potenciales
sitios de unioén de NifA e IHF (integration host factor), no es esencial para la simbiosis, lo
cual se demuestra por el hecho de que mutantes en esta regién obtenidos por delecién
presenten un fenotipo Nod* Fix*. No se ha detectado homologia con otras secuencias en el
banco de datos, y su funcién atdn se desconoce. El hecho de que no se haya identificado
ningiin ORF significativo en la regién secuenciada hace sospechar que se trate de un
pseudogen, similar a un gen nifH truncado encontrado en R. meliloti (Better et al., 1983).
Otro de los genes de B. japonicum clonados segin este procedimiento ha sido el g/nll que
codifica para una de las glutamina sintetasas presentes en esta bacteria y que ya anteriormente
habia sido identificado (Carlson et al., 1987).
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Finalmente, entre los genes dependientes de nifA, que no son ni fix ni nif, se
encuentran los implicados en eficiencia de 1a nodulacién o genes nfe.(Sanjuan y Olivares,
1989).

9.-Regiéon nfe de R. meliloti GR4.
9.1.-Identificacion de la region nfe.

La cepa GR4 de R. meliloti se caracteriza por poseer, ademds de dos megapldsmidos
o plasmidos simbidticos (pSym) donde se localizan genes esenciales para el desarrollo de la
simbiosis, otros dos pldsmidos de menor tamafio: pRmeGR4a de 114-megadaltons
autotransmisible y al que atin no ha podido serle asociada ninguna caracteristica fenotipica, y
pRmeGR4b de 140-megadaltons (Toro y Olivares, 1986). Los pldsmidos de RmGR4 se han
venido relacionando con el mayor grado de infectividad mostrado por esta cepa (Olivares et
al., 1980), y con la capacidad para producir polisacdrido 4cido extracelular (Palomares ef al.,
1979).

GRO13, una derivada de GR4 que ha perdido el pRmeGR4a, pero que todavia
conserva el pldsmido pRmeGR4b, resulta ser mds infecti\;a y competitiva con respecto a
otras cepas de R. meliloti ampliamente conocidas como son: 2011, AK631, L5.30 y 104A14
(Sanjuan, 1989). GRP4, una derivada de GR4 que ha perdido los dos pldsmidos no
simbiéticos, presenta un nivel de infectividad y competitividad menor que el presentado por
la cepa GRO13. Esto sugeria que el pldsmido pRmeGR4b era el responsable de la mayor
infectividad y competitividad mostradas por GRO13, no sélo respecto a las derivadas
curadas de este pldsmido, sino también respecto a otras cepas de R. meliloti .

Gracias a la construccién de un banco de genes de pRmeGR4b, se pudieron
identificar dos regiones que estaban relacionadas con el mayor grado de infectividad
mostrado por la cepa GR4 (Toro y Olivares, 1986). Una de ellas (Inf1)(Fig. 3), localizada
en el p]iismido pPRmNT40 (pldsmido recombinante procedente del banco de genes), se
encontr que hibridaba con sondas que contenfan promotores tipo nif (P1, promotor del gen
nifH, o P2, promotor del gen fixA)(Toro y Olivares, 1986; Sanjuan y Olivares, 1989),
indicando la presencia de un promotor de este tipo en dicha regién, y concretamente en un
fragmento PstI de 0,9 kb (Ps¢I 33a). La secuenciacién de este fragmento, permiti6 a Sanjuan
y Olivares (1989), detectar una regién de 206 pares de bases que mostraba un 60% de
homologia con P1 y un 50% de homologia con P2, y en la que se pudo identificar la
secuencia consenso -24/-12 a la que se une RpoN, asi como las secuencias UAS necesarias
para la activacién por NifA.

Mediante mutagénesis dirigida con el transposén Tn3::HoHo1 estos mismos autores
obtuvieron una serie de mutantes, algunos de los cuales presentaban un retraso en la

nodulacién de 1 dia y ademds eran menos competitivos que la cepa parental. Todas las
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pRmeGR4b

Figura 3.- Mapa de restriccién EcoRI-Pstl del pldsmido pRmeGR4b donde se indica la
posicién del pldsmido pRmNT40, asi como la localizacién de las regiones Infl, Inf2
implicadas en la mayor infectividad y competitividad mostrada por la cepa Rm GR4 (Basado
en Sanjuan, 1985). Igualmente se indica la localizacién de la regién implicada en la sintesis
de melanina recientemente identificada en nuestro laboratorio (Mercado-Blanco et al.,1993).
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inserciones que presentaban este fenotipo, se localizaron pr6ximas a los promotores nif
extendiéndose unas 5 kb (Fig. 4). A esta regién, por estar implicada en la infectividad y
competitividad para la nodulacién de alfalfa, se le denominé nfe (nodule formation
efficiency). Los mutantes nfe mostraron ademds alteraciones en las propiedades de su
polisacérido extracelular, ya que presentaban un fenotipo de colonia mas mucoso que la cepa
parental y un brillo mis acentuado cuando las placas TY+calcoflidor eran iluminadas con luz
ultravioleta.

Por otro lado, ensayos de actividad B-galactosidasa de las fusiones Tn3-lacZ
(Tn3::HoHol) pusieron de manifiesto, que la actividad sélo era detectable en condiciones
microaerébicas y en nédulos, con fusiones localizadas a la derecha del promotor nif, y
ademds cuando el lacZ se encontraba en la orientacién correcta (izquierda a derecha).
Ademads, cuando dichas fusiones se transfirieron a mutantes nifA o ntrA de R. meliloti , fue
imposible detectar actividad B-galactosidasa. Todos estos datos demostraban que la
expresion de la regién nfe era dependiente de nifA y ntrA, y sugerian la existencia de genes
simbiéticamente funcionales que se transcribian a partir de un promotor nif.

Este no es el dnico caso de genes rizobianos que no siendo nif ni fix , su expresién
es dependiente de nifA. Entre otros, se encuentran los genes mos de R. meliloti L5-30 y
220-3 que estdn implicados en la sintesis de una rizopina (Murphy et al., 1988; Murphy et
al., 1993; Saint et al., 1993), genes implicados en el desarrollo del bacteroide (Hirsch y
Smith, 1987), el gen melA de R. leguminosarum bv. viciae que estd implicado en la sintesis
de melanina (Hawkins y Johnston, 1988), o la regién ndp de B. japonicum recientemente
identificada (Weidenhaupt et al., 1993). Esto apoya el hecho de que el alcance de la misién
reguladora de NifA, va mds all de las funciones directamente implicadas en la fijacién
simbiética de nitrégeno. La presencia de estas secuencias reguladoras permite el control de
genes que no siendo esenciales para la simbiosis, sin embargo pueden tener un papel
importante en la interaccién simbidtica.

9.2.-Transferencia de la region nfe a distintas cepas de R. meliloti.

Experimentos de hibridacién, utilizando como sonda un fragmento interno a la regién
nfe, pusieron de manifiesto que esta regién no se encuentra presente en el genoma de otras
cepas de R. meliloti como 2011, L5.30, 104A14 0 AK631, y ademds que estos genes no se
hallan repetidos en GR4 (Sanjuan y Olivares, 1989).

La no existencia de genes homélogos a los nfe en otras cepas de R. meliloti, abria
posibilidades de que la transferencia de estos genes a dichas cepas pudiese tener un efecto
positivo sobre la infectividad y competitividad de las mismas. La transferencia del pldsmido
pRmNT40 como portador de estos genes, tuvo un efecto diverso entre las distintas cepas.
Asfi, mientras en la cepa 2011 se consigui6 un incremento en la competitividad hasta niveles
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Figura 4.- Localizacién de inserciones Tn3::HoHol obtenidas por Sanjuan y Olivares
(1989) dentro de la regién de pRmeGR4b clonada en pRmNT40. Las lineas verticales
representan las inserciones del transposén. La orientacién de lacZ en las inserciones
representadas arriba de la linea horizontal es de derecha a izquierda, y en las inferiores de
izquierda a derecha, como indican las flechas horizontales. Los circulos oscuros
corresponden a fusiones lacZ que muestran actividad B-gal inducible bajo condiciones de

microaerobiosis y en nddulos.
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similares a los de GRO13, en la cepa L5.30 no se detecté efecto alguno, y en la cepa
104A14 se observé un efecto ligeramente negativo. Sorprendente fue el caso de AK631,
donde la presencia del pldsmido pRmNT40 provocé la pérdida del cardcter Nod. Estos
resultados ponian de manifiesto que la efectividad de los genes nfe depende del fondo
genético de la bacteria en la que se encuentran.

10.-Secuencias de insercion en Rhizobium.

En Rhizobium, son varios los genes identificados hasta el momento, que no siendo
nif ni fix presentan una expresién a partir de promotores nif. El origen de la aparicién de
estas secuencias promotoras en regiones que no intervienen en el proceso de fijacién
biolégica de nitrégeno ain se desconoce. No obstante, se sabe que en Rhizobium son
comunes las reordenaciones en el pldsmido Sym que dan lugar a duplicaciones y deleciones.
Algunas de ellas dan lugar a la duplicacién de fragmentos de gran tamafio, pero también se
ha observado la duplicacién de genes individuales y de porciones de genes simbiéticos, con
y sin promotores. En muchos microorganismos, incluyendo especies de Rhizobium y
Badyrhizobium este tipo de reordenaciones genéticas han sido atribuidas a la presencia de
secuencias de ADN reiteradas.

En el genoma de los rizobios se pueden detectar varias clases de secuencias de ADN
repetidas (Flores et al., 1987). Entre estos elementos se encuentran: duplicaciones de genes
y promotores, secuencias reiteradas y secuencias de inserciéon. Aunque se desconoce el
significado biolégico de 1a mayor parte de las duplicaciones de ADN, se sabe que los genes
que se hallan en varias copias en Rhizobium pueden jugar un papel importante en la
simbiosis, como es el caso de nodD de R. meliloti . Secuencias repetidas se han localizado
en las regiones nod y nif de R. meliloti y B. japonicum, y en el pldsmido simbiético de R.
fredii USDA 193. A diferencia de las secuencias de insercién, no se ha podido detectar
transpoéicién de estas reiteraciones de ADN.

Las secuencias de insercién (IS), son entidades de ADN relativamente pequeiias
(normalmente entre 750 y 1600pb), méviles, y que a diferencia de los transposones con
resistencia a determinadas drogas, no contienen genes que puedan ser seleccionados. Esto
significa que es imposible detectar directamente la presencia de un elemento IS. Son
unidades auténomas, cada una de las cuales codifica sélo las proteinas que requiere para
llevar a cabo su propia transposicion. Esta, normalmente se detecta por el efecto mutagénico
que ejercen tras la integracion en el nuevo sitio. Ademds de sus propiedades genéticas, los
elementos IS de procariotas presentan una serie de rasgos estructurales como son la
presencia de secuencias repetidas e invertidas en los extremos (IR), y la creacién de
duplicaciones directas en el sitio de integracién (DR) (Ilida et al., 1983; Lewin, B., 1990).
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Las IR suelen tener un tamafio que oscila entre 15 y 25 pb y no tienen que ser
exactamente idénticas. Todas las copias de una determinada IS presentan las mismas IR que
serdn reconocidas por la transposasa durante el evento de la transposicién. Para que se
produzca dicha transposicién ha de generarse un corte en el ADN diana con objeto de crear
un sitio donde la IS se pueda insertar. Tras la unién del elemento a los extremos
protuberantes, los huecos han de ser rellenados, origindndose asi las DR. El tamafio de estas
repeticiones directas permanece constante para cada tipo de IS, y suele oscilar entre 5-9 pb.

El mecanismo de la transposicién puede conllevar simplemente el movimiento del
elemento de un sitio a otro, en cuyo caso se habla de transposicién conservativa, o bien
puede generarse una nueva copia en cuyo caso se habla de transposicién replicativa. Algunos
elementos transponibles usan sélo uno de estos mecanismos, mientras que hay otros que son
capaces de usar ambos. La frecuencia de transposicién es variable entre los distintos
elementos, pero suele oscilar entre 10-3-10-4 por elemento y por generacién.

Tras su descubrimiento en E. coli en los afios sesenta, se ha encontrado que estos
elementos transponibles son constituyentes normales de los genomas bacterianos,
localizdndose tanto en el cromosoma como en plasmidos. Se han detectado elementos IS en
Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas campestris, distintas cepas de Pseudomonas y en
varios rizobios.

El tamario de las IR que flanquean los elementos IS identificados en Rhizobium es
variable, siendo de 22, 30 y 41-42 pb , para ISRm2, ISRm3 e ISRI respectivamente. De
igual forma, también es variable el tamario de las repeticiones originadas en el nuevo sitio de
integracién. Asi, mientras que ISR/ origina duplicaciones de 4 pb, ISRm! lo hace de Spbe
ISRm2 e ISRm3 de 8-9 pb. El nimero de ORFs identificados dentro de la secuencia de estos
elementos transponibles oscila entre el dnico ORF identificado en ISRm3, el cual presenta
homologia con las transposasas de 1S256 e IST2 de Staphylococcus aureus y Thiobacillus

ferroxidans respectivamente, y los cinco ORFs identificados en ISRI.

Hay dos hechos que caracterizan a las IS en Rhizobium. En primer lugar, suelen
estar restringidas a una o muy pocas especies de rizobios. ISRm1 (Ruvkun et al., 1982) que
fue primeramente descubierta en R. meliloti es un ejemplo de ello. Tan sélo una cepa de R.
leguminosarum bv. phaseoli y dos aislados de alfalfa taxonémicamente intermedios,
presentan también esta secuencia (Wheatcroft y Watson, 1988). ISRm2 (Dusha et al.,
1987)) e ISRm3 (Wheatcroft y Laberge, 1991)) estdn distribuidas de forma similar en R.
meliloti, aunque también ha sido detectada en algunas biovariedades de R. leguminosarum.
La segunda caracteristica, es que estas secuencias suelen trasponer preferencialmente a genes
de la nodulacién y de la fijacién de nitrégeno. De hecho, ISRm! e ISRm2 fueron
identificadas como las causas de las mutaciones en genes nod en R. meliloti, e ISRm3 fue

también detectado como un inactivador natural del gen nodG (Ogawa et al., 1991). En otros
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casos, las IS en Rhizobium fueron detectadas por crear una alta inestabilidad en pldsmidos,
como es el caso de 1a ISR] detectada en R. lupini (Priefer et al., 1983).
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MATERIAL Y METODOS




1.-Razas bacterianas y pliasmidos.

Las diferentes cepas de Rhizobium, Agrobacterium y Escherichia coli asi como los
pldsmidos utilizados en el desarrollo de este trabajo se recogen en la Tabla 1 y 2
rcsi:ectivamcnte, junto con sus caracteristicas més relevantes.

2.-Medios de cultivo y de conservacion.
2.1.-Medios para Rhizobiaceae.
Para el crecimiento rutinario de Rhizobium y Agrobacterium se ha utilizado el medio
TY (Beringer, 1974):

CaClp.2H,0 09 g
Triptona (DIFCO) 5 g
Extracto de levadura (DIFCO) 3 g
Agua (desionizada) 1000 ml
Agar (PANREAC)(medio sélido) 15 g

Se esteriliza a 115°C durante 30 minutos.

El medio minimo utilizado para Rhizobium ha sido el de Robertsen et al., (1981),

modificado:
K7HPO4 0,3 g
K2HPO4 03 g
MgS04.7H,0 015 g
CaClp 005 g
FeCl3 0,006 g
NaCl 005 ¢
Glutamato sédico 1,1 g
Manitol 10 g
Biotina 0,0002 g
Pantotenato célcico 0,0001 g
Agua (desionizada) 1000 ml
Agar purificado (BBL)(m. sélido) 15 g

El pH se ajusta a 6,8-7,0 y se esteriliza segin las condiciones ya indicadas.
La temperatura de incubacion para Rhizobium y Agrobacterium ha sido de 28°C.
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TABLA 1. Bacterias utilizadas en este trabajo

Bacteria Caraéten’sticas relevantes Fuente o referencia

Rhizobium meliloti

bv. phaseoli 8002

Cepa silvestre; NodtFixt

GR4 Cepa silvestre; Nod* Fixt Casadesis y Olivares
(1979)
GR4SS Cepa derivada de GR4; Nod* Fixt Este trabajo
Smf Spf
GRO13 Cepa derivada de GR4 que carece del Casadesis y Olivares
pldsmido pRmeGR4a (1979)
GRO48 Nod* Fix* Smf RifT derivada de Sanjuan y Olivares
GRO13 (1989)
GRSS5 GRO48 con una insercién Tn3::HoHol Sanjuan y Olivares
en pRmeGR4b (1989)
GRP4 Cepa derivada de GR4 curada de los A. Palomares (1975)
pldsmidos pRmeGR4a y pPRmeGR4b
GRM6 Cepa derivada de GR4 curada del J. Mercado-Blanco
pldsmido pRmeGR4b
GRM8 Cepa derivada de GR4 curada de los J. Mercado-Blanco
plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b
GRM10 Cepa derivada de GR4 curada del J. Mercado-Blanco
plasmido pRmeGR4a
2034C Cepa derivada de GRO13 obtenida por Este trabajo
cointegracién del pldsmido pSMT4
en el ORFC; Smf Tct
L5.30 Cepa silvestre; NodtFixt M. Kowalski
41 Cepa silvestre; Nod+Fixt A. Kondorosi
102F34 Cepa silvestre; Nod*Fix* G. Ditta
2011 Cepa derivada de SU47 J. Denarié
Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii RS1050 Cepa silvestre; NodtFixt F. Rodriguez-
Quinones

A.W .B. Johnston
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TABLA 1. Bacterias utilizadas en este trabajo (Cont.)

Bacteria Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

Rhizobium leguminosarum

bv. viciae VF39 Cepa silvestre; Nod+Fix*; Smf
Rhizobium spp.
GRH2 Cepa silvestre aislada de nédulos de

Acacia cyanophylla; Nod*Fixt
Agrobacterium tumefaciens

A348 Cepa silvestre
Escherichia coli

S17-1 thi, pro, recA, hsdR, hsdM, RP4-
2-Tc::Mu-Km:: Tn7, TpF, Sm!

HB101 pro, leu, thi, lacY, endA, recA,
hsdR, hsdM, SmT

DH5a recAl, endAl, ¢804, lacZ, dmli5

K38 HfrC (A)

U. Priefer

M.A. Herrera

E.W. Nester

Simon et al., (1983)

Boyer y Roulland-

Dussoix (1969)

Bethesda Research

Laboratory

Russel y Model
(1984)



TABLA 2. Plismidos utilizados en este trabajo.

Pldsmido Caracteristicas relevantes Referencia
pRK2013 Replicén ColEl, K, tra, Figurski y Helinski
pldsmido movilizador (1979)
pCK3 pRK290 con nifA de K. pneumoniae, Buchanan-Wollaston
Tcr etal., (1981)
pSUP202 pBR325::mob Tcf Cmt Ap™ Simon et al., (1983)
pUC18 vector de clonaje y secuenciacién Yanish-Perron et al.,
(1985)
pRmNT40 PRK290 con 21 kb de pRmeGR4b, Toro y Olivares
Ter (1986)
pPRmNT40-5, pPRmMNTA40 con inserciones Tn3::HoHol  Sanjuan y Olivares
-30, -56 (1989)
pl7-3 Vector de expresién que contiene el Tabor y Richardson
promotor del fago T7. Ap'
pGpl-2 Vector que codifica parala ARN Tabor y Richardson
polimerasa del fago T7. Km®
pMB105 Derivado de pT7-3 que contiene Este trabajo
el fragmento Hind Il de 7,3 kb de
pRmNT40
pMB300/305 Derivados de pT7-3 que contienen Este trabajo
el fragmento Sal1de 49 kb de
PRmMNT40 en ambas orientaciones Ap* .
1582 pUC18 con el inserto Pst I 33a J. Sanjuan (1989)
de pPRmNT40. Apf
pSE12/pRSE12 pUC18 con el inserto Eco RI 12 de J. Sanjuan
pRmNT40 en ambas orientaciones. Ap*
pSE21/pRSE21 pUC18 con el inserto Eco RI 21 de J. Sanjuan
pRmNT40 en ambas orientaciones. Ap*
pSE27/pRSE27 pUC18 con el inserto Eco RI 27 de J. Sanjuan

pRmNTA40 en ambas orientaciones. ApF



TABLA 2. Plasmidos utilizados en este trabajo (Cont.)

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia

pSEO4 pUC18 con el inserto Eco RI 04 de Este trabajo
pRmNT40. Cmf

pSM1/pRSM1 pUC18 con el inserto Kpn I-Bam HI Este trabajo
de 4,6 kb de pRmNT40 en ambas
orientaciones. Apf

pV1 pUC18 con el inserto Pst 131 de Este trabajo
pPRmMNT40 Cm*

pSMT4 pSUP202 con el inserto Pst I-Sma 1 Este trabajo
de 452 pb interno al ORFC de GR4

pCIS4 pUC18 con el inserto Miu I-Sph 1 de Este trabajo

0,64 kb interno al clon de secuenciacién
pS9a, obtenido a partir de pSM1.



2.2.-Medios para E. coli.

Como medio de cultivo rutinario de las cepas de E. coli se ha utilizado el medio
Luria-Bertani (LB)(Sambrook et al., 1989):

NaCl 5 g
Triptona (DIFCO) 10 g
Extracto de levadura 5 g
Agua (desionizada) 1000 ml
Agar (PANREAC)(m. sélido) 15 ¢

El medio se esteriliza igualmente a 115°C durante 30 minutos.

La temperatura de incubacién para E. coli ha sido de 30° o 37°C segin cepas y
casos.

2.3.-Medios de conservacién.

Para la conservacién prolongada de cepas se utilizaron criotubos que contenian
cultivos crecidos hasta la fase logaritmica tardia adicionados de glicerol estéril a una
concentracién final del 20%. Los criotubos se congelan rapidamente y se almacenan a una
temperatura de -70°C, siendo viables durante varios afios.

3.-Antibiéticos.

La adicién de antibiéticos a los medios de cultivo se hizo a partir de soluciones
concentradas de los mismos en agua desionizada o agua-etanol al 50% y esterilizadas a
través de unidades de filtracién Minisart R NML (Sartorius) de 0,2 pm de tamafio de poro.
Las concentraciones de trabajo fueron las siguientes (mg.1-1): Tetraciclina (Tc, SIGMA), 10;
Kanamicina sulfato (Km, BOEHRINGER), 50 para E. coli y 180 para Rhizobium;
Ampicilina (Ap, SIGMA), 200; Cloranfenicol (Cm, SIGMA), 50; Estreptomicina sulfato
(Sm, CEPA), 50 para E. coli y 250 para Rhizobium; Espectinomicina (Sp, SIGMA), 100
para Rhizobium.

4.-Seleccion de mutantes resistentes a antibiéticos.

Para la seleccién de cepas de Rhizobium mutantes espontineas resistente a
antibigticos, se tomé 1 ml de una suspensién densa de bacterias (1010 cel/ml). Tras recoger
las células por centrifugacién en una microfuga, se resuspendieron en 0,1 ml de TY y se
sembraron en placas de petri com medio TY adicionado del correspondiente antibi6tico. La
placa se incubé a 28°C durante 4-6 dias.
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S.-Ensayos con planta.
S.1.-Planta.

La planta usada en todos los ensayos fue Medicago sativa L. (alfalfa), ecotipo
Ardgén.

5.2.-Solucién nutritiva.
Para los cultivos hidropdnicos de alfalfa se ha utilizado la solucién libre de nitrégeno
de Rigaud y Puppo (1975).

KH,PO4 0,2 g
MgS04.7H20 0.2 g
KCl 0,2 g
CaSOy 0,12 g
EDTA FeNap 0,025 g
NasMoOy 0004 g
Microelementos
H3BO3 0018 g
MnS04.4H,0 0,020 ¢
ZnSO4 0,030 ¢
CuS04.5H20 0,002 ¢

El pH se ajusta a 7,5 y se esteriliza a 115°C durante 30 minutos.

5.3.-Esterilizacion y germinacion de semillas de alfalfa.
Las semillas de alfalfa fueron esterilizadas en superficie por inmersién en 2,5% de
HgCl, durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se lavaron 5-6 veces con HpO estéril y se
dejaron en imbibicién durante 2 h. Posteriormente, se extendieron en condiciones asépticas
sobre papel de filtrc humedecido con H20 colocado en placas petri, y se dejaron finalmente
en oscuridad a 28°C durante 24-48 h.

5.4.-Cultivo axénico de plantas de alfalfa.

Se ha seguido la técnica descrita por Olivares et al., (1980). Cuando las pldntulas de
alfalfa han alcanzado 1-2 cm de longitud, se colocan en condiciones asépticas en tubos de
20x200 mm que contienen 10 ml de solucién nutritiva y un soporte de papel de filro. Para
evitar que la luz incida directamente sobre las raices, los tubos se cubren en su mitad inferior
con papel opaco y se llevan a una cdmara de cultivo de plantas mantenida en las siguientes
condiciones: 500 WE/m2.s (400-700 nm) de intensidad luminosa, fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/oscuridad), 25°C/18°C de temperatura (dia/noche) y 50% de humedad relativa.
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5.5.-Inoculacién de las plantas.
La inoculacién de las pldntulas de alfalfa se hizo tras 10 dias de permanencia en la
cdmara de cultivo, afiadiendo a cada tubo 1 ml de una suspensién bacteriana de la cepa
correspondiente (107-108 células/mi).

5.6.-Reaislamiento de Rhizobium de los nédulos.
Se tomaron los nédulos de la planta y se esterilizaron en superficie con HgCls al
0,25% durante 4 min. Seguidamente se lavaron con agua estéril 5-6 veces y se trituraron
individualmente, en condiciones asépticas, con una varilla de vidrio. Una gota del triturado
se extendié sobre placas de medio TY adicionado o no del correspondiente antibidtico, y se
incubaron a 28°C 3-4 dias.

5.7.-Medida de la competitividad para la nodulacién.

Para la determinacién del nimero de nédulos que una raza es capaz de fomar en
presencia de otra, las plantas de alfalfa fueron inoculadas con suspensiones bacterianas
formadas por la mezcla de dos cepas en proporciones 1:1 6 1:10. En cada mezcla de cepas,
al menos una de ellas fue diferenciable de 1a otra por resistencia a un antibiético. Para la
preparacién de los indculos, se realizé el recuento del nimero de células viables de un
cultivo en fase exponencial de cada cepa en medio TY liquido. El resto del cultivo se
conservé en glicerol al 25% a -70°C. Una vez realizados los recuentos y conocido el nimero
de células viables, se tomé de cada cultivo almacenado un volumen adecuado y se diluyé en
agua estéril para conseguir una densidad celular de 1x107 cel/ml. Las dos suspensiones
celulares se mezclaron en proporcién 1:1 6 1:10 (V:V) y la mezcla se utiliz6 para inocular
(1ml/tubo) un minimo de 25 plantas (5 plantas/tubo). Adicionalmente se realiz6 un recuento
del nimero de células viables de cada cepa en la mezcla de inoculacién, para comprobar que
efectivamente ambas cepas estaban representadas en las proporciones esperadas.

Después de 14 dias se reaislaron las bacterias de cada nédulo individual (al menos 25
nédulos) en medio TY adicionado o no de los correspondientes antibiéticos. El crecimiento
bacteriano en cada tipo de medio indic6 el porcentaje de nédulos que eran ocupados por cada
cepa. Cuando las dos cepas en la mezcla eran resistentes a distintos antibiéticos, el
crecimiento simultdneo en TY conteniendo uno u otro antibiético, significa que ambas cepas
estaban ocupando el mismo nédulo. En otros casos, cuando sélo una de las cepas en la
mezcla estaba marcada por resistencia a un antibiético, no se determiné el porcentaje de
nédulos simultdneamente ocupados por células de ambas cepas. En este caso se consider6
que la proporcion de este tipo de nddulos era del 15%, que es el porcentaje medio de
nédulos ocupados por dos cepas distintas descrito por otros autores (Lindemann et al.,
1974; Bromfield y Jones, 1979; Bromfield et al., 1985). Asi, en el caso de que dos cepas
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fuesen igual de competitivas, aquélla que era positivamente seleccionada, deberia de ser
recuperada de al menos el 57,5% de los nédulos.

Después de 14 dias se reaislaron las bacterias de cada nédulo individual (al menos 25
nédulos) en medio TY adicionado o no de los correspondientes antibiéticos. En el caso en el
que sélo una de las cepas se encontraba marcada por resistencia a un antibiético, se
considerd que la proporcién de nédulos ocupados por ambas cepas era del 15%, que es el
porcentaje medio de nédulos ocupados por dos cepas distintas descrito por otros autores
(Lindemann et al., 1974; Bromfield y Jones, 1979; Bromfield et al., 1985). Asi, en el caso
de que dos cepas fuesen igual de competitivas, aquélla que era positivamente seleccionada,
deberia de ser recuperada de al menos el 57,5% de los nédulos.

6.-Métodos de conjugacion.
6.1.-Cruces simples.
Se realizaron por mezcla de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento del donador
con otro en fase exponencial tardia del receptor, habitualmente en la proporcién 1:1.

Donador y receptor se centrifugaron en un tubo de microfuga y se resuspendieron en un
pequeiio volumen de medio de cultivo (50-200 pl). La mezcla se deposita sobre un filtro

Millipore estéril de 0,45 pm de poro y 2,5 cm de didmetro, previamente colocado sobre una
placa de TY-agar, y se incuba durante 16-24 h a 28°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla
de conjugacién se resuspende en medio estéril y se efectian las correspondientes diluciones,
sembrdndolas sobre placas con los medios adicionados de los antibidticos apropiados.

Alternativamente se han hecho mezclas de donador y receptor sobre medio TY-agar o
en un tubo de microfuga con una pequefia cantidad de medio liquido (50 pl). Después de
incubar el tiempo antes indicado, se sembraron porciones de la mezcla sobre medios
adicionados de los correspondientes antibidticos.

Este tipo de cruces se efectuaron para movilizar pldsmidos que contienen la regién
mob de RP4 (pSUP102 y pSUP202); para ello se utiliz6 como cepa donadora y
movilizadora E. coli S17-1 (Simon et al., 1983), que contiene y expresa los genes de
transferencia (tra) de RP4 integrados en el cromosoma.

6.2.-Cruces triparentales.

La transferencia de pldsmidos no autotransmisibles que contienen el oriT del
pldsmido RK2 desde cepas no movilizadoras de E. coli a Rhizobium se realizé segiin el
modelo de cruce tripartito, utilizando como pldsmido movilizador en trans pRK2013 (Ditta et
al., 1980). La metodologia seguida es idéntica a la de los cruces biparentales, pero en estos
casos se efectuaron mezclas donador:movilizador:receptor en proporciones que
habitualmente fueron 1:1:1.
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7.-Aislamiento y purificacion de ADN plasmidico.
7.1.-Aislamiento a gran escala de plismidos de bajo peso molecular.

Para el aislamiento a gran escala de pldsmidos recombinantes se ha utilizado el
prdcedimiento de lisis alcalina indicado en Sambrook et al., (1989) a partir de Birboim y
Doly (1979) e Ish-Horowicz y Burke (1981).

Se inocula un matraz de medio LB a partir de un cultivo iniciador (1 ml/100 mi). Tras
incubar en agitacién a 37°C durante una noche, las células se recogen por centrifugacién a
5.000 rpm durante 10 min en rotor GSA (4.100 x g). Cada 250 ml de cultivo es
resuspendido en 25 ml de solucién I (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTANay
10 mM) a la que se ha afiadido inmediatamente antes de usar 5 mg.ml-1 de lisozima.
Posteriormente se afiaden 50 ml de solucién II (NaOH 0,2 M, SDS 1%), recién preparada y
se mezcla, dejando 5 min en hielo o hasta observar la aparicién de un lisado completo.
Transcurrido ese tiempo se afiaden 37 ml de solucién III (para 100 ml de solucién: 60 ml
acetato potdsico 5 M, 11,5 ml de 4dcido acético glacial y 28,5 ml de agua), mezcldndose por
inversién y dejando en hielo durante 30 min. Para finalizar se centrifuga a 6.000 rpm (5.900
x g) durante 20 min a 4°C y se pasa a un nuevo tubo filtrando el sobrenadante mediante una
gasa estéril. Se afiade un volumen igual de isopropanol, mezclando bien y dejando a -20°C
al menos 20 min. E1 ADN plasmidico se recoge centrifugando 30 min a 6.000 rpm (5.900 x
g2), y se deja secar el maximo posible al vacio. Posteriormente se resuspende en tampén TES
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) y se procede a su purificacién en gradiente de cloruro de
cesio.

7.2.-Purificacion de ADN plasmidico en gradiente de cloruro de cesio.

La purificacién de los ADN plasmidicos obtenidos por el procedimiento anterior se
hizo por ultracentrifugacién en gradientes de cloruro de cesio.

A cada mililitro de la suspensidon de ADN en tampén TES8 se afiade 1,2 gramos de
CsCl y posteriormente 0,8 ml de una solucién de bromuro de etidio (10 mg.ml-!) por cada
10 ml de la solucién de CsCl (la concentracién final del bromuro de etidio serd de 400
pg.ml-1). La mezcla se centrifuga a 10.000 rpm (12.000 x g) durante 30 min en rotor SS-
34. El sobrenadante obtenido se transfiere a un tubo de polialémero (Quick-Seal de
BECKMAN) para la ultracentrifugacién en un rotor 50Ti. La velocidad y el tiempo de
centrifugacion fueron de 40.000 rpm y 40 h. Terminada la ultracentrifugacién se recoge la
banda de ADN plasmidico mediante puncién con aguja. Para una mejor visualizacién, se
iluminé con ldmpara UV a 380 nm. Para eliminar el bromuro de etidio se adicionaron
volimenes iguales de isopropanol saturado con agua (9 volimenes isopropanol:1 volumen
H20), o alternativamente, butanol saturado con agua (1:1), mezcldndose las dos fases y
extrayendo la fase superior, alcohdlica. Este paso se repite varias veces hasta que
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desaparezca el color rosa (3-5 veces). La solucién acuosa se reparte en tubos eppendorf en
volimenes de 150 pl. Por iltimo, el ADN plasmidico se precipita por adicién de 2
volimenes de agua (300 pl) y 6 volimenes de etanol, a -20°C durante 2 h y se recoge por
ceritrifugacién a 15.000 rpm en una centrifuga Microspin 24 (SORVALL). Después de un
lavado con etanol al 70% y posterior centrifugacién se seca el ADN al vacio y se resuspende
en tampén TES, dividiéndose en alicuotas y conservadndose a -20°C.

7.3.-Minipreparaciéon de plismidos.

El aislamiento rdpido de pldsmidos recombinantes de bajo peso molecular a partir de
transformantes o transconjugantes se realiz6 siguiendo el mismo proceso de lisis alcalina
descrito en el apartado 6.1, con las adecuadas reducciones de voliimenes.

Se partié normalmente de 1,5 ml de cultivo y después de recoger las células por
centrifugacién en tubos eppendorf, se resuspendieron en 100 ul de la solucién I (ver
apartado 6.1). Se deja 5 min a temperatura ambiente, se afiaden 200 pl de la solucién II, se
agita invirtiendo el tubo y se deja S min en hielo. Posteriormente se adicionan 150 pl de
solucién III y después de agitar igualmente por inversién se deja otros 5 min en hielo. Se
centrifuga a 15.000 rpm en la centrifuga Microspin y al sobrenadante (400 pl), se le afiade
un volumen igual de una solucién de fenol-cloroformo (1:1), siendo el cloroformo una
mezcla de isoamilico:cloroformo 1:24. La mezcla de fenol contiene 100% fenol; 0,1% 8-
hidroxiquinoleina en Tris-HC1 0,1 M pH 8. La mezcla se mantiene en agitacién durante una
noche y posteriormente se deja decantar. Tras mezclar bien se separan las dos fases por
centrifugacién a 15.000 rpm 5 min y el sobrenadante (fase acuosa) se transfiere a un nuevo
tubo al que se afiaden 2 volimenes de etanol 100% a -20°C. Se mezcla y se deja
precipitando 15 min a -70°C. Se centrifuga 15 min a 15.000 rpm y el precipitado se lava con
etanol al 70% y vuelve a centrifugar durante 3 min. Por dltimo se deseca al vacio y se
resuspehde en tamp6n TES (25 ul).

El ADN asi obtenido puede usarse para diversas manipulaciones. En el caso de
querer eliminar el ARN presente se puede tratar con ARNasa (1 pl) de una solucién
concentrada (10 mg.ml-1) en Tris-HC! 10 mM pH 7,5, NaCl 15 mM. (Esta solucién
concentrada se calienta a 100°C durante 15 min dejindose enfriar lentamente a temperatura
ambiente y se almacena en alicuotas a -20°C).

7.4.-Purificacion con Geneclean del ADN obtenido por Minipreps.

Para obtener un ADN suficientemente limpio como para ser secuenciado en
condiciones 6ptimas se procedié a la purificacién de los ADNs obtenidos por Minipreps
usando el kit comercial GenecleanR Bio 101 Inc., siguiendo las recomendaciones indicadas
por los proveedores.
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A la solucién de ADN (300 pl) se le afiade 3 volimenes de Nal. Tras agitar, se afiade
5 pl de Glassmilk (aportado por el kit) por cada 5 pg o menos de ADN existente en la
solucién, afiadiendo 1 pl adicional por cada 0,5 pg de ADN que exceda a los 5. Después de
mezclar, la solucién se deja en hielo durante al menos 5 min para permitir que el ADN se una
a la matriz, agitando cada 1-2 min para asegurarnos de que no precipite el Glassmilk. A
continuacién se sedimenta la matriz mediante centrifugacién en una microfuga durante unos
5 seg, y tras eliminar el sobrenadante, el precipitado que contiene el ADN unido a la matriz
se lava 3 veces con la solucién New Wash fria (500 pl) aportada también por el kit. Tras
eliminar el dltimo sobrenadante, el ADN se eluye resuspendiendo el precipitado en 10 pl de
agua bidestilada o tampén TE, y calentando a 55°C durante 3 min. Después de una
centrifugacién de 30 seg en una microfuga, el sobrenadante se recoge con cuidado y se pasa
a un nuevo tubo. Esta operacion se repite una segunda vez para eluir el ADN restante.

7.5.-Magic Minipreps.

Alternativamente al procedimiento detallado en el apartado anterior, se procedié a la
purificacién de los ADNs usando el kit comercial de purificacién "Magic MiniprepsTM" de
PROMEGA, el cual tiene la ventaja de proporcionar material para secuenciar de una forma
mucho mdés rdpida (15 min) . Se siguieron las indicaciones del manufacturador: Se
centrifugaron en un tubo eppendorf células procedentes de un cultivo de 3 ml. Después de
una lisis alcalina llevada a cabo con las soluciones de suspensién, lisis y neutralizacién (200
ul de cada una por tubo) que son aportadas por el kit, se centrifuga el lisado obtenido a
15.000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se lleva a un nuevo tubo, al que se le afiade 1 ml
de resina de purificacién, mezclindose bien. Esta mezcla se carga sobre el barril de una
Jeringa acoplado a una minicolumna a la que posteriormente se le hace pasar 2 ml de solucién
de lavado. Efectuado este paso, se les extrae todo el liquido a las columnas por
centrifugacién a 15.000 rpm 20 seg acopladas a un tubo de microfuga. Finalmente el ADN
plasmidico se eluye haciendo pasar por centrifugacién durante otros 20 seg, 50 pl de agua o
tamp6n TES precalentados a 65-70°C.

8.-Aislamiento de ADN total.

El aislamiento de ADN total se hizo segiin un método especialmente disefiado para
Rhizobium en el departamento de Genética de la Universidad de Bielefeld (Alemania). De
un cultivo bacteriano en fase logaritmica de la cepa elegida se toman 1,5 ml y se centrifugan
durante 2 min en una microfuga. Las células se lavan con 0,5 ml de tampdn TE8 adicionado
de N-lauroil sarcosina al 0,1%. Después se resuspenden las célulasen 1 ml de NaCl1 M y
la suspension se deja aproximadamente 2 h a 4°C, agitando de vez en cuando. Se centrifuga
durante 2 min, se elimina el sobrenadante y el sedimento se resuspende hasta homogenidad
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en 0,25 ml de sacarosa al 20% en TE. Después se adiciona 0,25 ml de TE con lisozima (5
mg/ml), se agita por inversion, incubdndose durante 30 min a 37°C. Pasado este tiempo, se
adicionan 0,1 ml de TE con N-lauroil sarcosina al 5% y pronasa 10 mg/ml dejdndose incubar
una hora més a 37°C. Posteriormente, se adicionan 70 ul de acetato sédico 3 M, pH 5,2; 0,2
ml de mezcla fenol/cloroformo y 0,2 ml de mezcla de fenol (Ver apartado 6.3). Se agita en
vortex y se centrifuga durante 5 min recogiendo a continuacién la fase superior acuosa. A
esta Gltima, se adiciona 0,3 ml de cloroformo, se agita de nuevo en vortex centrifugando a
continuacion durante 5 min. La fase superior se recoge en un nuevo tubo y se le adiciona 0,7
ml de isopropanol enfriado a -20°C, se mezcla bien y se deja durante 15 min a -70°C.
Después se centrifuga durante 15 min, el precipitado se lava con 0,5 ml de etanol al 70%, se
seca al vacio y se resuspende en 50 ul de 1/10 TES.

9.-Determinacion de la concentracion de ADN, ARN y
oligonucleétidos.

Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito en Sambrook et al- (1989). Se
mide la absorbancia de la solucién de ADN o ARN en agua o en TE a 260 y 280 nm
utilizando como blanco agua o TE sin ADN. La concentracién en la muestra se calcula
respecto a los valores estdndar de DO9ggnm 1 para soluciones con 50 pg/ml de ADN de
cadena doble, 40 png/ml de ADN de cadena sencilla o ARN, y 20 pg/ml de oligonucleétidos.
La relacién DO260nm/DO280nm s usa como estimador de la pureza de la preparacién,
considerdndose valores por debajo de 1,8 como indicadores de contaminacién por proteinas
o fenol. Para muestras de ADN muy impuras o de baja concentracidn, se emple6 el método
de comparacién de fluorescencia en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de ADN
de concentracién conocida, también descrito por Sambrook et al. (1989).

10.-Manipulacién enzimatica de ADN.
10.1.-Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccion.

La digestién de ADN se ha llevado a cabo en las condiciones 6ptimas para cada
enzima de restriccidn, siguiendo las indicaciones de temperatura y tampén recomendadas por
los proveedores (BOEHRINGER y PROMEGA).

Las digestiones con mds de una enzima de restriccién se realizaron simultdneamente
cuando las enzimas requerfan el mismo tampén. En caso contrario, y siempre que fuera
factible, se digirié primero con la enzima que requisiese el tamp6n de menor fuerza i6nica,
adicionando posteriormente el tampén y enzima para la segunda digestién. Cuando no fue
posible, se llevé a cabo la digestion con una enzima, se fenoliz6 y se precipit6é el ADN,
resuspendiéndolo en el tamp6n adecuado para la segunda enzima y llevando a cabo la
digestion con esta Gltima.
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10.2.-Relleno de extremos 3' de fragmentos de restriccion.

Para la creaci6n de extremos romos en fragmentos de restriccién con extremos 5'
protuberantes, se procedio al relleno del extremo 3' mediante el uso del fragmento Klenow
de la ADN polimerasa I de E. coli (BOEHRINGER). Se siguieron las indicaciones de
Sambrook et al., (1989), afiadiendo a la digestion (20 ul) 1 i de una solucién de ANTPs (1
mM) y una unidad de Klenow por 1 pug de ADN, dejando incubar durante unos 15 min a
temperatura ambiente. La Klenow fue inactivada mediante extraccién con mezcla
fenol:cloroformo y posterior precipitacién del ADN de la solucién acuosa con 0,1 volimenes
de AcNa 3 M y 2 volimenes de etanol 100%.

10.3.-Eliminacién de extremos 3' de fragmentos de restriccion.

En el caso de que la digestiéon de ADN produjese fragmentos con extremos 3'
protuberantes, la eliminacién de los mismos se efectué igualmente siguiendo las
instrucciones de Sambrook et al., (1989). Al volumen de digesti6n, se afiade 1 [l de una
solucién de dANTPs (2 mM) y 1-2 unidades de ADN polimerasa de bacteriéfago T4
(BOEHRINGER) por microgramo de ADN presente en la reaccién, incubando durante 15
min a 12°C. La polimerasa fue inactivada al igual que en el apartado anterior, mediante
extraccidn con fenol:cloroformo.

10.4.-Ligacion de fragmentos de restriccion.

Las reacciones de ligacién se efectuaron usando unas relaciones molares
vector:inserto variables dependiendo del tamafio de los fragmentos o de si se trataba de la
ligacién de extremos cohesivos o romos. En cualquier caso, el volumen final de la reaccién
fue de 20 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de la enzima T4 DNA ligasa
(BOEHRINGER) y en el tampén indicado por los proveedores, incubando 3-4 h a
temperatﬁra ambiente o, alternativamente, durante una noche a 12°C. Cuando se trataba de la

ligacién de extremos romos, se adicion6 en algunos casos PEG a una concentracién final del
15%.

11.-Electroforesis de ADN.
11.1.-Separaciéon e identificacion de fragmentos de restriccion por
electroforesis en gel de agarosa. _
La separacién de fragmentos de restriccién se ha llevado a cabo mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa (SIGMA tipo I) al 0,7% sumergidos en TBE
(Tris 89 mM, EDTANa3 2,5 mM, BO3H; 89 mM, pH 8,2). El voltaje usual de trabajo ha

sido de 120 V. Como solucién de carga se ha utilizado sacarosa 40% y azul de bromofenol
0,25% en una relacién 5 pl solucién de ADN/1 pl solucién de carga.
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11.2.-Revelado de geles y fotografia.

Los geles de agarosa se revelan sumergiéndolos en agua a la que previamente se
afiaden unas gotas de solucién de bromuro de etidio (1 mg.ml-1), durante 15-20 min.
Posteriormente se observa con luz UV de 260 nm en un transiluminador. En algunas
ocasiones el colorante se ha incorporado al gel para seguir la marcha del proceso.

Las fotografias de los geles se han realizado con una cdmara NIKON FE2 y
peh’cuIaKodak Tri X-PAN de 400 ASA o alternativamente, con cdmara POLAROID MP-4 y
pelicula POLAROID tipo 667, siempre con filtro rojo.

11.3.-Estimacién de los pesos moleculares de fragmentos de restricciéon
por electroforesis en gel de agarosa.

La determinacién del tamafio de fragmentos de restriccion se ha efectuado a partir de
la construccién de gréficas en las que se representa el logaritmo del peso molecular frente a la
movilidad relativa (distancia de migracién dividida por la longitud del gel), utilizando como
patrones los marcadores de peso molecular de tipo II (fragmentos de ADN de fago lambda
resultantes de la digestién con endonucleasa HindII) o tipo I (fragmentos de ADN de fago
lambda resultantes de la digestién con endonucleasas EcoRI y HindIII), ambos de
BOEHRINGER.

11.4.-Purificacién de fragmentos de restriccion por transferencia desde
geles de agarosa a membranas de DEAE-celulosa.

Cuando fue necesaria la obtencion de fragmentos de restriccién puros para ser usados
como sonda en experimentos de hibridacién o para ser clonados, se sigui6 el método de
unién a papel DEAE-celulosa NA45 (SCHLEICHER & SCHUELL) descrito en Sambrook
et al. (1989).

Df:spués de efectuar la electroforesis en gel de agarosa y de la correspondiente tincién
con bromuro de etidio, se visualizan las bandas con ldmpara UV de 360 nm, y se hace un
corte profundo con escalpelo inmediatamente delante de la banda deseada.En €l se introduce
la membrana de DEAE-celulosa previamente tratada. Para ello se mantiene durante varias
horas en una solucién de NaCl 1,5 M y después de lavar varias veces con agua se conservan
en una solucién de EDTANaj 1 mM durante varias semanas a 4°C. Inmediatamente antes de
ser usadas se equilibran en tampén de electroforesis TBE durante al menos 20 min. Se
vuelve a reanudar la electroforesis, con cuidado de no sumergir el gel, durante un tiempo
suficiente para permitir la adhesion del ADN a la membrana. Posteriormente se introduce la
membrana en un tubo de microfuga con la cara que contiene el ADN hacia la luz del tubo, se
afiaden 300 pul de tampén de elucién (NaCl 1 M, EDTANaj 0,1 mM, Tris-HC1 20 mM pH

8) e incuba durante 1 h a 65-68°C, agitando de vez en cuando. Una vez comprobado que el
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ADN se ha eluido mediante observacién de la membrana a luz UV, se precipita el ADN
mediante adicién de 2,5 volimenes de etanol 100% a -20°C durante varias horas,
prosiguiendo tal y como se indica en el apartado 7.3.

11.5.-Purificacién de fragmentos de restriccion de geles de agarosa por el
método "Magic PCR PrepsTM" de PROMEGA.
Alternativamente, el proceso de purificacién de los fragmentos de restriccién se llevé
a cabo usando el kit comercial "Magic PCR PrepsTM" de PROMEGA, siguiendo las
instrucciones del manufacturador. La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa de bajo
punto de fusién (BOEHRINGER) al 0,7%. Finalizada la electroforesis, y tras la tincién con
bromuro de etidio, las bandas se visualizaron con una ldmpara de UV de 360 nm. Con un
escalpelo, se extrajo el fragmento de agarosa que contenia la banda de ADN deseada, y se
colocé en un tubo eppendorf. La muestra se incubd a 70°C hasta que la agarosa estuvo
completamente fundida (aproximadamente 2 min), tras lo cual se le afiade 1 ml de la resina
de purificacién (aportada en el kit) mezcldndose bien por inversién del tubo durante 1 min.
Esta mezcla se carga sobre el barril de una jeringa a la que se ha acoplado una minicolumna.
El resto del proceso se llevé a cabo como se detalla en el apartado 7.4.

12.-Preparacion de células competentes y transformacion de E.
coli.

La preparacién de c€lulas competentes de E. coli se ha realizado esencialmente segin
la técnica descrita por Lederberg y Cohen (1974).

Partiendo de un cultivo iniciador de la cepa de E. coli a transformar se inocula un
matraz de medio LB y se incuba en agitacién a 370 hasta que el cultivo alcanza una DOgg de
0,6. Tras dejar enfriar en hielo se centrifuga a 10.000 rpm (12.000 x g) 5 min a 4°C en un
rotor SS-34. Las células se resuspenden en un volumen igual de MgCls 0,1 M frio y se
centrifugan a 5.000 rpm (3.000 x g) 5 min a 4°C. A continuaci6n se resuspenden en 1/2
volumen de una solucién de CaCly 0,1 M frio. Tras dejarlas en hielo un minimo de 30 min,
las células se vuelven a centrifugar a 3.000 x g Smin a 4°C y se resuspenden suavemente en
1/10 volumen de CaCly 0,1 M, 20% glicerol frio. Se reparten en alicuotas de 200 pl en
tubos eppendorf preenfriados y se conservan a -70°C. La competencia de las células se
mantiene de esta forma durante varios meses.

Para la transformacién de células competentes con ADN plasmidico se siguié la
técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983) modificada. A alicuotas de 200 pl de células
competentes se le aiade ADN (0,05-0,5 pg) y la mezcla se deja en hielo 30 min.
Posteriormente se le somete a un choque de calor (5 min a 37°C). Se deja S min en hielo, y
se le afiade 1 ml de LB, incubdndose a 37°C durante al menos 60 min. Transcurrido este
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tiempo se siembran alicuotas de 0,1 ml en placas de LB adicionado del correspondiente
antibiético.

13.-Electroporacién de E. coli y Rhizobium.
13.1.-Preparacién de las células de E. coli.

Partiendo de un cultivo iniciador de la cepa de E. coli, se inocula un matraz de medio
LB y se incuba a 37°C en agitacion hasta que el cultivo alcance una DOggg de 0,5-1. Tras
dejar enfriar en hielo, las células se recogen por centrifugacién a 4.000 x g a 4°C, 15 min.
Las células se resuspenden entonces en 1, 0,5, 0,5 y finalmente 0,2 volimenes de agua
estéril y fria, centrifugando en cada paso a 4.000 x g 15 min a 4°C. Después de la dltima
centrifugacién, las células se resuspenden en 0,002-0,003 volimenes de agua estéril y fria

con glicerol al 10% (esterilizado por filtracién). Las células asf preparadas se conservan en
alicuotas, congeladas a -70°C.

13.2.-Preparacién de las células de Rhizobium.

El método de preparacién de células de Rhizobium, estd basado en el de Hatlemann,
D. y Stacey, G. (1990). Se inocula un matraz de TY con un preinéculo de la cepa de
Rhizobium que va a ser electroporada, y se incuba a 30°C en agitacién hasta que el cultivo
alcance una DOggo de 0,4-0,6. Tras dejar enfriar en hielo durante 15-30 min, las células se
recogen por centrifugacién a 9.820 x g 10 min a 4°C. Las células se resuspenden en 1, 0,5,
0,5 y 0,2 voliimenes respectivamente de agua estéril y fria, centrifugando entre cada paso a
9.820 x g, 10 min a 4°C. Finalmente, las células se resuspenden en 0,003 volimenes de
agua estéril y fria con glicerol al 10% (esterilizado por filtracién), y se guardan en alicuotas
congeladas a -70°C.

13.3.;Electroporaci6n.
La electroporacién de células de E. coli y Rhizobium se llevé a cabo utilizando un

electroporador (ELECTRO CELL MANIPULATOR 600, BTX Electroporation System).
Tras descongelar las c€lulas en hielo durante 5-10 min, se mezclé 39 pl de la suspensién de
c€lulas con 1 pl de la suspensién de ADN (1 ng/ ul en agua o TE) con la que se queria
transformar. La mezcla resultante (40 pl) se coloc6 en una cubeta de electroporacién
preenfriada . La cubeta tenia un grosor de 2 mm para el caso de E. coli, y de 1mm para el de
Rhizobium, siendo las condiciones de electroporacién de 2,45 y 1,3 kV respectivamente.
Una vez aplicada la carga eléctrica, rdpidamente se le aiiade 960 pl de LB o TY, se agita
suavemente y se deja incubar 1 h a 37°C (E. coli) o 4-20 h a 30°C (Rhizobium).
Transcurrido ese tiempo, se siembran alicuotas en placas de LB o TY respectivamente,
adicionadas del correspondiente antibidtico.
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14.-Experimentos de hibridacion ADN-ADN.
14.1.-Transferencia de ADN a filtros de nylon.

La wransferencia de fragmentos de restriccién de ADN plasmidico o total a filtros de
nylbn se realiz6 segin la técnica de Southern (1975).

Los fragmentos de restriccién se separan por electroforesis en gel de agarosa. Una
vez fotografiado el gel y medidas sus dimensiones se procede a su tratamiento que consiste,
siempre con agitacion, en un paso de 20 min de depurinacién 4cida del ADN mediante
inmersién en una solucién de HCl 0,25 M. Tras lavar varias veces con agua destilada, se
procede a desnaturalizar en una solucién de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M, en dos pases de 15
min y por Witimo se neutraliza con una solucién de Tris-HC1 0,5 M, NaCl 3 M pH 7,0 otros
dos pases de 15 min. Después de lavar el gel con agua destilada se coloca sobre una
superficie regular cubierta con papel Whatman 3MM que funciona a modo de mecha
conectado con un reservorio de tampén de transferencia 20xSSC (1xSSC: NaCl 150 mM,
citrato sédico 15 mM, pH 7,0). Sobre el gel se coloca un filtro de nylon (BOEHRINGER) y
tres piezas de Whatman 3MM de tamaiio similar al gel (el filtro y las piezas Whatman se
saturan previamente en el tampén de transferencia 20xSSC durante 30 min). Sobe todo este
dispositivo se colocan varias piezas de papel de celulosa y sobre éstas peso suficiente para
mantener ligeramente comprimido el sistema. Las transferencias se completaron
normalmente en 12-16 h.

Una vez finalizada la transferencia, el filtro de nylon se lava en una solucién de
2xSSC para eliminar restos de agarosa, se seca a temperatura ambiente y se cuece al vacio
durante 20 min a 120°C.

~ 14.2.-Marcaje de sondas de ADN para hibridacién.

El marcaje de sondas y los protocolos de hibridacién han sido realizados siguiendo
las recomendaciones del kit de marcaje y deteccién no radiactivos de BOEHRINGER. Los
ADNs usados como sonda fueron fragmentos purificados en membranas de DEAE-celulosa
(apartado 11.4) o usando el kit Magic PCR Preps d¢e PROMEGA (apartado 11.5), o bien
pldsmidos intactos o digeridos segiin las necesidades de cada experimento.

La preparacion de sondas de ADN no radiactivas consiste en la sintesis parcial de
ADN a partir del ADN molde que se quiere usar como sonda, usando una mezcla de
hexanucleétidos como cebadores, fragmento Klenow de la ADN polimerasa I y la
incorporacién de digoxigenina-dUTP como nucleétido marcado.

Las reacciones de marcaje se hicieron habitualmente con 2 pg de ADN
desnaturalizado en un volumen de reaccién de 20 pl. El tiempo de incubacién fue siempre

superior a la hora y habitualmente durante toda la noche a 37°C.
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14.3.-Hibridacibn ADN-ADN con sonda no radiactiva.

Igualmente se siguieron las indicaciones del kit antes mencionado. El filtro de nylon
se incub6 en una solucién de prehibridacién (20 ml/100 cm?2) compuesta de 5xSSC; N-
lauroil sarcosina 0,1%; SDS 0,02%; formamida 50% y agente bloqueante al 2% a 42°C
durante al menos 3 h. Esta solucién se sustituye por la solucién de hibridacién (5 ml/100
cm?), que es la misma a la que se ha afiadido el ADN sonda desnaturalizado, y se incuba a
42°C un minimo de 6 h.

Terminada la hibridacién se lavan los filtros siguiendo las recomendaciones de los
proveedores, y posteriormente se lleva a cabo la deteccién inmunoldgica.

La deteccién no radiactiva de las bandas de hibridacién se efectiio usando el
protocolo de deteccién quimioluminiscente tal y como indican los proveedores. La impronta
de las sefales se realiz6 sobre peliculas Kodak X-OMAT. Las bandas de hibridacién
aparecen en un intervalo entre los 5 min y las 3 h.

Para el revelado de las peliculas se usé revelador Neutol Liquid NE (AGFA) y fijador
N FIX 172 (NEGRA) a las diluciones y tiempos recomendados por las casas comierciales.

15.-Secuenciacion de ADN de cadena doble.
15.1.-Obtencion de los plismidos de secuenciacion. Estrategia.

Para la secuenciacién de la regién nfe delimitada por las inserciones Tn3-HoHol, se
utilizaron los pldsmidos pSE12/pRSE12, pS2, pSE21/pRSE21, pSE27/pRSE27, pSE04 y
pSM1/pRSM1, indicados en Ia Fig. 5. Salvo para los pldsmidos pSE04 y pS2, que fueron
secuenciados directamente utilizando los cebadores M13(-40) y el M13 reverso, para los
demds se obtuvieron subclones derivados mediante la generacién de deleciones
unidireccionales con el sistéma de delecién exonucleasa III/nucleasa S1 (PROMEGA). Las
estrategias seguidas se muestran en la Fig. 6.

Los pldsmidos pSE27/pRSE27 y pSM1/pRSM1 (5-10 pg) se sometieron a doble
digestién con las restrictasas Bam HI y Pst 1. Bam HI deja extremos 5' cohesivos
susceptibles de ser atacados por la Exonucleasa III, y Pst I extremos 3' cohesivos que
actuaron de extremo protegido. En el caso del pldsmido pV1, las digestiones se llevaron a
cabo con Bam HI para poder atacar con Exonucleasa Ill y con Sacl para proteger el extremo
contrario. Los plasmidos pSE21/pRSE21 se digirieron con Bam Hl y HindlIIl. Esta dltima
también rinde extremos 5' cohesivos, por lo que fue necesario proteger de la actuaci6n de la
Exonucleasa III mediante la incorporacién de nucleétidos a-fosforotioados segiin las
indicaciones del kit. Por dltimo, los pldsmidos pSE12/pRSE12 se sometieron a digestiones
con las endonucleasas Smal (deja extremos romos susceptibles también de ser atacados por
la Exonucleasa III) y Xbal que al dejar extremos 5' cohesivos tuvo que ser protegido con los
nucleétidos modificados.
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Figura 5.- Mapa fisico de la regi6n nfe. Se representan los diez posibles ORFs deducidos
de la secuencia asi como el sentido de su transcripcién. En la parte inferior de la Figura se
indican los fragemtnos de ADN clonados y utilizados como fuente primaria para la

secuenciacién y/o el estudio de la expresién de la regién nfe. Las dobles flechas representan
clones en las dos orientaciones. '
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Figura 6.- Estrategia seguida para la secuenciacién de la regién nfe. Las flechas
horizontales indican la extensién y direccién del ADN secuenciado a partir de clones
individuales. Las flechas con un circulo sé6lido representan secuenciacién a partir de
oligonucleétidos sintéticos. Se representa también un mapa de restriccién con los sitios mds
representativos. P, Pstl; S, Sall; E, EcoRL.
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