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Ensifer aridi, una nueva especie tolerante a la salinidad y a altas temperaturas aisladas
de la leguminosa silvestre Phaseolus filiformis: Estudio de los determinantes genéticos
de halotolerancia

Resumen

La finalidad de este proyecto fue identificar y caracterizar algunas de las
peculiaridades de cepas de la especie recientemente descrita Ensifer aridi (Le Quéré et al.,
2017) la cual es fijadora de nitr6geno en leguminosas nativas de zonas aridas y desérticas.
Una primera parte consistié de discernir la posicién taxonémica de las cepas, pertenecientes
a la recién descrita especie Ensifer aridi, para ello, se hizo la amplificacion y el analisis de
secuencias multilocus (MLSA) del concatenamiento de fragmentos de nueve diferentes
marcadores taxondmicos moleculares (16SsRNA, atpD, dnakK, gInA, ginll, gyrB, recA, rpoB
y thrC); para profundizar en las caracteristicas simbioticas de este grupo bacteriano, se
propuso conocer el rango de hospedero de las cepas mexicanas de esta especie, asi como
identificar los genes N-acetilglucosaminiltransferasa (nodC) y nitrogenasa reductasa (nifH)
presentes en ellas; la amplificacion y el analisis filogenético de estos genes fortalecerian la
informacion obtenida del ensayo de rango de hospedero que se realizd con estas cepas en
interaccion con plantas de Erythrina americana, Mimosa pudica, Medicago sativa, Lupinus
gredensis, Phaseolus vulgaris (en las variedades de alubia y vaquita), Cicer arietinum y Lens
culinaris. De este experimento, se determind que de las semillas probadas, solo Ensifer aridi
fue capaz de nodular a Phaseolus vulgaris. Mientras que el analisis filogenético, mostro
vecindad con cepas que son simbiontes de leguminosas pertenecientes a zonas aridas y

semiaridas.

Al ser una de las caracteristicas mas notables de Ensifer aridi, el ser tolerante a la
salinidad, la segunda parte del proyecto, se basé en identificar y caracterizar determinantes
genéticos que estan relacionados con su halotolerancia. La cepa LEM451, fue la elegida para
este experimento, ya que en trabajos previos mostré tener la capacidad de interaccion con
plantas de frijol comun bajo estrés salino, éstas permanecieron viables por méas tiempo
(Rocha, 2012; Medina, 2014). Para ello, primero se construyd una mutateca generada por

transposicion mediante el plasmido pUT-mini-Tn5-Gm. Se evalud el crecimiento diferencial
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de 6400 mutantes de la banca a distintas concentraciones de salinidad (100, 200, 300, 400 y
450 mM de NaCl) y se seleccionaron aquellas que mostraron reduccion en su halotolerancia.
Se identificaron y cuantificaron las mutantes de interés amplificando el cassette de resistencia
y se buscd por AP-PCR el sitio de insercion del transposon. Se determind en la mutante
identificada como 003A6 que la regién interrumpida por el transposon codifica
presuntivamentepara un de tipo ABC. Algunos autores han reportado que transportadores
ABC, estan relacionados directamente con la osmorregulacion en bacterias, especificamente
en rizobia (Das-Chatterjee et al., 2006; Dogra et al., 2013).

Posteriormente, se evaluo la resistencia a salinidad de Phaseolus vulgaris, para lo cual
se hizo un ensayo de germinacion de las variedades de frijol (negro Quereétaro, flor de mayo,
vaquita, alubia y mantequilla) con diferentes concentraciones de cloruro de sodio (0, 10.9,
13.8,16.7, 25, 33.3, 49, 66, 99, 131, 166.6 y 200 mM). De los resultados obtenido se concluyd
que se emplearian semillas de Phaseolus vulgaris variedad negro Guanajuato y con la

concentracion de 33 mM de NaCl.

Estudios in planta, indicaron que la mutante 003A6 no pierde su capacidad de nodular
a Phaseolus vulgaris, Aungue si es menor dicha capacidad comparada a la cepa silvestre y
ademas, los nodulos generados son amorfos en comparacion con los que produce Ensifer
aridi LEM 451 silvestre.
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Ensifer aridi, a new specie tolerant to salinity and high temperatures of wild legume
Phaseolus filiformis: Study of genetic determinants of halotolerance

Abstract

The purpose of this project was to identify and characterize some of the peculiarities
of strains of the newly described Ensifer aridi (Le Quéré et al., 2017) nitrogen-fixing species
in legumes native to arid and desert areas. A first part consisted of discerning and checking
the taxonomic position of the strains, belonging to the newly described species Ensifer aridi,
for this, the amplification and multilocus sequence analysis (MLSA) of the concatenation of
fragments of nine different molecular taxonomic markers was made (16SsRNA, atpD, dnakK,
glnA, glinll, gyrB, recA, rpoB and thrC); to deepen more about the symbiotic characteristics
of this bacterial group, it was proposed to know the host range of the Mexican strains of this
species, as well as to identify the N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) and nitrogenase
reductase (nifH) genes present in them; the amplification and phylogenetic analysis of these
genes would strengthen the information obtained from the host range test that was carried
out with these strains in interaction with plants of Erythrina americana, Mimosa pudica,
Medicago sativa, Lupinus gredensis, Phaseolus vulgaris (in bean varieties and vaquita),
Cicer arietinum and Lens culinaris. From this experiment, it was determined that of the seeds
tested, Ensifer aridi was only able to nodule Phaseolus vulgaris. While the phylogenetic
analysis showed neighborhood with strains that are symbionts of legumes belonging to arid

and semi-arid areas.

Being one of the most notable characteristics of Ensifer aridi, being tolerant to
salinity, the second part of the project, was based on identifying and characterizing genetic
determinants that are related to its halotolerance. The LEM451 strain was the one chosen for
this experiment, since in previous work it showed the ability to interact with common bean
plants under saline stress, these remained viable for a longer time (Rocha, 2012; Medina,
2014). To this end, a mutateca generated by transposition was first constructed using the
plasmid pUT-mini-Tn5-Gm. This bank was constituted by 6400 mutants, which were
evaluated under salinity conditions (100, 200, 300, 400 and 450 mM NaCl) and those that
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showed reduction in their halotolerance were selected. To characterize them, a set of primers
was designed to amplify the gentamicin resistance cassette included in said transposon. Once
the mutants of interest were identified and quantified, the genomic region of the wild strain
in which the transposon had been inserted was determined using the AP-PCR technique
(Arbitrary Primers-Polymerase Chain Reaction). It was identified that one of the salt-
sensitive mutants, referred to as 003A6, region interrupted by the transposon, allegedly
encodes for an ABC type transporter within an operon. Some authors have reported that ABC
transporters are directly related to osmoregulation in bacteria, specifically in rhizobia (Das-
Chatterjee et al., 2006; Dogra et al., 2013).

Subsequently, the salinity resistance of Phaseolus vulgaris was evaluated, for which
a germination test of the bean varieties (black Queretaro, May flower, vaquita, bean and
butter) with different concentrations of sodium chloride (0, 10.9, 13.8, 16.7, 25, 33.3, 49, 66,
99, 131, 166.6 and 200 mM). From the results obtained, it was concluded that Phaseolus
vulgaris seeds variety Guanajuato black and with the concentration of 33 mM NaCl would

be used.

In-plant studies indicated that the 003A6 mutant does not lose its ability to nodule
Phaseolus vulgaris, although it does slightly less compared to the wild strain and also, the
nodules generated are amorphous compared to those produced by wild Ensifer aridi
LEM451.
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Introduccién

Las leguminosas son plantas cosmopolitas y ampliamente diversas tanto en sus
caracteristicas como en sus usos alrededor del mundo (para consumo humano y animal;
materias primas como ceras, alcoholes, maderas, tintes, ornato, biorremediacion de suelos
(Llamas y Acedo, 2016). Actualmente, el cultivo de leguminosas, principalmente las de
consumo humano, ha disminuido de manera considerable debido principalmente, a las

técnicas agricolas erréneas, asi como también a la pobre calidad de los suelos.

La salinidad de los suelos es uno de los factores principales causantes de la
degradacion de los campos de cultivo y de la reduccion de la produccion agricola en la
actualidad. Esto se debe a que la presencia de altas concentraciones de sales en suelos
conduce al estrés tanto a plantas como a los microorganismos que interactian con ellas.
Plantas de leguminosas sometidas a estrés salino, requieren que tanto éstas como los rizobia
con las que se asocian, sean tolerantes a la salinidad. Este tipo de estrés inhibe el proceso de
la nodulacion, lo cual se ve reflejado en la disminucion de la fijacion de nitrégeno (Zahran,
1999), asimismo, favorece el desarrollo de nddulos ineficaces muy reducidos en
leghemoglobina (Delgado et al., 1993). En general, la simbiosis rizobia-leguminosa, seguida
de la leguminosa en contraparte con rizobia, es mas sensible a este tipo de estrés. Algunos de
los efectos que la salinidad ejerce sobre leguminosas y la interaccion que estos establecen se

mencionan en la tabla siguiente:
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Esquema Problemas en condiciones de salinidad

No salino Salino
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Figura 1. Esquema donde se muestran algunos de los efectos producidos por la salinidad en plantas y

simbiosis (Recuperado de: Bruning y Rozema, 2013).

En el caso de rizobia, también se han reportado algunos efectos que las altas
concentraciones de sal producen en estos microorganismos, tales como cambios en los
patrones de lipopolisacaridos (LPS) y de exopolisacaridos (EPS), acumulacion de osmolitos
(sacéridos, iones, poliaminas y aminoacidos) que utilizan como osmoprotectores, cambios en

su morfologia o tamafio celular, entre otros (Wei et al., 2007; Delgado et al., 1995).
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La presente investigacion tiene como finalidad enriquecer y profundizar el
conocimiento de las caracteristicas de Ensifer aridi, ya que debido a las peculiaridades que
posee este nuevo género de rizobia, principalmente su halotolerancia, la hace objeto de
estudio para indagar acerca de las causas asociadas a esta particularidad. La meta general y
a largo plazo que se persigue con la realizacion de todos estos estudios es disponer de
alternativas bacterianas que puedan contribuir con la mejora en la produccion de los cultivos
de leguminosas pero haciéndolo de manera sustentable, disminuyendo asi el impacto

negativo que produce nuestra huella ecoldgica.

Un primer objetivo fue realizar un anélisis filogenético con genes “housekeeping” y
genes simbioticos presentes en las cepas de rizobia; asi como de identificar algunos
hospederos de Ensifer aridi. Un segundo objetivo fue identificar genes de Ensifer aridi
LEMA451 implicados en la tolerancia la salinidad, y evaluar mutantes de estos genes en

plantas de frijol comun.

El tipo de investigacion de este trabajo fue experimental, cuantitativa, explicativa y
longitudinal. Una parte de los experimentos se realizaron en la Unité Mixte de Reserche-
Laboratoire des Symbioses Tropicales et Meéditerranéennes-Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (UMR-LSTM-CIRAD),
Francia y la otra, en el laboratorio de Ecologia Molecular del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autdnoma
de Puebla (CICM-ICUAP-BUAP).
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CAPITULO 1

1.1. Antecedentes

1.1.1. Antecedentes generales

El género Ensifer pertenece a la familia Rhizobiaceae, que a su vez, forma parte de la
clase alfaproteobacteria, e incluye a un nimero creciente de especies definidas. Estas
bacterias son bacilos, gramnegativas, de rapido crecimiento, mdviles, y producen
exopolisacaridos (EPS); son capaces de establecer simbiosis con varias leguminosas. Su
rango de hospedero varia mucho dependiendo del conjunto de genes simbioticos presente en

el microsimbionte, que, generalmente se encuentra en grandes plasmidos llamados pSym.

Estudios recientes basados en andlisis de secuencia de locus multiples (MLSA) han
demostrado una gran proximidad entre cepas de Ensifer aisladas de especies de Tephrosia,
que crecen en los suelos alcalinos en el desierto indio de Thar (Tak et al., 2016) con los
aislados de Phaseolus filiformis recolectados en Baja California Sur en México (Rocha et al.,
2019) y de Acacia sp. del desierto de Merzouga en Marruecos (Sakrouhi et al., 2016). El
método de analisis de secuencias multilocus (MLSA) consiste en el analisis de varios genes
de mantenimiento conservados y dispersos en al menos 100 kb del genoma, gracias a ello, se
han logrado definiciones exitosas de grupos filogenéticos de rizobia (Menna et al., 2009;
Moulin et al., 2004; Cooper y Feil, 2004).

Los estudios sobre la interaccidn rizobia-leguminosa han demostrado que la tolerancia
a la salinidad de la simbiosis, depende directamente de la halotolerancia que posea la planta
(Craig et al., 1991; Soussi et al., 1999).

Para comprender la capacidad de rizobia de resistir la salinidad, han sido identificados
cambios inducidos de proteinas individuales debidos al estrés (Natarajan et al. 1996) bajo el
supuesto de que la adaptacion a esta tension es el resultado de alteraciones en la expresion

génica. Una de las consecuencias del estrés salino mas reportadas a la fecha, ha sido la
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incapacidad de rizobia para infectar las raices y formar nédulos efectivos, asi mismo, una de
las explicaciones mas denotadas de esta manifestacion han sido los cambios en los
lipopolisacéridos (LPS) (Lloret et al., 1995) y exopolisacaridos (Lloret et al., 1998; Zahran,
1992; Zahran, 1999) ya que, como componentes importantes de la pared celular externa de
las bacterias gramnegativas, desempefian un papel importante en la adaptacion de las
bacterias al ambiente (Tao et al., 1992) y como factor de adherencia a los pelos radiculares.

Diversos estudios han reportado que la salinidad afecta directamente al desarrollo y
rendimiento de los cultivos de Phaseolus vulgaris, y que estos efectos presentan leves
diferencias entre variedades de frijol (Campo et al., 2011; Kaymakanova, 2014) y entre los
diferentes estadios de desarrollo de la planta (Kinfemichael, 2011, Can-Chulim et al., 2017).
Por ello es que ademas, el estrés salino limita considerablemente la fijacion bioldgica de
nitrogeno (FBN) y por lo tanto, también el rendimiento de los cultivos de leguminosas
(Zahran 1997; Laranjo y Oliveira, 2011).

Multiples efectos han sido reportados como resultado del estrés salino, en planta, en
rizobia y en la simbiosis que estos dos establecen. Entre ellos se encuentran la disminucién
del tamafio de la planta, de la cantidad de pelos radiculares, nimero de nddulos y eficacia de
los mismos (nédulos blancos), cantidad de rizobia en el hilo de infeccidn, rizado pobre de los
pelos radiculares (se suprime el “cayado del pastor”). En bacteria se ha descrito la
acumulacion de osmolitos (como osmoprotectores), cambios en morfologia y tamafio celular
o modificaciones en los patrones de LPS y EPS (Tu, 1981; Zahran y Sprent, 1986; Delgado
et al., 1994; Soussi et al., 1999; Bruning y Rozema, 2013). A nivel molecular también se han
referido y detallado diversos genes de rizobia involucrados en la respuesta al estrés salino,
entre algunos de ellos podemos mencionar ntrY, dnaJ, nifS, omp10, relA, nuoL, beta, B, S,
C, 1y T, phA2, noed, kup, alaS, acdS (QDsteras, 1998; Boscari et al., 2002; Nogales et al.,
2002; Payakapong et al., 2006; Wei et al., 2007; Glick, 2014).

Dogra y colaboradores (2013) denotaron la generacién de cinco mutantes, de
Mesorhizobium ciceri Cal81, por transposicion con Tn5 incapaces de sobrevivir en presencia

de 0.1 M de NaCl. Una de ellas presentaba una disrupcion en el gen de un transportador tipo
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ABC. Diversos autores han comunicado la relacion directa entre los transportadores de tipo
ABC con la tolerancia a salinidad en bacterias rizobiales, se ha propuesto que podria
representar una estrategia adaptativa potencial en estas bacterias ya que este tipo de transporte
estan relacionados con la captacion de nutrientes y osmoproteccién celular (Fox et al., 2006;
Dong et al., 2017; Fox et al., 2008).

1.1.2. Antecedentes directos

Este proyecto se inicio aislando rizobia procedentes de plantas de Phaseolus filiformis
que fueron colectadas de la playa Guadalupe, localizada en la bahia Santa Maria de la region
de Los Cabos en Baja California sur, Mexico. A partir de dicho aislamiento, se procedio a la
formacién de una coleccion de cepas, la cual, hoy en dia, se encuentra resguardada en el
cepario del Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones
microbioldgicas, perteneciente al Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad

Autonoma de Puebla.

Cuéllar-Sanchez (2011), identificé y comprobd el género bacteriano de estas cepas
mediante la amplificacion y andlisis del gen 16S rRNA, obteniendo como resultado que estas
cepas pertenecian al género Sinorhizobium (Ensifer). Posteriormente, para determinar y
evaluar la diversidad genética de la coleccion, llevo a cabo un Andlisis de Restriccion de
DNA Ribosomal Amplificado (ARDRA) mediante cortes del gen generados por las enzimas
Cfol, Hinfl, Nhel y Alul; asi mismo, realiz6 una Amplificacion por PCR de elementos
palindrémicos extragenicos repetitivos (REP-PCR). Combinando los resultados obtenidos
con estos dos procesos, logro identificar diez perfiles genéticos diferentes. Ella emple6 estos
perfiles para seleccionar las cepas con las cuales realizaria un ensayo tipo invernadero para
probar su capacidad de infeccion y efectividad, para ello, empleé plantas de diferentes
variedades de frijol coman (pinto, peruano y negro Jamapa). También evalu6 su potencial
biofertilizante mediante la cuantificacion de peso seco, longitud de raices y partes aéreas de
planta, peso seco y nimero de nddulos y, con la misma finalidad, llevé a cabo el célculo de
la actividad reductora de acetileno (ARA). Como resultado destacable de estos ensayos en

plantas, fue que las cepas nodularon Phaseolus vulgaris. Esto resulta relevante debido a que
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el género Ensifer no habia sido reportado como el nodulante habitual de esta leguminosa,
salvo en algunos casos (Herrera-Cervera, 1999; Valverde et al., 2003 y Parker, 2002).

Posterior a los estudios que Cuéllar-Sanchez hizo, Rocha (2012), probé diferentes
fuentes de carbono para determinar cuéantas y cuéles de ellas eran metabolizadas por las cepas
de la coleccion, concluyé que L-arabinosa, D-ribosa, D-maltosa, D-lactosa, D-manitol,
Metil-bD-xilanopiranésido y 5-cetogluconato potéasico, habian sido utilizados por todas las
cepas analizadas. También realiz6 un andlisis de secuencias Multilocus (MLSA), empleando
para esto fragmentos de los genes housekeeping atpD, dnakK, ginll, gyrB, recA y rpoB. Los
resultados generados por este analisis, sugirieron que probablemente se trataba de una especie
de Ensifer, antes no descrita. De la coleccion, evalué de manera cualitativa, su capacidad de
crecer bajo estrés salino, ensayando con medios YMA adicionados con diferentes
concentraciones de NaCl (0.02, 0.1, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 M). Identificé a las cepas LEM456,
LEM466, LEM465 y LEM451 como aquellas que mostraron mayor tolerancia y persistencia
ante la salinidad aunque en todos los casos, también reportdé cambios en la morfologia
colonial respecto a la disminucion de la produccion de exopolisacrarido. Con estas cepas,
llevé a cabo un ensayo tipo invernadero en plantas de Phaseolus vulgaris variedad negro
Jamapa. Sometio a estrés salino, no solo a las rizobia, sino también a las plantas de Phaseolus,
utilizando para ello, tratamientos salinos en concentraciones de 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 M de NaCl.
El resultado producido de este ensayo, fue que las plantas inoculadas con la cepa Ensifer sp.
(Phaseolus filiformis) LEM451 presentaron una ligera mayor viabilidad que aquellas que
habian sido inoculadas con las demas cepas seleccionadas, esto lo determind mediante la
evaluacion de parametros como peso seco y longitud de partes aéreas asi como la

cuantificacion y peso seco de nddulos.

Finalmente, Medina (2014), realiz6 un MLSA con los fragmentos de los genes thrC,
glnA y el gen 16S rRNA. De su analisis, concluyé que la cepa LEM456 pertenecia la especie
meliloti y que el resto de ellas nuevamente, se agrupaban en un clister perteneciente a una
especie que hasta entonces tampoco se habia descrito, y que Le Quéré y colaboradores (2017)
designaron como Ensifer aridi. Evalu6 la capacidad de las cepas de la coleccion de crecer y
persistir bajo diferentes condiciones de salinidad (0.01, 0.05, 0.1, 0.15 y 0.2 M de NaCl),
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temperatura (28, 32, 37 y 40°C) y potencial de hidrégeno (5.3, 6.8, 8.3 y 9.5); concluyo que
con todas las condiciones de salinidad y temperatura que probo, todas las cepas evaluadas
fueron capaces de crecer sin ningin problema; sin embargo, con respecto a las condiciones
de pH, determind que el pH bésico en el medio redujo el tiempo de generacién de las cepas
de estudio y modifico la morfologia colonial produciendo una mayor cantidad de
exopolisacéarido. De igual manera, el pH &cido (5.3) inhibié el crecimiento de las cepas
LEMA457, LEM459, LEM465 y LEM466 y redujo la produccion de exopolisacarido de las
cepas restantes. En el mismo proyecto realiz6 pruebas en plantulas de frijol comin variedad
negro Jamapa (en tubo) sometiéndolas a estrés salino en concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1,
0.15, 0.2 M de NacCl, concluyé que las plantas inoculadas con las cepas de interés, lograron
sobrevivir por un lapso de 28 dias creciendo en condiciones salinas con una concentracion
de NaCl de hasta 0.05 M y que unicamente obtuvo nddulos de las plantas que fueron
sometieron a la concentracion de 0.01 M.

1.2 Justificacion

Desde hace mas de una década, el interés de muchos investigadores se ha ido
centrando hacia el estudio y analisis de bacterias rizobiales con la intencion de generar
propuestas novedosas que resulten como alternativas a los problemas que aquejan a los

cultivos.

La razén fundamental por la que se investiga como solucionar las dificultades que
muestra la agricultura en nuestros dias, es que las necesidades de alimentacion de la
poblacion mundial incrementan afio tras afio y la satisfaccion de esta demanda alimenticia

cada vez se vislumbra mas lejana.

Los problemas que exhiben actualmente los suelos destinados para el cultivo, son
diversos: presencia de metales pesados, erosidn, anegacion, variaciones del pH del suelo,
eutrofizacion, sodicidad, salinidad, etcétera. Esta Ultima representa la causa que més afecta a
la degradacion del suelo y al rendimiento de los cultivos en distintas partes del mundo (Zhu,

2001). La presencia de las sales afecta la asimilacion de nutrientes por las plantas y la
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actividad microbiana del suelo. En México, el problema de la salinidad se presenta
principalmente en las zonas &ridas y semiaridas con riego, y a lo largo de las costas. Segun
el informe nacional del programa para la recuperacion de suelos promovido por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) en
conjunto con la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SAGARPA) (FAO vy
SAGARPA, 2000), la zona del territorio mexicano mas afectado por este problema es la
region noroeste, que comprende los estados de Baja California norte, Baja California sur,
Chihuahua, Durango, Sinaloa y Sonora.

En condiciones de estrés salino, el uso de bacterias con potencial para inducir la
nodulacién y fijacion de nitrogeno en las leguminosas ha sido objeto de estudio como una
opcion a las dificultades e inconvenientes que se presentan en este tipo de plantas, en
bacterias rizobiales pero sobre todo, en la interaccidn que estos dos establecen y que significa
un rol determinante en el desarrollo y rendimiento de las cosechas. Para conseguir lo anterior,
ha resultado imprescindible el aislamiento, identificacion y caracterizacion de rizobia nativas

de regiones que presentan problemas de salinidad de sus suelos agricolas.

La meta de este proyecto es contribuir con el conocimiento y desarrollo de esta area
de investigacion microbiologica mediante la identificacion de determinantes genéticos
relacionados directa o indirectamente con la tolerancia al estrés salino en rizobia y en
interaccidn con frijol coman, bajo estas condiciones.
1.3.0bjetivo general

Describir a Ensifer aridi, como una nueva especie de rizobia tolerante a la salinidad

y a altas temperaturas aisladas de la leguminosa silvestre Phaseolus filiformis: Estudio de los

determinantes genéticos de halotolerancia.

1.3.1. Objetivos particulares
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Identificar, clasificar y confirmar la filogenia de las cepas de Ensifer sp. LEM como
pertenecientes a la especie aridi, a través del MLSA de nueve marcadores
moleculares (16sSRNA, atpD, dnakK, gInA, ginll, gyrB, recA, rpoB y thrC) mediante

la concatenacion de dichas secuencias.

Realizar el andlisis filogenético de los genes de fijacion de nitrégeno (nifH) y de

nodulacion (nodC) de las cepas de Ensifer sp. LEM.

Estimar y definir el rango de hospedero de las cepas aisladas de Ensifer aridi.

Identificar y caracterizar genes que le confieren a la cepa Ensifer aridi LEM451 la

capacidad de tolerar el estrés salino.

Evaluar el efecto que desempefian estos genes in vitro e in planta, en condiciones de

salinidad y de no salinidad.

Analizar y describir la importancia de los genes identificados en la cepa Ensifer aridi
LEMA451, vinculados a su halotolerancia y en su relacion con la promocion del
crecimiento y mantenimiento de Phaseolus vulgaris en condiciones normales y de

salinidad.
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CAPITULO 2

2.1. Leguminosas

La palabra "leguminosa™ se deriva de la palabra latina legumen, que significa
semillas cosechadas en vainas (Kingman, 1991). También son conocidas como legumbres y
como fabaceas. Es la tercera familia mas grande plantas faner6gamas. Todos los miembros
de esta gran familia de plantas comparten la caracteristica de producir vainas, pero sus habitos
de crecimiento pueden variar desde ser plantas herbaceas pequefias, arboles, matorrales o
arbustos. Es cosmopolita y se han descrito aproximadamente 750 géneros (en los que se
incluyen alrededor de 19,400 especies) que se encuentran agrupados en 40 tribus). Se
subdivide en tres subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae (Judd et al.,
2002).

Como se menciond anteriormente, aunque se encuentra distribuida por todo el
mundo, los géneros lefiosos en su mayoria se encuentran en el hemisferio sur y los tropicos,
mientras que los géneros herbaceos estan principalmente presentes en las regiones templadas

y son muy numerosos en zonas de clima mediterraneo.

Poseen tallos erectos, trepadores o trenzados. A veces presentan zarcillos o
vellosidades espinosas. Tienen hojas generalmente compuestas y en algunas ocasiones
pinnadas o bipinnadas, con menor frecuencia, palmeadas y trifolioladas. Pueden o no
presentar peciolos. Las estipulas pueden estar ausentes o presentes, en cuyo caso pueden
convertirse en espinas. Las flores son bisexuales, rara vez unisexuales, actinomorfas o
zigomorfas. Principalmente en racimos, espigas o paniculas. Las bracteas a menudo estan
presentes. Los sépalos son cinco, libres o connados, generalmente desiguales. Los pétalos
suelen mostrarse con sépalos, a menudo, altamente diferenciados en corola papilionacea,
pétalo superior (estandar) mas exterior, con dos pétalos laterales (alas) paralelos entre si
(Beyra y Reyes, 2004; Zhenghao y Meihua, 2017).
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Figura 2. Tipos de inflorescencias que pueden presentarse en algunas leguminosas. (Recuperado de:

https://www.unavarra.es/herbario/leguminosas/htm/inflorescencia_L.htm).

En su mayoria tienen diez estambres, a veces menos 0 mas, libres 0 como mono o
diadelfos. Las semillas de las leguminosas suelen ser exalbuminosas, a veces con estrofiolo.

Los cotiledones son grandes y carnosos (Zhenghao y Meihua, 2017).

2.1.1. Usos de las leguminosas.

Las legumbres representan una de las fuentes de alimento y nutrientes mas
importantes del mundo, especialmente en los paises en desarrollo. Han sido consumidas por
los humanos desde la practica mas temprana de la agricultura. Sus usos a lo largo de la
historia, han sido muy diversos debido a sus diferentes propiedades como medicinales,
culturales o nutricionales (Phillips, 1993). No solo se han empleado las semillas sino las
demas partes de la planta como hojas, brotes, vainas y tubérculos inmaduros, (Aykroyd et
al., 1982).

También se obtienen diferentes productos, como ceras, alcoholes, acidos organicos y

tintes, algunas de ellas se emplean como ornamentales, e incluso algunas se utilizan con fines

de biorremediacion y proteccion del suelo (Llamas y Acedo, 2016).
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2.1.1.1. Alimento.

Para este fin, generalmente se usan especies cuya utilidad primaria se basa en las
semillas mas que en ninguna otra parte de la planta, aunque en el caso de algunas de ellas,
también se pueden emplear los tallos, las hojas, las raices o incluso las flores. Su empleo esta
dirigido, principalmente, a la alimentacion humana debido a su alto contenido proteico, no
obstante, también se ha reportado que son fuente importante de vitaminas y minerales
(Castrejon et al., 2017) como B1 y hierro. Entre estas leguminosas podemos mencionar al
frijol (Phaseolus vulgaris), la soya (Glycine max), el regaliz (Glycyrrhiza glabra), el
cacahuate (Arachis hypogaea), el tamarindo (Tamarindus indica), la lenteja (Lens culinaris),
los gandules (Cajanus cajan), el garbanzo (Cicer arietinum), el ayocote (Phaseolus
coccineus), el jinicuil (Inga edulis), el mezquite (Prosopis glandulosa), el guaje rojo
(Leucaena leucocephala), mimosa (Acacia dealbata), el chicharo (Pisum sativum), el
algarrobo (Ceratonia siliqua), el colorin (Erythrina coralloides), etcétera.

Figura 3. Leguminosas con importancia alimenticia (Recuperado de:

https://mww.muyinteresante.es/salud/sexualidad/articulo/el-regaliz-puede-reducir-la-fertilidad-
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731479203364, http://hablemosdealimentos.com/c-legumbres/el-cacahuate/,
https://www.instazu.com/tag/Jinicuil, https://ecocosas.com/plantas-medicinales/algarroba-propiedades/,
http://recetariomundial.blogspot.com/2011/03/guandules-con-coco.html,
https://www.mexicodesconocido.com.mx/arbol-colorin.html, https://www.gob.mx/agricultura/articulos/el-

tamarindo-en-mexico-186350).

2.1.1.2. Forraje.

Entre las especies de leguminosas que se usan para este fin, se pueden mencionar a
la “campanita morada” (Clitoria ternatea), alfalfa (Medicago sativa), zapatitos de la virgen
(Lotus corniculatus), alberja (Vicia sativa), mezquite (Prosopis glandulosa), cratilia
(Cratylia argentea), desmantus (Mimosa virgalia), cacahuananche (Gliricidia sepium),

guaje (Leucaena leucocephala), guamuchil (Pithecellobium dulce), etcétera.

De estas leguminosas, se utilizan partes de la planta distintas a las semillas,
principalmente hojas y tallos, para la alimentacion animal. Las leguminosas forrajeras, por
si solas o en cultivos mixtos con gramineas, resultan de gran interés en la alimentacion de
ganados bovino, caprino, equino, ovino, entre otros debido a su alto contenido proteico
(Castrejon et al., 2017).

Figura 4. Algunas leguminosas forrajeras (Recuperado de: http://pza.sanbi.org/clitoria-ternatea-var-ternatea,

https://tuequus.com/es/equinopedia/alfalfa).
2.1.1.3. Ornamento.

Debido a la gran diversidad de esta familia, contiene especies herbaceas hasta

arbdreas con una gran variedad morfoldgica y floristica, razones por las cuales muchas de
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ellas son empleadas con fines, como por ejemplo: vergonzosa (Mimosa pudica), langosta
erizada (Robinia hispida), gayomba (Spartium junceum), cesalpinia (Caesalpinia gilliesii),
colorin (Erythrina coralloides), framboyan (Delonix regia), pata de vaca (Bauhinia
purpurea), ébano (Ebenopsis ebano), etcétera (Trigo y Garcia, 1990).

2.1.1.4. Medicinal.

A ciertas leguminosas se les han atribuido propiedades medicinales, para este fin se
ha descrito el uso de practicamente, todas las partes de la planta. Algunos de ellas y sus

usos se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Usos medicinales de algunas leguminosas

Leguminosa Parte utilizada Uso Origen Referencia
Arachis hypogaea Semilla Dietético, Sudamérica Hurrel et
afecciones de piel al., 2011
Tamarindus indica  Semillas Ligero laxante Africa Hurrel et
al., 2011
Prosopis nigra Fruto Asma, Sudamérica Marzocca,
conjuntivitis 2001.
Glycyrrhiza glabra  Raices Expectorante, Mediterraneo Lopez,
antiinflamatorio, 2008;
antiulcerante Hurrell et
al., 2011.
Haematoxylon Tallo Antiulcerante, Centro y  Del Campo
campechianum antidiarréico sudameérica y Mantilla,
2013.
Genista tinctoria Ramas (de la Purgante, Norteamérica Walter,
floracion) diurético, 1941.

vasoconstrictor

2.1.1.5. Otros usos.

A la fecha, diversas leguminosas son empleadas con otros fines diferentes de los
mencionados anteriormente, han sido empleadas en la industria cosmética, textil, como
colorantes, como insumo para la fabricacién de muebles, produccion de gomas, meliferas,

productoras de goma, para el tratamiento de aguas residuales, etcétera. Entre algunas
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leguminosas que podemos citar son: palo de Campeche (Haematoxylon campechianum),
Genista tinctoria, soya (Glycine max), entre otras (Alcalde, 2007; Miranda, 2018).

2.2. Phaseolus

El género Phaseolus L., es originario del continente americano y se distribuye en el
sureste de Canada, este y suroeste de Estados Unidos, México, Centroamérica, Antillas y
Sudamérica, principalmente en la region andina hasta el norte de Argentina. Phaseolus es un
género que posee nueve grupos filogenéticos (Delgado-Salinas et al., 1999; Freytag y
Debouck 2002) cuenta con méas de 60 especies silvestres, de las cuales en Meéxico se
encuentran alrededor del 83%, de estas, 34 son endémicas. Los estados con mayor riqueza
de especies son Oaxaca y Jalisco. Este género incluye cinco especies domesticadas que
originalmente han sido cultivadas en México y en la region de los Andes (Gepts 1998;
Delgado-Salinas et al. 1999; Gepts et al. 1999): P. vulgaris (frijol coman), P. lunatus (frijol
lima), P. acutifolius (frijol tépari), P. coccineus spp. coccineus (frijol ayocote) y P. dumosus

(P. polyanthus, P. coccineus spp. darwinianus) (Freytag y Debouck, 2002).

20| Pagina



Tabla 2. Usos comunes de algunas especies domesticadas de Phaseolus (adaptado de Perales y Aguirre, 2008.
Recuperado de: https://www.biodiversidad.gob.mx/pais/pdf/CapNatMex/\VVol%201/118_Biodivhum.pdf)

Especie Nombre Uso Uso Uso Otros usos Origen
comun comestible  forrajero medicinal
P. acutifolius  Tépariy Semilla Noroccidente
escumite de México y

suroeste de
Estados Unidos

P. coccineus  Ayocote, Raiz, follaje, Follajey Raizy Ornamental ~ México
patolas, flor, frutoy fruto hojas
tecomari 'y semilla
frijoldn
P. lunatus Frijol Semilla Follaje Sur de México
navajita, y Guatemala
frijol lima,
ib,
ixtapacal,
chilipuca,
pallares y
comba

P. polyanthus  Gordo, Semilla Follaje y Mesoamérica y
acalete, fruto laregion
ibes, cubd, Andina
frijol toda la
vida, piloy,

piloya,
pilillo

P. vulgaris Frijol, Semilla Follaje Colorante Mesoameérica y
garden bean, laregion
kidney bean, Andina
fiunas y
porotos

Las especies de Phaseolus son herbaceas volubles, generalmente crecen en espacios
abiertos, algunas son enredaderas o bien estan postradas sobre sobre el suelo. Muchas
especies resultan ser muy vistosas debido a sus inflorescencias; en muchos casos presentan
numerosas flores de colores que van del violaceo, rosa, blanco al rojo, incluso en algunos
casos son de tonos amarillos. En México, se pueden encontrar desde el nivel del mar hasta
los 3,000 m de altitud. Sin embargo, es en los bosques tropicales subhimedos y en los
templados de pino, encino 0 mixtos de encino y pino donde son mas frecuentes. La mayoria

de ellas se desarrollan en suelos con buen drenaje, donde anclan sus raices, lo que les permite
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vivir por varios afios en asociacion con bacterias fijadoras de nitrdgeno y microsimbiontes
(rizobia). Sus frutos o vainas pueden contener desde una hasta aproximadamente veinte
semillas, las cuales comunmente son expulsadas a varios metros de distancia al abrirse y

separarse violentamente sus valvas (Delgado-Salinas et al., 1999).

Se ha observado que diferentes especies pueden habitar en un mismo tipo de
comunidad vegetal y es frecuente que varias de ellas coincidan en una misma zona. Esto
propicia una competencia entre congéneres por los nutrientes y los polinizadores, ademas
genera las posibilidades de que varias especies de frijol silvestre corran riesgos simultaneos

ante disturbios naturales o provocados en una region determinada.

La distribucion entre especies de Phaseolus es muy diversa, ya que algunas especies
estan distribuidas de manera extensa mientras que otras se encuentran restringidas en ciertas
localidades puntuales. Un ejemplo que ha mostrado las consecuencias de estas restricciones
en el caso de Phaseolus leptophyllus, fue colectada por primera vez en el siglo XVIII en las
montafias cercanas a Chilpancingo, Guerrero, puede ser considerada probablemente extinta,
ya gque no ha sido encontrada otra vez, a pesar de varias busquedas en esa region (Freytag y
Debouck, 2002). Contrariamente a lo que se cree, la diversidad de las especies silvestres de
Phaseolus se encuentra amenazada debido a la destruccion de sus habitats, principalmente
por la erosion del suelo, lo que provoca la disminucion de materia organica en él asi como la
cantidad de bacterias fijadoras de nitrégeno y microsimbiontes, sin dejar de mencionar a la
destruccion de polinizadores potenciales y la presencia de plantas invasoras y plagas
(Delgado-Salinas et al., 1999).

El género Phaseolus tiene una historia taxondmica y nomenclatural compleja,
incluye especies leguminosas de alta importancia a nivel mundial desde el punto de vista
alimenticio, son capaces de desarrollarse y proliferar en una variedad amplia de condiciones
ambientales: desde los 52° latitud norte, hasta los 32° de latitud sur; en los tropicos himedo

y semiarido, e incluso en regiones con clima frio (Schoonhoven y Voysest, 1991).
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2.2.1. Phaseolus vulgaris.

Mejor conocido como frijol. México se ha reconocido como el més probable centro
de su origen, o al menos, como el centro primario de diversificacion. El cultivo del frijol se
considera uno de los mas antiguos. Algunos de los hallazgos arqueoldgicos en México y
Sudamérica indican que se conocia hace algunos 5000 afios antes de Cristo (Gepts y
Debouck, 1991).

Es una hierba de vida corta, puede ser enredadera o bien erecta en forma de pequefios
arbustos con pequefias vellosidades. La planta de frijol comun es muy ramificada. Las ramas
principales pueden tener a su vez ramas laterales; lo anterior multiplica los lugares
potenciales de floracion. Cada uno de los nudos del tallo posee una hoja trifoliada a
excepcion del nudo cotiledonar y el nudo de las hojas primarias. En las ramas los dos
primeros nudos (dificilmente diferenciables) poseen una estructura folidcea de forma
triangular denominada préfilo. El tercer nudo presenta una hoja trifoliada del tipo normal
(Debouck e Hidalgo, 1985).
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Figura 5. llustracién de Phaseolus vulgaris (Recuperado de: https://www.gettyimages.es/ilustraciones/frijol-
colorado?sort=mostpopular&mediatype=illustration&phrase=frijol%20colorado&license=rf,rm&page=1&rec

ency=anydate&suppressfamilycorrection=true).

Las hojas del frijol son de dos tipos: simples y compuestas. Estan insertadas en 10s
nudos del tallo y 1as ramas. En dichos nudos siempre se encuentran estipulas que constituyen
un caracter importante en la sistematica de las leguminosas. La longitud que pueden alcanzar
va desde los 40 cm hasta 3 m de largo, en el caso de las enredaderas. En la base de las hojas
sobre el tallo se presenta un par de hojillas (llamadas estipulas), estriadas, las hojas son
alternas, pecioladas, y trifoliadas, ovaladas o rombicas, con le dpice agudo; en la base de cada
foliolo se encuentra un par de estipelas. Poseen pocas flores dispuestas sobre pedinculos mas
cortos que las hojas, ubicados en las axilas de las hojas; las flores acomparfiadas por bracteas
estriadas. Su céliz es un tubo campanulado que hacia el apice se divide en cinco l6bulos, dos

de los cuales se encuentran parcialmente unidos; la corola generalmente es de color rosa-
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purpura a blanquecina o blanca, se compone de cinco pétalos desiguales, el mas externo es
el més ancho y vistoso, llamado estandarte, en seguida se ubica un par de pétalos laterales
similares entre si, llamados alas y por ultimo los dos mas internos, también similares entre si
y generalmente fusionados forman una quilla que presenta el pice largo y torcido en espiral
y que envuelve a los estambres y al ovario; diez estambres, los filamentos de nueve estan
unidos y uno libre; ovario angosto, con un estilo largo y delgado, con pelos hacia el &pice,
terminado en un estigma pequefio. El fruto es una vaina con dos valvas, las cuales provienen
del ovario comprimido. Puesto que el fruto es una vaina, esta especie se clasifica como
leguminosa. Dos suturas aparecen en la union de las dos valvas: una es la sutura dorsal,
Ilamada placental; la otra sutura se denomina sutura ventral. Sus vainas son lineares y pueden
medir hasta 20 cm de largo, a veces cubiertos de pelillos, dentro contiene semillas globosas
y variables (Debouck e Hidalgo, 1985).

2.2.2. Phaseolus filiformis.
Algunos de los nombres comunes que describen a esta planta son slimjim, frijol de

Wright, frijol de tallo delgado o haba de Wright. Es nativa del suroeste de Estados Unidos de

Norteamérica y del norte de México.

Figura 6. Phaseolus filiformis (Recuperado de: http://swbiodiversity.org/seinet/taxa/index.php?taxon=1623).
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Se ha descrito como una leguminosa herbdcea y ruderal, rastrera y trenzada;
perenne y de vida corta. Su raiz es delgada y su tallo es cilindrico o en &ngulo, posee muchas
ramas; en la base a menudo son opuestas. Sus hojas son anchas ovaladas-triangulares,
lobuladas y generalmente presenta foliolos de 1 a 5 cm. Presenta flores enracimadas, de
aproximadamente 1 cm, son de color rosa-purpura; su temporada de floracion generalmente
es de octubre a diciembre. Su fruto es de aproximadamente 2.5-3.5 de largo, oblongo,
curvado, colgante y glabro. Sus semillas poseen una cubierta rugosa, con flores de menos de
1.3 cm de largo, oblonga a reniforme (Baldwin et al., 2012).
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Figura 7. llustracion de Phaseolus filiformis (Delgado-Salinas et al., 2006).

Esta estrechamente relacionado con Phaseolus vulgaris y Phaseolus lunatus

(Delgado-Salinas et al., 2006). Se trata de una especie naturalmente tolerante a la salinidad,
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desde la germinacion y el desarrollo total de la planta; adaptada a ambientes arido y semiérido
ademas de que tiene el potencial de tolerar la sequia y las heladas (Bayuelo-Jiménez et al.,
2002).

2.3. Rizobia

Este término, en el sentido estricto de la palabra, corresponde al plural de rhizobium
(riza=raiz y bios=vida), y concierne de manera general a un grupo de bacterias que son
capaces de fijar biol6gicamente nitrogeno, mediante el establecimiento de una interaccion
simbidtica con leguminosas, y, que como resultado de esto producen nddulos en las raices de

las mismas.

La familia Rizobiaceae, pertenece al grupo de las rizobia, que, segun el manual de
Bergey, describe a esta familia como células bacilares sin endosporas (Jordan, 1984);
aerobias o anaerobias facultativas, Gram negativas, méviles (poseen uno o varios flagelos).
Su temperatura optima de crecimiento va desde los 24°C a 30°C, aunque algunas especies
pueden crecer a temperaturas mayores de 37°C, su pH éptimo de crecimiento es del rango de

4-7 (Kuykendall et al., 2005). Se pueden encontrar tanto en vida libre como en simbiosis.

La clasificacion de rizobia ha sufrido grandes cambios debido a los nuevos datos
filogenéticos y polifasicos que lleva a la descripcion de los nuevos taxones, aungque adn este
campo sigue en expansion pues cada vez mas y mas rizobia se aislan y caracterizan,
especialmente de las zonas tropicales y mediterraneas, donde la diversidad ain esta mal
documentada. A principios de la década de los 80’s, todas las rizobia habian sido clasificadas
en un género unico Rhizobium, e incluia seis especies R. leguminosarum, R. meliloti, R.
trifolii, R. phaseoli, R. lupini y R. japonicum. Esta taxonomia coincidié con los grupos de
interinoculacion, definidos como el conjunto de plantas hospedadoras noduladas por las
mismas cepas bacterianas. Los géneros Rhizobium, Agrobacterium y Phyllobacterium se
agruparon en la familia Rizobiaceae a lo largo de muchos afios, debido principalmente, a su
caracteristica funcional comun de inducir la proliferacion celular en las plantas. Basados en

secuencias de ADN ribosomal 16S, los simbiontes de leguminosas se pueden clasificar en

27| Pagina



tres ramas filogenéticas principales separadas: Rhizobium, Azorhizobium y Bradyrhizobium
(Young, J. P. W., 1996, Zakhia y De Lajudie, 2001).

Actualmente, posee géneros que se encuentran dentro de las clases alfa-
proteobacterias que incluye a los géneros Agrobacterium, Allorhizobium, Aminobacter,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, Microvirga,
Neorhizobium,  Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, Ensifer
(Sinorhizobium) (Mousavi et al., 2014). Y de las beta-proteobacterias que incluye a los
géneros Burkholderia (Moulin et al., 2001), Cupriavidus (Ralstonia) (Chen et al. 2001;
Vandamme y Conye 2004) y Herbaspirillum (Valverde et al., 2003).

2.3.1. Ensifer.

Casida (1982) describi6 por primera vez a este género, determinando las
caracteristicas de una cepa a la que nombré Ensifer adhaerans, especifico que eran colonias

menos viscosas, mas pequefias y ligeramente mas blancas que las generadas por Rhizobium.

En 1988, Chen y colaboradores, renombraron a este género como Sinorhizobium,
aludiendo a un género con caracteristicas similares a Rhizobium, esto hizo que a lo largo de
varios afios, Sinorhizobium fuera el nombre que se empleaba para designar a este grupo
bacteriano. Sin embargo, la Judicial Commission of the International Committee on
Systematics of Prokaryotes (2008) argumentaron que segun las Reglas del Cddigo
Bacteriologico (Lapage et al., 1992) indicaron que el principio de prioridad daba lugar a la
transferencia de los miembros del género Sinorhizobium al género Ensifer, ya que éste se

describi6 antes que el término Sinorhizobium.

Actualmente se han descrito 17 especies de este género: E. meliloti (Dangeard, 1926;
Jordan et al., 1984; Chen et al., 1988; de Lajudie et al., 1994; Young, 2003); E. fredii (Scholla
y Elkan, 1984; Chen et al., 1988; de Lajudie et al., 1994); E. xinjiangense (Chen et al., 1988);
E. saheli (de Lajudie et al., 1994); E. terangae (de Lajudie et al., 1994); E. medicae (Rome
et al., 1996); E. arboris (Nick et al., 1999); E. kostiense (Nick et al., 1999); E. kummerowiae

28| Pagina



(Wei et al., 2002); E. morelense (Wang et al., 2002); E. americanum (Toledo et al., 2003);
E. adhaerens (Casida, 1982; Young, 2003; Willems et al. 2003); E. mexicanus (Lloret et al.
2007); E. chiapanecum (Rincon-Rosales et al. 2009); E. garamanticus (Merabet et al., 2010);
E. numidicus (Merabet et al., 2010) y Ensifer aridi (Le Quéré et al., 2017).

2.3.2. Ensifer aridi.

La especie Ensifer aridi fue definida por Le Quéré y colaboradores (2017).
Reportaron que se trata de una especie que fue aislada de ambientes aridos y calidos de tres
continentes (Africa [Marruecos], Asia [India] y América [México]).

El tamafio de su genoma central es de 5.12 Mpb, mientras que su genoma accesorio
es de 1576 Kpb. Reportaron que posee una mayor proporcion de genes que son especificos
de cepas aisladas de la misma region, esto sugiere que hubieron adquirido genes accesorios
a nivel local. Encontraron una mayor proporcion de PEGs asignados a la clase M
(relacionados con la biosintesis membrana, pared celular y envoltura) y S (funciones
desconocidas). Mientras que las clase U (Trafico intracelular, secrecidn y transporte vesicula)
y las clases L (replicacion, recombinacion y reparacion), la proporcion fue minima La mayor
proporcion de genes de la clase M indica que E. aridi ha favorecido, este proceso celular que

puede representar un papel esencial para la viabilidad de esta especie en los desiertos.

Uno de los resultados del analisis gendmico comparativo que realizaron, indicaron
que un mddulo gendémico, que designaron como M00599 y que compararon con la KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), determinaron que se refiere a un sistema de
transporte tipo ABC de fosfato inositol, que esta relacionado con la utilizacion de compuestos
derivados de inositol fosforilados que se originan a partir de la degradacién de la planta, que
beneficia ain mas la aptitud bacteriana de supervivencia al proporcionar fuentes de carbono
y fosforo utilizables en la senescencia de planta/nédulo. Ademas, predijeron una myo-
inositol fosfato sintasa en todas las cepas de E. aridi (Le Quéré et al., 2017); este sistema de

transporte también participa en la osmotolerancia de los simbiontes (Das-Chatterjee et al.,
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2006) y contribuye a la adaptacion particular de esta nueva especie ante condiciones de estrés

ambientales como las que se encuentran en los biomas desérticos.

Ensifer aridi es una especie de rapido crecimiento, productora de &cido y tolerante a
altas concentraciones de NaCl, a altas temperaturas (hasta 48°C) y a pH alcalino (7.2-9.8)
(Rocha, 2012; Medina, 2014; Le Quéré et al., 2017).

A partir de las cepas con las que fue descrita la especie E. aridi, determinaron que es

capaz de nodular diversas especies de leguminosas (Vachellia, Senegalia y Prosopis).

Figura 8. Vainas de Senegalia (A), Vachellia (B), y Prosopis (C). (Recuperado de:
https://www.namibian.com.na/157118/archive-read/Meet-the-trees-of-Namibia--Acacia-Senegalia-Vachellia-

Why-the-name-change).

Una caracteristica mas reportada de Ensifer aridi, es su capacidad de utilizar una

amplia variedad de fuentes de carbono aunque no puede utilizar el xilitol (Le Quéré et al.,

2017) ni Metil-a.D-piranosido (Rocha, 2012).

2.4. Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN)
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El nitrgeno es el elemento mas abundante en la atmosfera terrestre, sin embargo,
también representa una fuente nutritiva imprescindible pero muy escasa para las plantas. Esto
se debe a que el N2 atmosférico es inerte y no utilizable para la mayoria de los seres vivos;
el N2 Unicamente se incorpora a los sistemas bioldgicos una vez que haya sido fijado, es
decir, que haya sido reducido por organismos fijadores o bien, combinado con ciertos

elementos como el hidrégeno o el oxigeno, en forma de nitrato o de amonio.

La FBN aporta la mayor parte del nitrdgeno fijado a los ecosistemas terrestres. La
fijacién mundial se ha estimado en aproximadamente 275 millones de toneladas de nitrégeno
al afio, de las cuales 30 millones se fijan mediante causas naturales como las descargas
eléctricas, erupciones volcanicas, etcétera. 70 millones son fijadas mediante el proceso de
Haber-Bosch, para el cual se requiere un gran gasto de energia que procede de la industria
petrolera, y 175 millones se fijan a través de la FBN. De estos 175 millones, 35 son fijados
por microorganismos fijadores en vida libre y 140 millones se fijan gracias a la accion de

microorganismos simbioticos (De Felipe, 2006).

Unicamente algunos organismos procariotas poseen la capacidad de asimilar al nitrégeno
molecular. La fijacioén de nitrégeno es el proceso mediante el cual el nitrogeno atmosférico
pasa a sus formas combinadas, y son tres las vias por las cuales este proceso puede llevarse

a cabo:

a. Fijacidén espontanea. Proceso natural en el que descargas eléctricas de tormentas,
radiacién ultravioleta, rayos cosmicos, meteoritos, combustibles industriales e
incendios, entre otras causas, proporcionan momentaneamente la energia requerida
para originar éxidos de nitrogeno e incluso amoniaco, a partir de nitrégeno molecular

atmosférico, que eventualmente son arrastrados por el agua de lluvia al suelo.
b. Fijacion industrial quimica. Es cuando la produccion de amoniaco y fertilizantes

nitrogenados se genera por procesos industriales a partir del nitrégeno del aire
(Haber-Bosch).
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c. Fijacion biologica. Se refiere a la conversion de nitrdgeno atmosfeérico en amoniaco
realizada por microorganismos en vida libre o en asociacion con plantas, estos
microorganismos reciben por ello el nombre de diazétrofos (azoe: nitrogeno; trofos:
alimentacion), este proceso es posible gracias a la presencia de un sistema enzimatico
denominado nitrogenasa que se encuentra en estos microorganismos; los cuales no
constituyen un grupo taxonomico homogéneo, la Gnica caracteristica que comparten
es la presencia de la enzima nitrogenasa (Zehr et al., 1998). Este complejo enzimético
consta de dos componentes: el componente | que se caracteriza por tener un cofactor
de hierro y molibdeno (FeMoCo), también llamada ferromolibdoproteina o
dinitrogenasa y es sintetizada por los genes nifD y nifK (Olivares, 2006); y el
componente I, posee atomos de hierro acomplejados con el azufre de determinadas
proteinas, también llamada ferroproteina o dinitrogenasa reductasa y es sintetizada
por el gen nifH. La nitrogenasa es sumamente labil ante la presencia del oxigeno; de
hecho, para su purificacion se requieren condiciones anaerdbicas estrictas debido a
que el cofactor FeMoCo es irreversiblemente desnaturalizado y oxidado. Para
contrarrestar este efecto, una proteina llamada leghemoglobina (cuya sintesis también
es estimulada por los factores Nod) regula la presencia del oxigeno en el nédulo, lo
transporta a través de los tejidos vegetales, liberando el oxigeno suficiente para
mantener el proceso respiratorio de las bacterias (Brewin et al., 1992) y a su vez, evita
que tenga contacto con la nitrogensa (“paradoja del oxigeno”, Becana et al., 1995).
La FBN es un proceso que requiere un gasto considerable de energia, de ahi que su
biosintesis esté sometida a una estricta regulacion. Ha sido determinado que, bajo
condiciones de laboratorio, se requieren 16 moléculas de Mg-ATP y se produce
ademas una molécula de H: (Olivares, 2006) y cuya ecuacion global de esta reaccion

€s:

N2 + 8H" + 8"+ 16 Mg-ATP ———» 2NH3 + H> + 16Mg-ADP + 16Pi

Las bacterias que realizan dicho proceso comprenden organismos fototrofos, como
bacterias pertenecientes a la familia Rhodospirillaceae, Clorobiaceae y Cianobacteriae;

organismos quimioautétrofos, como bacterias de los géneros Thiobacillus, Xanthobacter y
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Desulfovibrio y organismos heterétrofos como las bacterias pertenecientes a la familia
Frankiaceae, al grupo Rizobiaceae y a los géneros Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella y
Clostridium (Sprent y Sprent, 1990). Gracias a la accién de estos microorganismos el empleo
de fertilizantes quimicos en suelo deja de ser la Unica opcion para enriquecerlo. En la mayoria
de estas asociaciones estard limitada por condiciones ambientales desfavorables (sequia,
salinidad, baja fertilidad del suelo, entre otros) (Neyra, 1995).

2.5. Interaccion rizobia-leguminosa: la nodulacién

En 1886 a partir de los trabajos de Jean Batiste Boussingault, de Hermann Hellriegel
y Hermann Wilfarth, se describié que la capacidad de las leguminosas para utilizar el N2 de
la atmosfera se debia a la presencia de “nudos” de la raiz inducidos por “fermentos”
localizados en el suelo. Este descubrimiento fue seguido rapidamente por el aislamiento por

Beijerinck de Rhizobium a partir del chicharo (Pisum sativum).

Una de las caracteristicas principales de los miembros de la familia Leguminosae es
su capacidad para establecer simbiosis con rizobia, como resultado de esta interaccion las
bacterias inducen en planta la formacion de un nuevo 6rgano llamado nédulo. Los nddulos
son estructuras especializadas donde se lleva a cabo la FBN que algunas familias de
angiospermas han desarrollado, principalmente en el cortex radicular y en tallo como es el
caso de Sesbania rostrata y Aeschynomene sp. La simbiosis produce un incremento del
contenido de nitrégeno del suelo, de la materia organica, de la estabilidad de los agregados
del suelo y del transporte de nitrogeno de los organismos fijadores a los no fijadores (Zahran,
1991).La interaccion entre rizobia y leguminosa inicia mediante el intercambio de sefiales

quimicas que producen ambos simbiontes.
El proceso de la formacion de los nddulos es el resultado de un protocolo entre la planta

y los rizobia, en el cual si alguno de los dos incumple con las condiciones establecidas, la

formacién del nédulo no seré lograda. Dicho protocolo puede resumirse en cuatro etapas:
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1.

Intercambio de sefiales de naturaleza quimica entre la planta y el microorganismo. La
planta exuda hacia la rizosfera compuestos flavonoides (moléculas de naturaleza
fendlica) cuya composicién puede variar dependiendo de la especie, y que ademas de
ser metabolizados, desencadenan una serie de respuestas especificas en los rizobia
circundantes apropiados (especificidad), algunos de estos flavonoides, provocan la
quimiotaxis activa de estas bacterias hacia la superficie radical (Sanchez et al., 1991;
Barbour et al., 1991) y estimulan también la produccién de oligémeros de N-acetil-
D-glucosamina acilados (Lloret y Martinez, 2005). Producen cambios
conformacionales en la proteina NodD. El complejo NodD-flavonoide se une a la
region situada delante de los genes de nodulacion y activa su transcripciéon. Como
consecuencia, la bacteria produce y secreta hacia el entorno factores de nodulacion
(LCOs) que van a desencadenar en la planta una serie de respuestas biologicas como
la despolarizacion, deformacion y curvatura de los pelos radiculares y el inicio de la
organogénesis nodular. Cada tipo de rizobia posee factores Nod caracteristicos
gracias a los cuales se les debe la especificidad o promiscuidad de la interaccion con
su hospedero. Las leguminosas tambien pueden ser especificas para un simbionte en
particular.
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Figura 9. Algunos de los flavonoides producidos por leguminosas. Arriba, izquierda, 5,7,3°,4’-

tetrahidroxiflavona; abajo, izquierda, 5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavanona (inductores); derecha, 5,7,4’-

trihidroxiisoflavona (inhibidor).

2. Activacion del ciclo celular en células corticales e iniciacion del nuevo érgano en la

planta. La presencia de los factores Nod en concentraciones del orden 10712 M es
suficiente para que en la planta se produzca la deformacion de los pelos radiculares

(Lerouge et al., 1990; Heidstra et al., 1994) pero se necesitan niveles mayores, del
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3.

orden de 107 a 10"° M para provocar la formacion de los pre-canales de infeccion, la
division de las células corticales y la induccién de genes implicados en las fases

previas a la nodulacion (Truchet et al., 1991).

vt x4 4‘-:
AT 3L
(a) (b)

(c) (d)

Figura 10. Induccidn de la deformacion de los pelos radiculares (Brewin, 2004).

Infeccion por parte de la bacteria, formacion del canal de infeccion e invasion de los
tejidos recién formados. La union de las bacterias a la superficie de la raiz es un paso
preliminar muy importante que precede a la invasion. Fibrillas de celulosa producidas
por la bacteria pueden ayudar a enredar a las rizobia en la superficie mucilaginosa de
laraiz. Los polisacaridos y proteinas producidos por las rizobia pueden jugar un papel
importante en la interaccion fisica entre la planta y la bacteria. Asi, mutantes que
carecen de exopolisacaridos (EPS) no invaden ni forman canales de infeccion (Gray
et al., 1990; Soto et al., 2006). Entre otras, el EPS podria enmascarar la superficie
bacteriana para evitar el desencadenamiento de una respuesta de defensa por parte de
la planta, encapsular a la bacteria contra el estrés fisioldgico que existe en el canal de
infeccidn, identificar a la bacteria ante el receptor de la planta adecuado. Ademas, la
presencia de un gel de naturaleza tan rigida puede servir a la bacteria como punto de
apoyo para entrar en el pelo aprovechando la presion que ejercen las sucesivas
divisiones de la bacteria. De este modo se origina una invaginacion de la membrana
del pelo por la cual las bacterias infectan a la planta formando asi los primordios del
canal de infeccion, estructura a través de la cual las bacterias van a discurrir por la
planta hasta llegar al nddulo. A lo largo de toda la luz del canal existe una matriz
glucoproteica cuyos componentes proceden tanto de la planta como de la bacteria
(Broughton et al., 2000, Brewin, 2004). Ya en el interior del canal, las bacterias
comienzan a dividirse en los espacios intercelulares hasta tener acceso a las células
corticales, y luego, a las células del meristemo (Brewin et al., 1992, Brewin, 2004),

los rizobia penetran y se convierten en simbiontes intracelulares.
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Figura 11. Esquema de los eventos tempranos del proceso de nodulacion de leguminosas (adaptado de Pajuelo
etal., 2011).

4. Diferenciacion de la bacteria a forma especializada (bacteroide). Toda esta serie de
modificaciones que culminan en la formacion del simbiosoma, el cual presenta una
serie de caracteristicas que son indispensables para realizar la actividad fijadora de

nitrégeno:

a) Membrana peribacteroidea, sirve de intermediario de sefiales y nutrientes entre la
bacteria y la planta.

b) Fluido peribacteroideo, mantiene en contacto la superficie de ambos, estableciendo
una zona gue permite la interaccion.

c) Bacteroide, en el proceso de diferenciacion los rizobia pueden o bien aumentar su
tamano original de cuatro a siete veces, o bien adquirir un forma de “Y” (s6lo en

nodulos indeterminados).
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Figura 12. Modelos de endocitosis y desarrollo de simbiosomas (adaptado de Brewin, 2004).

2.6. Estrés salino y su efecto en suelos de cultivo

Suelo es la parte superficial de la corteza terrestre que es bioldgicamente activa y que
se ha formado muy lentamente, a través de los afios, debido a la desintegracion fisica y/o
quimica de las rocas y de los residuos de las actividades de seres vivos que se desarrollan
sobre él. Esta compuesto por minerales, materia organica, diminutos organismos vegetales y
animales, aire y agua. En el suelo se multiplican miles de formas de vida. Todos los
componentes que conforman al suelo son importantes por si mismas, principalmente, para
conservar la homeostasis entre sus diferentes constituyentes. La materia organica y los
microorganismos aportan y liberan nutrientes. EI manejo sostenible del suelo debe estimular
la actividad de los microorganismos, manteniendo o aportando una cantidad adecuada de
materia organica. El suelo que utilizamos para la agricultura es una capa delgada que
descansa sobre una base de rocas y pueden degradarse con notable rapidez, volviéndose
estériles (Schlegel, 1996).

Aproximadamente, el 12% de la superficie de la tierra es facilmente cultivable, esto
es consecuencia de que la mayor parte de la extension territorial esté imposibilitada para ser
empleada como zona de cultivo principalmente, por problemas que los suelos presentan como

sequia por falta de lluvia, temperaturas muy bajas 0 muy altas, terrenos que siempre estan
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cubiertos de nieve o hielo o con una pendiente muy acentuada, suelos infértiles por carencia

de nutrientes minerales o por contener exceso de sal (Schlegel, 1996).

La salinidad representa hoy en dia la causa mas grande de la degradacién del suelo y
el rendimiento de los cultivos disminuyen en diversas regiones del mundo (Zhu, 2001), este
problema se ve acentuado por malas préacticas agricolas como la irrigacién (Nadeem et al.,
2019) (cantidad y calidad del agua de riego). En campos agricolas, la presencia en exceso de
diversas sales (NaCl, NaCOHs, MgSO4, MgCl,, entre otras) provoca que pierdan su fertilidad
y con ello, su capacidad para ser explotados, ademas, en conjunto con el riego, aumenta la
disponibilidad de iones disueltos (De La Pefia y Pueyo, 2011), lo que provoca cambios en los
gradientes de concentracion ocasionando que las plantas presenten dificultades para absorber
el agua por medio de las raices lo cual lleva a pérdidas y dificultades en la asimilacion de los
nutrientes (Martinez et al., 2011) sobre todo en aquellas zonas geograficas donde la
evaporacion superficial y la cantidad de agua absorbida por parte de las plantas es mayor que

la que se precipita (Fernandez-Mata et al., 2014).

La produccion de leguminosas depende de la fijacion de nitrogeno y es a menudo
limitada por estrés salino y sequia (Zahran, 1999). Como se menciond anteriormente, la
infertilidad de las tierras de cultivo a menudo es ocasionada por altas concentraciones de sal,
debido a ello, la utilizacion de leguminosas y de rizobia tolerantes a este tipo de estrés ha ido
cobrando mayor interés en el campo de la investigacion desde hace algunos afios. Tan sélo
en México la mayoria de cultivos son sensibles a la salinidad, esto ha reportado una
significativa disminucion en los rendimientos (Zahran, 1999), esto también genera un
impacto negativo en la economia del pais, ya que representan una fuente de ingresos
importante para un gran namero de familias a nivel nacional, incluso es considerado como
un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya que representa toda una
tradicién productiva y de consumo, cumpliendo diversas funciones tanto de caracter

alimentario como para el desarrollo socioeconémico (Secretaria de Economia, 2012).

En el caso de la simbiosis rizobia-leguminosa, el proceso de fijacion de nitrdgeno esta

fuertemente relacionado con el estado fisioldégico del hospedero. La variabilidad de tolerancia
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a salinidad entre diferentes tipos de leguminosas ha sido reportada, entre algunas de ellas a
Medicago trucatula, Lotus japonicum, Vigna unguiculata, Acacia spp., entre otras (Bayuelo
etal., 2002; Gémez-Padilla et al., 2009; Bruning y Rozema, 2013, Bruning et al., 2015; Khalil
et al., 2016; Lei et al., 2018).

La simbiosis establecida entre rizobia-leguminosa asi como la formacién de nddulos
es mucho mas sensible al estrés salino que las bacterias rizobia por si mismas, ya que el estrés
salino inhibe las etapas iniciales de la simbiosis (Zarhan, 1999) (adhesion, colonizacién,
formacion de canal de infeccidn, etcétera). Se ha observado que en pelos radiculares de soya
inoculada con Bradyrhizobium japonicum en la concentracion de 170 mM de NaCl se
presenta una ligera deformacion dichos pelos pero, en concentracion de 210 mM de NacCl
este proceso es totalmente suprimido (Tu, 1981, Zahran, 1999). También se ha reportado que
en concentracion de 0.3M de NaCl se produce una disminucion dréstica de la produccion de
EPS (40% en medio YM) en Sinorhizobium meliloti, manifestandose con cambios
morfoldgicos coloniales (colonias no mucoides) lo que conlleva a una débil colonizacion de
los pelos radiculares afectando asi el proceso de nodulacién (Lloret et al., 1998). Mhadhbi y
Aouani en 2008, concluyeron que la simbiosis entre Medicago truncatula-Sinorhizobium
meliloti se ve alterada por la presencia de NaCl, ya que disminuye algunas actividades
enzimaticas como las de la CAT (catalasa) y la nitrogenasa pero estimula otras como la POX
(guaicol peroxidasa), dentro de los nddulos. Del mismo modo, se han reportado
modificaciones en la composicion de acidos grasos de la membrana celular de cepas de
Bradyrhizobium (Paulucci et al., 2011).

El estrés salino también acelera la senescencia de los nddulos (Martinez-Salazar, et
al., 2009) y reduce el contenido de leghemoglobina dentro de los mismos lo que provoca la
inefectividad de éstos (Delgado et al., 1993). Se ha reportado la acumulacion de osmolitos
en bacterias que se encuentran bajo estrés salino y que tienen funcién osmoprotectora como
poliaminas (Aziz et al., 1999; Kasinathan y Wingler, 2004; Shamseldin et al., 2006),
polisacaridos (Rlberg, et al., 2003; Gouffi et al., 1998; Gouffi et al., 1999) aminoacidos
(TeChien et al., 1992), solutos organicos (Soussi et al., 1999), azlcares solubles (Sairam y

Tyagi, 2004) y cationes inorganicos (Asch et al., 1999).
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El efecto de las sales en la planta se presenta cuando es sometida a altas
concentraciones de una sal, lo que afecta la retencion osmética del agua, y de los efectos
ibnicos que esto ocasiona, muy especificamente sobre el citoplasma y las membranas de las
células (Basurto-Sotelo et al., 2009). Para determinar si un suelo es salino 0 no, o bien,
determinar el grado de salinidad del mismo, se cuantifican los valores de concentracién de
sales, cominmente se hace a través de la medicion de la conductividad eléctrica (CE), es la
capacidad que tiene un material de permitir el paso de la corriente eléctrica a través de él, es
directamente proporcional a la concentracion de sales en dicha solucion y a la temperatura
del medio (Fernandez et al., 2014). Se expresa en unidades Siemmens 0 mhos por metro
(S/m). Para fines agronomicos, normalmente es determinada en extracto de pasta saturada
suelo:agua (ECe), realizado en suelo tomado de la region de la raiz, promediado sobre
profundidad y tiempo, extraido mediante vacio y posterior filtrado.

Con base en los valores de conductividad eléctrica del suelo, es que se pueden
clasificar y asi determinar si son aptos o no para el desarrollo de cierto tipo de cultivos. Cabe
mencionar que la conductividad eléctrica esta regida por el tipo y concentracion de iones que
se encuentren presentes en la muestra, por ello es que se ha establecido que la salinidad de
los suelos no se debe Gnicamente a la presencia de NaCl, sino a otras sales. A continuacion
se muestra un listado de las sales méas frecuentes en suelos salinos y su grado de toxicidad

para las plantas:

Tabla 3. Listado de las sales mas comunes halladas en suelos salinos y su toxicidad.

Sal Frecuencia  Toxicidad
NacCl Comun +++
MgCl, Comun ++++
CaCl; Raro ++
KCI Baja +
NazSO4 Comun ++
MgSO, Comun ++++
K>5S04 Baja +
Na,COs Suelos +++++
NaCOsH Suelos ++++
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Segun la Norma Oficial Mexicana que establece las especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacion de suelos (NOM-021-RECNAT-SEMARNAT-2000), los suelos son

considerados como se muestra en la siguiente figura.

CEdS m-1a25°C Efectos

<1.0 Efectos despreciables de la salinidad
1.1-2.0 Muy ligeramente salino

2.1-4.0 Moderadamente salino

4,1-8.0 Suelo salino

8.1-16.0 Fuertemente salino

> 16.0 Muy fuertemente salino

Figura 13. Clasificacion de los suelos salinos segtin la NOM-021-RECNAT-SEMARNAT-2000 (Recuperado
de: http://biblioteca.semarnat.gob.mx/janium/Documentos/Ciga/libros2009/D02280n.pdf).

Para fines practicos, con base en la concentracion de NaCl, los suelos se pueden

clasificar de la siguiente manera, segun Richards (1990).

Tabla 4. Clasificacion de los suelos salinos con base en la concentracion de NaCl.

Tipo de suelo NaCl (mM a 25°C)
Muy fuertemente salino >175
Fuertemente salino 87.6-175
Suelo salino 43.8-87.5
Moderadamente salino 21.5-43.7
Muy ligeramente salino 12-21.4
Efectos despreciables de la 1.09-11

2.7. Analisis de secuencias multilocus en la taxonomia rizobial

Los conceptos basados en la teoria de las especies procariotas han sido un tema de
debate dentro de la filogenética de rizobia. La técnica considerada como la “prueba de oro”
es la hibridacion ADN-ADN (DDH), ya que ésta es una de las mas utilizadas para definir y
designar especies bacterianas. Sin embargo, tiene serias limitaciones: demanda mucho
tiempo para una identificacion rapida, no es apropiada para procariotas no cultivables;

ademas, el criterio del 70% no corresponde a un concepto basado en la teoria evolutiva de

41| Pagina



las propiedades que una especie deberia tener (Gevers, et al., 2005). El avance en la
tecnologia de secuenciacién, ha permitido utilizar a la genémica comparativa y al analisis de
secuencias multilocus (MLSA) para proporcionar una relacibn mas cercana entre la
conceptualizacion y la definicion de especies. Hace pocos afios, se ha demostrado que un
ANI (Average Nucleotide Identity) del 95-96% de genomas apareados, correlaciona con el
criterio del 70% de la prueba DDH (DNA-DNA Hybridization) (Goris et al., 2007).

Una metodologia de clasificacion ampliamente utilizada para el andlisis filogenético
de rizobia, es el MLSA, éste puede detectar diferentes lineas clonales, incluso, en presencia
de bajos niveles de variabilidad en el genoma. Hace uso de la secuenciacion genética para
caracterizar a los alelos presentes en diferentes genes no sometidos a seleccion, implicados
en el metabolismo bacteriano (genes housekeeping). Dado que la relacion que hay entre estos
genes no es la misma en muchas especies, la acumulacion de cambios de nucledtidos en estos
de genes es un proceso relativamente lento y por lo tanto el perfil alélico es estable a lo largo
del tiempo (Vazquez y Berron, 2004). Compara las secuencias primarias de multiples loci de
genes que codifican para proteinas altamente conservadas para evaluar la diversidad y
relacion de diferentes aislados a través de taxa relacionados empleando para ello un enfoque
cladistico o filogenético. Por otra parte el analisis de secuencias genéticas tiene un alto poder
de discriminacion y permite el intercambio y la comparacion objetiva de resultados entre
distintas bases de datos, tales como las que maneja el NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

Entre las diversas ventajas del MLSA, es que los datos resultantes pueden ser
facilmente compartidos entre un grupo de investigacion y otro, ademas de que estos
resultados también han dado origen a bases de datos globales y que pueden ser compartidas
através de internet. Y, aunque no es una técnica de genGmica comparativa, predice de manera
precisa las relaciones entre organismos estrechamente vinculados. Una estrategia general
para la identificacion de nuevos aislamientos podria consistir en la secuenciacion parcial
inicial del gen 16S rRNA de identificacién a nivel de género (Martens, 2008). Para analisis
filogenéticos, muchos genes de mantenimiento pueden ser analizados para propdsitos de

identificacion. Las filogenias incongruentes indican una posible transferencia horizontal
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mientras que las filogenias congruentes reflejan una historia ancestral en comun entre dichos
genes. Para el grupo rizobia, los genes con muy buena capacidad para identificar y clasificar

cepas son los genes gyrB, ginll, recA 'y trhC (Martens, 2008).
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CAPITULO 3

3.1. Metodologia

3.1.1. Extraccion de ADN, amplificacion, concatenacion y analisis de secuencias
multilocus (MLSA) de los genes 16SsSRNA, atpD, dnakK, gInA, ginll, gyrB, recA,
rpoB y thrC (fragmentos).

Para identificar las cepas nativas de rizobia provenientes de Phaseolus filiformis de
la region de Baja California Sur, se realizd un MLSA de fragmentos de nueve genes
housekeeping. La extraccion de ADN se realizd utilizando el “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de
reaccion de PCR para todos los fragmentos fue la siguiente: 12.5 | de GoTag® green master
mix (Promega) 1 Ia 20 pmol de cada uno de los primers (forward y reverse) con un volumen
final de 25 pl. Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 1%, tefiidos
con bromuro de etidio (BET) con una concentracion de 0.5 mg/mL. Las bandas
correspondientes a los productos de la amplificacion fueron escindidos del gel, fueron
purificados utilizando el Qiaquick® PCR purification kit (Qiagen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y finalmente enviados para su secuenciacion a los laboratorios

“Genoscreen” en Francia.

La lista de primers y condiciones de amplificacidn de los genes de interés para en este

ensayo, se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 5. Primers y condiciones de temperatura para la PCR de los genes housekeeping. *Modificado de Gaunt

et al., 2001.
Gen Primer Secuencia 5°-3’ Condiciones de PCR Referencia
atpD atpD255F GCTSGGCCGCATCMTSAACGTC 3’30” 95°C, x30 (1’| Vinuesa et al.,
atpD782R GCCGACACTTCMGAACCNGCCT 93.5°C, 40” 55°C, 1’| 2005.
G 72°C), 5° 72°C, « 15°C.
rpoB rpoB83F CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC | 57 96°C, x 35 (30” 94°C, | Martens et al.,
rpoB1061R | AGCGTGTTGCGGATATAGGCG 307 59°C, 17 72°C), 3’ | 2008.
72°C, o0 20°C.
gyrB gyrB343F TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG 57 96°C, x 35 (30” 94°C, | Martens et al.,
gyrB1043R | AGCTTGTCCTTSGTCTGCG 30” 59°C, 1’ 72°C), 3° | 2008.
72°C, o0 20°C.
recA recAl2* GTAGAGGAYAAATCGGTGGA 5’ 94°C, x35 (307 94°C, 1’ | Gaunt et al.,
recA555 CGRATCTGGTTGATGAAGATCAC | 50°C, 45” 72°C), 7° 72°C, | 2001.
CAT o 20°C.
dnaK TSdnaK2 GTACATGGCCTCGCCGAGCTTCA | 5°94°C,x 35(30794°C, 1’ | Stepkowsky et
TSdnaK4 GGCAAGGAGCCGCAYAAGG 60°C, 45” 72°C), 7> 72°C, | al., 2003.
o 20°C.
glnA ginAl44F GTCATGTTCGACGGYTCYTCG 3’30” 95°C, x30 (1’ | Martens et al.,
ginAl142R | TGGAKCTTGTTCTTGATGCCG 93.5°C, 1’ 61°C, 1’ 72°C), | 2007.
57 72°C, o 20°C.
ginll 12F YAAGCTCGAGTACATYTGGCT 3’30” 95°C, x 30 (30” | Vinuesa et al.,
689R TGCATGCCSGAGCCGTTCCA 93.5°C, 1’ 58°C, 1’ 72°C), | 2005.
57 72°C, w 20°C.
thrC thrC577F GGCAMKTTCGACGAYTGCCAG 3’30” 95°C, x30 (1’ | Martens et al.,
thrC1231R GGRAATTTDGCCGGRTGSGC 93.5°C, 1’ 55°C, 1’ 72°C), | 2007.
57 72°C, w 20°C.
16sSRNA | UN27F TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ 95°C, x26 (30” 94°C, 1’ | Biodiversa
UN1392R CAGGGGCGGTGTGTACA 57°C, 1’107 72°C), 10’ | Inc., México
72°C, « 20°C.

Para realizar el MLSA primero se hizo el empalme de las secuencias, tanto forward

como reverse, se hizo mediante el programa Bioedit Sequence Alignment Editor, version

7.0.8.0 (Hall, 1999); mientras que para el manejo de las secuencias en formato “fasta” se

utilizd un editor de texto.
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Se compararon cada una de las secuencias con las reportadas en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) para comprobar que efectivamente

las secuencias obtenidas pertenecen al gen que de interés.

Las secuencias fueron manipuladas mediante el programa CLUSTALX version
2.0.10 (Thompson et al., 1997); y los archivos de alineamiento (*.aln) fueron importados con
el programa GeneDoc version 2.7.000 (Nicholas et al., 2009) para poder manipular las
secuencias de una manera mas simple y sencilla. Después de esto, los archivos exportados
desde GeneDoc (*.aa) fueron manipulados con el programa DNAsp version 6.12.03 (Rozas
et al.,, 2017) para con ello producir los archivos con formato MEGA (*.meg) los cuales
posteriormente fueron procesados con el programa MEGA version 6.0 (Tamura et al., 2013),
el cual nos permitié llevar a cabo el analisis filogenético al generar los dendrogramas con
base en el algoritmo Maximum Likelihood, para lo cual se realizé un analisis de confianza

(bootstrap) de 500 para cada arbol filogenético.

Para el caso de la concatenacion de los fragmentos de los nueve genes, se empleo el
programa DNASP6 (Rozas et al., 2017).

3.1.2. Amplificacion y analisis filogenético de los genes nifH y nodC (fragmentos).
Para relacionar filogenéticamente a las cepas de Ensifer aridi con sus posibles
hospederos, se llevo a cabo la amplificacion y el andlisis de fragmentos de las secuencias

correspondientes a los genes simbidticos (nodC y nifH).

Para la amplificacion de los genes nodC y nifH, se usaron los juegos de primers y

perfiles de temperatura descritos por Laguerre y colaboradores (2001), estos son:

nodC
nodCF (5’-AYG THG TYG AYG ACG GTT C-3”).
nodCI (5’-CYG GAC AGC CAN TCK CTATTG-3").
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5’ 95°C

30” 94°C

30” 56°C } 35 ciclos
1’ 72°C

7’ 72°C

o 20°C

nifH
nifHF (5’-TAC GGN AAR GGS GGN ATC GGC AA-3").
nifHI (5’-AGC ATG TCY YCS AGY TCN TCC A-3°).

5’ 95°C

30” 94°C

30” 60°C 35 ciclos
45 72°C

7 72°C

o0 20°C

Los programas Yy estrategia para realizar el analisis de los genes simbioticos,
fueron los mismos que se emplearon para el MLSA de los fragmentos delos nueve

genes gque se menciono en el apartado anterior.

3.1.3. Rango de hospedero.

Estos ensayos se realizaron en las instalaciones del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbioldgicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Se probaron
plantas de las siguientes leguminosas para evaluar la capacidad infectiva (produccion de
nodulos) y el rango de hospedero de las cepas Ensifer aridi LEM 451, Ensifer aridi LEM
457 y Rhizobium etli CE3 (como testigo): Erythrina americana, Mimosa pudica, Medicago
sativa, Lupinus gredensis, Phaseolus vulgaris (en las variedades de alubia y vaquita), Cicer

arietinum y Lens culinaris.
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3.1.3.1. Seleccion y desinfeccion de semillas.

Se seleccionaron doce semillas de cada una de las leguminosas. Fueron elegidas
aquellas semillas que presentaron un tamafio y color éptimos, asi como que tuvieran su
superficie uniforme, que no tuvieran dafio mecanico visible ni tampoco que fuese notoria la
presencia de hongos o algun otro microorganismo que pudiese estar dafiando a la semilla.
Como primer paso, todas las semillas fueron sometidas a un lavado con una solucion
jabonosa y se enjuagaron con agua destilada estéril. A continuacion, se describen los
protocolos de desinfeccion de cada una de las semillas:

Erythrina americana. Se sometieron a la abrasion de su testa, muy cercano al
macropilo e hilo usando para ello una lija media para madera (100-120). Después se
embebieron en etanol al 70% durante diez minutos y se enjuagaron una vez con agua
destilada. A continuacion se les escurrié por completo el exceso de agua y se sumergieron en
H>SO4 concentrado a lo largo de diez minutos y se enjuagaron nuevamente con agua destilada
estéril para finalmente, drenarles el agua remanente. Posteriormente, se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 25% durante quince minutos; en seguida se
enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril. Finalmente, se dejaron en remojo con agua

destilada estéril durante seis horas continuas.

Figura 14. Semillas de Erythina americana (Ruiz et al., 2012).

Mimosa pudica. Se sumergieron en etanol al 70% durante cinco minutos. Después se

embebieron en H2SO4 durante 10 minutos seguidos por sumergirlas en una solucién de
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hipoclorito de sodio comercial al 25% durante quince minutos. Finalmente, se hicieron cinco
lavados con agua destilada esteéril.

Figura 15. Flores y semillas de Mimosa pudica. (Recuperado de:

http://www.semillasorganicas.cl/producto/semillas-de-mimosa-pudica/).

Medicago sativa. Se remojaron en etanol al 70% durante cinco minutos, después se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 25% durante quince

minutos. Finalmente, se realizaron cinco lavados con agua destilada estéril.

Figura 16. Semillas de Medicago sativa. (Recuperado de: https://es.123rf.com/photo_82315949 semillas-de-

alfalfa-en-el-cuenco-de-cer%C3%Almica-blanco-aislado-en-madera-blanca-pintada-desde-arriba-semi.html).

Lupinus gredensis. Se colocaron en etanol al 70% durante cinco minutos, en seguida
enjuagaron y se agregaron a una solucion de cloro al 25% durante quince minutos, al término
de este tiempo se enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril.
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Figura 17. Planta de Lupinus gredensis. (Recuperado de: https://www.asturnatura.com/especie/lupinus-
gredensis.html)

Phaseolus vulgaris (Var. vaquita). Se sumergieron después durante tres minutos en
una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 10% y se enjuagaron seis veces con agua

destilada estéril.

Figura 18. Phaseolus vulgaris variedad vaquita. (Recuperado de: https://gourmetdemexico.com.mx/comida-y-

cultura/5-tipos-de-frijoles-mexicanos/).

Phaseolus vulgaris (Var. alubia). Primero se sumergieron en alcohol al 70% durante
cinco minutos y después en una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 10% durante
quince minutos, se enjuagaron con agua destilada estéril cinco veces y, finalmente se

embebieron en agua hirviendo durante quince segundos.
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Figura 19. Phaseolus vulgaris variedad alubia. (Recuperado de: http://www.gastroteca.cat/es/ficha-
productos/alubia-del-ganxet-dop/).

Cicer arietinum. Se esteriliz6 con agua y detergente, alcohol al 70% durante 5
minutos, después cloro al 25% durante 15 minutos, se enjuagd con agua destilada estéril 5

veces y después se vertié en agua hirviendo durante 50 segundos.

= < ol

Figura 20. Semillas de Cicer arietinum. (Recuperado de: https://en.wikipedia.org/wiki/Chickpea).

Lens culinaris. En el caso de esta semilla, todo el procedimiento se llevo a cabo de
manera muy suave debido a que la cuticula de la misma es muy fragil. Primero se
sumergieron en alcohol al 70% durante dos minutos y después en una solucién de hipoclorito
de sodio comercial al 5% durante dos minutos, finalmente se enjuagaron con agua destilada

estéril tres veces.
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Figura 21. Semillas de Lens culinaris. (Recuperado de: https://www.sinavimo.gov.ar/cultivo/lens-culinaris).

3.1.3.2. Inoculacidn, tratamiento y mantenimiento de las plantulas de leguminosas.

Una vez desinfectadas, se procedio a colocar las semillas sobre agar agua al 0.7 %,
contenido en placas Petri para que germinaran, se incubaron por tres dias (en promedio) a
28°C en condiciones de oscuridad. Una vez germinadas las semillas, fueron trasplantadas a
macetas de plastico que contenian vermiculita estéril y humedecida igualmente con agua
destilada estéril. Se sembraron cuatro semillas por maceta y esto se hizo por triplicado (por
cepa). Una vez inoculadas las plantas, fueron regadas una vez por semana con 50 mL de
solucion nutritiva Jensen libre de nitrégeno y dos veces por semana con 50 mL de agua
destilada estéril. Las plantas fueron incubadas a 20°C con un ciclo de luz/obscuridad de 16 h

y 8 h, respectivamente (Knight et al., 1986).

Para la preparacion de los cultivos con los cuales fueron inoculadas las leguminosas,
primero, las cepas candidatas se sembraron en placas con medio TY durante 24h a 30°C
Posteriormente, las colonias de rizobia fueron sembradas en TY (liquido) con agitacion
constante e incubadas a 30°C hasta que el crecimiento bacteriano de los cultivos tuviera una
la densidad Optica de 0.8 (1X108 UFC). Con un mililitro de estos cultivos (de cada cepa), se

inocularon cada una de las semillas (doce semillas por cepa).
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3.1.3.3. Evaluacion de la capacidad nodulante de las cepas de Ensifer aridi.

Para identificar y determinar la capacidad nodulante de las cepas de Ensifer aridi
probadas en este ensayo, se comprobo la presencia o ausencia de nddulos y la cuantificacion
de los mismos. El tiempo de aparicion desarrollo de los nodulos, dependio del tipo de semilla.

3.1.4. Formacion de la banca de mutantes por transposicion de Ensifer aridi
LEM451.

La mutateca que se formé en este proyecto, se llevo a cabo mediante transposicion, a
través de un proceso de conjugacion biparental, usando como cepa receptora a Ensifer aridi
LEM451 y como cepa donadora a Escherichia coli S17.1 (recA pro hsdR,
RP4-Tc::Mu-Km::Tn7) pUT mini Tn-5-Gm (la cual fue muy amablemente donada por el D.

C. JesUs Mufioz Rojas).

La cepa silvestre Ensifer aridi LEM451 fue sembrada en medio TY (Triptona-
Extracto de levadura) e incubada a 30°C por 24-36 h.

Antibiograma y concentracion minima inhibitoria (CMI).

Ensifer aridi LEMA451, por tratarse de una especie recién descrita, tuvimos que
realizar un antibiograma y determinar la CMI para identificar el antibiético que seria el medio
de seleccidn; esto también se hizo con la cepa Escherichia coli S17.1 pUT mini Tn-5-Gm.
Los antibioticos que se utilizaron para esta prueba fueron los siguientes: kanamicina (Km),
estreptomicina (Sm), spectinomicina (Spc), tetraciclina (Tc), gentamicina (Gm) vy

cloranfenicol (Cm).

Esta prueba se realiz6 utilizando 3 medios de cultivos diferentes, YM, TY y MMK.
Se colocaron 10 ml de cada cultivo en cada tubo de ensayo de vidrio. A cada tubo se le agreg6
el antibidtico en la concentracion correspondiente Se tomo con el asa bacterioldgica una

muestra de las cepas a probar y se inocularon cada uno de los tubos. Finalmente, los tubos se
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incubaron a 30°C por 24y 48 h (tiempos en los que se realizaron los registros del crecimiento
o inhibicién bacteriana).

3.1.4.1. Fuentes de carbono.

Para determinar el crecimiento con diferentes fuentes de carbono (maltosa, succinato,
sacarosa, lactosa, malato, glucosa, lactato, acetato, &cido glutdmico y acido malico), se usaron
placas con medio base-K (MMK) modificando la fuente de carbono correspondiente (35
mM) y se sembraron las cepas donadora y aceptora por estria cruzada y se determind el

crecimiento de las mismas.

3.1.4.2. Prueba de medios de cultivo.

Con el objetivo de definir qué medio de cultivo iba a ser empleado para realizar y
optimizar el proceso de conjugacidn bacteriana biparental, se probaron diferentes medios de
cultivo con la finalidad de elegir el adecuado para usarlo como medio de seleccion de la
mutantes transconjugantes. Los medios que se probaron fueron TY (agar Triptona-Extracto
de levadura), RFM (agar Rojo de Fenol y Manitol), MMAB (agar Medio Minimo AB), MMK
(agar Medio minimo Base-K) y MMK modificado (35 mM de otras fuentes de carbono, ya
descritas anteriormente); M9-cit (agar Medio Minimo 9-Citrato), YMA (agar Extracto de
levadura-Manitol). La cepa Ensifer aridi LEM451 y E. coli S17.1 pUT mini-Tn5-Gm fueron

sembradas por estria cruzada y se determind el crecimiento de las mismas.

3.1.4.3. Conjugacion biparental.

Para llevar a cabo la conjugacion biparental la cepa donadora (Escherichia coli S17.1
pUT miniTn5-Gm) se incubdé en 5 ml de medio Luria Bertani (LB) adicionado con
gentamicina (10 pg/ml), mientras que, la cepa aceptora (Ensifer aridi LEM451) se incub6 en
10 ml de medio TY, ambas cepas se incubaron con agitacion constante (180 rpm) a 30°C por

un periodo de 24 h.
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La cepa silvestre se cultivo en 10 ml de medio TY liquido y la cepa E. coli S17.1 pUT
mini-Tn5-Gm se cultivd en 10 ml de medio LB liquido adicionado con gentamicina (10
pg/ml), ambas cepas se incubaron a 30°C por 24 h y con agitacion constante de 180 rpm.
Una vez transcurrido el tiempo indicado de incubacion, se centrifugaron las cepas, E. aridi
LEMA451 a 1200 x g durante 5 minutos, mientras que la cepa E. coli S17.1 pUT mini-Tn5-
Gm se centrifugd a 640 x g durante 3 minutos. Se retird el sobrenadante de ambas cepas y
los pellets fueron resuspendidos; el de la cepa Ensifer aridi LEM451 con 3 ml de una solucién
de MgSO4 (10 mM) vy, el de Escherichia coli S17.1 (pUT-miniTn5-Gm), fue resuspendido
en 5 ml MgSO4 (10 mM). Se mezclaron ambas cepas en proporcién 1:5 (E. coli S17.1:Ensifer
aridi), posteriormente, se centrifugd esta mezcla a 640 x g durante 3 minutos; después se
retird el sobrenadante y el pellet fue resuspendido con 500 ul de medio TY liquido, esto se
realizé una vez mas; finalmente, se resuspendio el pellet en 50 pl de medio TY liquido,
mismos que se colocaron sobre una placa con medio TY y se dejaron secar; una vez ocurrido
esto, se incubd la placa dentro de un contenedor con tapa que contenia un poco de agua limpia
dentro, esto se hizo con la finalidad brindar humedad constanteal proceso de conjugacion; se
incubd a 30°C durante un periodo de 24 h. Como controles se utilizaron a las cepas donadora
y receptora sometidas al mismo proceso que la conjugacion, pero se cultivaron en placas
separadas.

3.1.4.3.1. Cosecha de las transconjugantes.

Después de haber transcurrido el periodo de incubacidn, se recolecto el tapete celular
de la conjugacion y se solubilizé en 1 ml de medio TY liquido. A partir de esta solucién se
realizaron diluciones seriadas (de 10°-10%). Una vez generadas las diluciones, se vertieron
200 pl de cada una de ellas, en placas con el medio de seleccion elegido TYRF (Triptona-
Extracto de levadura-Rojo de Fenol) adicionado con gentamicina (10 pug/ml) y kanamicina
(20 pg/ml), y se distribuyeron uniformemente con ayuda de una varilla de vidrio. Se realizé
esto con los pl restantes de la conjugacion. Se dispusieron las placas expuestas dentro de la
campana de flujo laminar, con la finalidad de que el liquido distribuido en ellas se secara por
completo para después incubarlas a 30°C por un periodo de 48 h. Cabe mencionar que, el
proceso descrito para la cosecha de las transconjugantes, también se realiz6 para las cepas

control.
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3.1.4.3.2. Seleccion, contraseleccion y almacenamiento de las transconjugantes.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de las transconjugantes, estas fueron
seleccionadas mediante la técnica de “picado de colonia” y resembradas en placas
cuadriculadas y enumeradas con medio selectivo TYRF-Km-Gm (20 pg/ml-10 pg/ml), esto
se hizo con el objetivo de corroborar que fueran transconjugantes y de que no estuvieran
contaminadas. Ademas, al mismo tiempo, se contraseleccionaron cultivandose en placas (con
la misma técnica) con medio TY-Ap (Triptona-Extracto de levadura-Ampicilina (100
pg/ml)). Es decir, se eligieron las transconjugantes que fueron capaces de crecer el en medio
de seleccion TYRF pero que no mostraron ningun crecimiento en las placas con medio TY -
Ap.

Una vez seleccionadas las transconjugantes de interés, se confirmd que no estuvieran
contaminadas, y se procedid a cultivarlas en tubos eppendorf con 1 ml de medio TY-Km-Gm
(Triptona-Kanamicina (20 pg/ml)-Gentamicina (10 pg/ml)) a 30°C durante 24 h con
agitacion constante (180 rpm). Posteriormente, fueron resguardadas en medio TY-Km-Gm
con glicerol al 20% y preservadas a -80°C, en placas multipozos (96).

3.1.4.4. Evaluacion de tolerancia de las transconjugantes bajo estrés salino.

3.1.4.4.1. Prueba cualitativa.

Para este ensayo, se probd el crecimiento de las mutantes en medio TY adicionado
con NaCl (100 mM, 200 mM y 300 mM). Se realiz6 con ayuda de un replicador de acero
inoxidable (96 dientes) con el cual se hicieron improntas de todas las cepas mutantes en
medio TY con sal. Las mutantes fueron incubadas durante 6 dias (Wei et al., 2004) a 30°C,
su crecimiento fue observado, registrado y evaluado por periodos de 24 horas; para este
proceso, se hizo uso del microscopio estereoscdpico. Se utiliz6 como control el crecimiento

de las mismas cepas en medio TY sin NaCl adicionado.
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Figura 22. Replicador de 96 dientes (Recuperado de: https://www.boekelsci.com/microplate-replicators.html).

3.1.4.4.2. Prueba cuantitativa.

3.1.4.4.3. Curva de crecimiento bacteriano.

Para realizar la prueba cuantitativa de las mutantes sensibles a sal, fue necesario
ajustar su crecimiento a la fase exponencial; para esto, primero se determind una curva de
crecimiento bacteriano de la cepa silvestre. Para realizar esta curva, se hizo un preinoculo en
10 ml de medio TY y se incubd a 30°C por 24 h y con agitacion constante de 180 rpm; al dia
siguiente, el cultivo que se incubo el dia anterior, se le permitio alcanzar la densidad de 0.5
(600 nm), con este cultivo, se inocularon 50 ml de medio TY fresco hasta lograr la densidad
Optica de 0.05 (600 nm); después se incub6 a 30°C con agitacion constante de 180 rpm.
Posterioremente, cada hora se hicieron mediciones de densidad Optica y también se
cuantificaron las UFCs mediante la técnica de drop-plate, empleando para ello, diluciones
desde 10° a 107,

Una vez llevada a cabo la prueba cualitativa, las cepas mutantes que presentaron
reduccidon de crecimiento (se considero la reduccion de produccion de exopolisacarido como
indicador de crecimiento) en medios salinos (200 mM y 300 mM) con respecto a la cepa
silvestre (Ensifer aridi LEM 451) fueron cuantificadas mediante la técnica de drop plate. La
cuantificacion se hizo con placas con medio TY adicionado con NaCl (200 mM, 300 mM,
400 mM y 450 mM). El ensayo se hizo por triplicado y usando diluciones desde 10° hasta

107, para cada mutante.
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Las cepas mutantes seleccionadas en la prueba cualitativa fueron cultivadas en medio
TY a 30 °C por 24 h con agitacion constate de 180 rpm. Como se menciond anteriormente,
los cultivos se ajustaron a fase exponencial, una vez logrado esto, se procedid a realizar series
de diluciones de 10° a 107. De cada una de las diluciones se tomé un volumen de 10 pl para
colocarlo sobre placas de TY con las diferentes concentraciones de NaCl, anteriormente
mencionadas, el ensayo se llevo a cabo por triplicado. Una vez que las gotas fueron colocadas
sobre las placas con medios sélidos, se dejaron secar en un ambiente estéril dentro de la
campana de flujo laminar; y ya secas totalmente las gotas, se procedié a incubar las cajas a
30°C. El registro y computo de las UFC’s de este ensayo, se hizo por un periodo de cinco

dias.

En la siguiente figura, se muestra de manera grafica la distribucion y aplicacion de

las gotas con su correspondiente dilucidn usada en la técnica mencionada.
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Figura 23. Diagrama representativo de distribucién de las mutantes con la técnica drop plate (Elaboracidn
propia).
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3.1.4.4.4. Confirmacion molecular de las transconjugantes sensibles a sal.

Para ratificar que las cepas sensibles a sal eran efectivamente mutantes por
transposicion, se determind por la presencia del cassette de gentamicina que la cepa E. coli

S17.1 pUT mini-Tn5-Gm transfirié a Ensifer aridi LEM451 durante la conjugacion
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biparental. Para ello, se disefi6 un par de primers utilizando el programa PrimerSelect de la
paqueteria DNASTAR Lasergene'™, version 15.3.

Para realizar la amplificacion de dicho cassette, se efectuaron reacciones de PCR, el
volumen total de reaccion fue de 25 ul por cada muestra y su composicion fue la siguiente:
1 pl de DNA, 0.75 pl de MgCly, 0.5 pl de nucleétidos trifosfato (ANTPs), 2.5 ul buffer de
enzima, 18.12 pl de H,0, 0.12 pl enzima Taq polimerasa (Biorad™) y 1 pl de cada primer
(forward y reverse). El perfil de temperatura para realizar la PCR de esta amplificacion, se

muestra a continuacion;

5 96°C

30” 94°C

30” 57°C } 30 ciclos
1’ 72°C

4’ 72°C

o 20°C

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
bromuro de etidio (BET) con una concentracion de 0.5 mg/mL. Las bandas correspondientes
a los productos de la amplificacion fueron escindidos del gel, fueron purificados utilizando
el Qiaquick™ PCR purification kit (Qiagen™), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Los productos de PCR, finalmente fueron digeridos con la enzima de restriccién Hinfl, con
la finalidad de comprobar que la region amplificada durante la PCR, efectivamente se tratara
del fragmento del cassette de gentamicina para el cual se habia disefiado el par de cebadores.
La mezcla de la digestion se compuso de 2 ul de la enzima de restriccion, 2 pl de buffer de

enzima 'y 10 pl de producto de PCR.

Se utiliz6 como control al plasmido pUT-mini-Tn5-Gm, por lo que se hizo la
extraccion del mismo a partir de la cepa donadora E. coli S17.1 pUT-mini-Tn5-Gm mediante
el uso del kit Pure link quick plasmid™ de Invitrogen™, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

59| Pagina



3.1.4.5. Caracterizacion genotipica de las mutantes sensibles a sal.

A las cepas mutantes que fueron seleccionadas de la prueba cuantitativa se les efectud
un Analisis de Restriccién de DNA Ribosomal Amplificado (ARDRA) y un Analisis de
restriccion de fragmentos de longitud polimoérfica (RFLP) del gen rpoB, para corroborar que
se trataban de mutantes de la cepa Ensifer aridi LEMA451, y asi descartar una posible

contaminacion.

3.1.4.5.1. Amplificacion del gen 16S rRNA y Analisis de Restriccion de DNA Ribosomal
Amplificado (ARDRA).

Para la extraccion del ADN de las mutantes de interés, se siguid el protocolo
mencionado anteriormente para el mismo fin. El volumen total de reaccion de PCR fue de
25 ul por cada muestra y su composicion fue la siguiente: 1 pl de ADN, 0.75 ul de MgCly,
0.5 ul de nucledtidos trifosfato (ANTPs), 2.5 ul buffer de enzima, 18.12 ul de H20, 0.12 pl
enzima Tagq polimerasa (Biorad™) y 1 pl de cada primer (forward y reverse). El juego de
cebadores que se utilizo para este ensayo fueron UN27F (5"-TAG AGT TTG ATC CTG GCT
CAG-3”) y UN1392R (5’-CAG GGG CGG TGT GTA CA-3’) (Biodiversa Inc., México),
mientras que el perfil de temperatura para realizar la PCR de esta amplificacion, se muestra

a continuacion:

37 95°C

30” 94°C
45” 57°C 26 ciclos
1’107 72°C

10’ 72°C

oo 20°C

Los productos de la amplificacion fueron evidenciados y analizados mediante el
corrimiento de los mismos en geles de agarosa al 1%, tefiidos con GelRed® y revelados
posteriormente sobre un transiluminador de luz UV. Una vez obtenido los productos de PCR
del gen 16SrRNA, estos se digirieron con las enzimas de restriccién Alul y Hinfl durante 3 h

a 30°C; para ello se prepard la mezcla de digestion compuesta por 2 pl de la enzima de
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restriccion (correspondiente), 2 ul de buffer de enzima y 10 pl de producto de PCR. Los
fragmentos fueron revelados en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con GelRed® y visualizados

posteriormente sobre un transiluminador de luz UV.

3.1.4.5.2. Amplificacion del gen rpoB y Analisis de Restriccion de Fragmentos de
Longitud Polimorfica (RFLP).

Para efectuar la extraccion del ADN de las mutantes seleccionadas, se siguio el
protocolo mencionado anteriormente, del mismo modo, el volumen total de la reaccion de
PCR se hizo como en el apartado anterior, pero usando el par de cebadores para amplificar
la subunidad B del gen de la RNA polimerasa: rpoB83F (5"-CCT SAT CGA GGT TCA CAG
AAG GC-3") y rpoB1061R (5"-AGC GTG TTG CGG ATA TAG GCG-3") (Martens et al.,

2008). Las condiciones de amplificacion se muestran a continuacion:

5’ 96°C

30”7 94°C
30” 59°C 30 ciclos

17 72°C
5’ 72°C
o 20°C

Después de haber obtenido el producto de PCR del gen rpoB, éste fue digerido
utilizando la mezcla de digestion descrita anteriormente, con las mismas enzimas Yy

condiciones de incubacion que se emplearon para realizar el ARDRA.

Las enzimas empleadas para los ensayos ARDRA y RFLP, son de corte frecuente y

reconocen los sitios siguientes:

Tabla 6. Enzimas de restriccion utilizadas para realizar el ARDRA y el RFLP y sus respectivos sitios de corte

(elaboracion propia).

5’-AG*CT-3"
5’-G*ANTC-3"
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Tanto los productos de amplificacion y digestion del gen rpoB, fueron evidenciados
y analizados mediante el corrimiento de los mismos en geles de agarosa al 1% (para
productos de PCR) y al 1.5% (productos de digestion), tefiidos con GelRed® y revelados

posteriormente sobre un transiluminador de luz UV.

3.1.5. Identificacion y analisis de la region genémica interrumpida en las mutantes
sensibles a sal.

Una vez obtenidas las transconjugantes e identificadas aquellas mutantes, que, debido
a esa mutacion se mostraron sensibles ante el estrés salino, se procedio a identificar la region
gendmica que habia sido interrumpida por la insercion del transposon contenido en el pUT
miniTn-5-Gm que la cepa E. coli S17.1 transfirio a la cepa Ensifer aridi LEMA451. Para llevar
a cabo este ensayo se empled la técnica de PCR con primers arbitrarios (AP-PCR); con ella,
se localizo el sitio de insercion del transposon dentro el genoma de la cepa mutante (Das et
al., 2005).

Gm— Primers Tn P
1 ’ Cassette de resistencia a Gm 4

. Primera ronda '

Primers arbitrarios

S m— Cadena molde —)

Segunda ronda

4 -—Z Fragmento final 3—-

Figura 24. Fundamento de la AP-PCR. (Adaptado de Das et al., 2005).
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La extraccion de ADN de las mutantes, se hizo como se mencioné la extraccion de
ADN de la cepa silvestre. Los primers utilizados en la AP-PCR fueron descritos por Duque
et al., (2007). Este proceso se realiz en dos rondas, en la primera de ellas, se utilizé un mix
de reaccion con un volumen final de 25 pl, este contenia 1 pl de ADN, 0.75 pl de MgCls, 0.5
ul de deoxynucledtidos trifosfato (ANTP’s), 2.5 ul buffer de enzima, 17.12 pl de H20, 0.12
ul enzima Tagq. Polimerasa (Biorad™), 1 pl de primer Tn5Ext, 0.5 pl de primer CEKG2B y
0.5 ul de primer Arb1A. Para la segunda ronda, se utilizé un mix de reaccion similar al de la
primera ronda, con la diferencia de que esta segunda, el ADN que se usé como molde, fue el
producto de PCR de la primera ronda (1 pl) y los primers fueron sustituidos por los cebadores
Arb2A y Tn5Int (1 pl de cada uno).

La secuencia de los cebadores de la AP-PCR de este ensayo, asi como las condiciones

de temperaturas, se muestran a continuacion:

Tabla 7. Secuencias de los primers utilizados en la AP-PCR de las mutantes sensibles a NaCl (elaboracion
propia).

ArblA 5’-CCA CGC GTC GAC TAG TAC NNN NNN NNN N-3’
Tn5Ext 5-CTT TAT TGATTCCAT TTT TAC ACT-3°

CEKG2B 5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACN NNN NNN N-3’
Arb2A 5’-CCACGC GTC GAC TAG TAC-3’
Tn5Int 5’-GAC CCT GCA GGC ATG CAAGCT TCG GC-3’

3.1.5.1. Secuenciacién y analisis de los productos de la AP-PCR de las mutantes

sensibles a sal.

Los amplificados obtenidos de la AP-PCR, fueron revelados en gel de agarosa y
escindido las bandas, finalmente los productos fueron purificados utilizando el Qiaquick™
PCR purification kit (Qiagen™), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, para
finalmente, enviar dichos purificados al laboratorio de servicios genomicos “Langebio” del

CINVESTAV, en Irapuato, Guanajuato, para su secuenciacion.
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Una vez obtenidas las secuencias, se corroboro su intensidad y calidad de sefial en el
cromatograma, para ello se utiliz6 el programa Bioedit version 7.0.8, ademas, en esta etapa
del proyecto, se hizo la bisqueda de una pequefia region de la terminacién “O” del transposon
incluido en el pUT mini-Tn-5-Gm dentro de las secuencias (GAC CCT GCA GGC ATG
CAA GCT TCG GC).

Después, con las secuencias ya analizadas y editadas, fueron comparadas con las
depositadas en la base de datos de BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) en el sitio
NCBI (National Center for Bioinformation), con el objetivo de encontrar aquellas secuencias
que fueran anélogas y con ello determinar la region del genoma en la que fue insertado el
transposon en la conjugacion. Oportuna y amablemente, en este punto del proyecto, el doctor
Antoine Le Queré, nos proporciono el genoma completo secuenciado de la cepa Ensifer aridi
LEM451 en formato fasta y con ello también se hizo una busqueda y anélisis de las
secuencias obtenidas por AP-PCR, dentro del genoma de esta cepa.

3.1.6. Evaluacion de la interaccion de las mutantes (sensibles a salinidad) de Ensifer

aridi LEM451, con plantas de Phaseolus vulgaris.

3.1.6.1. Ensayo de germinacion en condiciones de estrés salino.

Para determinar la variedad de Phaseolus vulgaris con la que se iba a llevar a cabo el
ensayo en planta asi como la concentracion de NaCl limite a la que se iban a someter a las
plantulas de frijol, primero se realizd una prueba de tolerancia a la salinidad desde la
germinacion de la semilla, estos dos factores resultaban importantes ya que, se ha reportado
en diversos trabajos, que la salinidad no solo afecta directamente a los diferentes estadios de
una planta, sino que, en el caso de Phaseolus vulgaris, la tolerancia a la misma, es diferente
entre variedades de frijol (Asfaw, 2011; Campos et al., 2011). Las variedades elegidas para
este ensayo fueron: vaquita, flor de mayo, negro Guanajuato (semilla certificada),

mantequilla, Morelos (alubia).
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Cabe mencionar y agradecer al D. C. Jorge Acosta Gallegos, del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), quien muy amablemente nos

dond las semillas certificadas de la variedad negro Guanajuato.

3.1.6.1.1. Seleccion, desinfeccidn y germinacion de semillas.

Se seleccionaron 144 semillas de cada una de las variedades de frijol, se procur6 que
las semillas elegidas fueran aproximadamente del mismo tamafio (segun su variedad), que
no se evidenciara la presencia de hongos y sin dafios mecanicos visibles. La desinfeccion de
las semillas fue igual para todas las variedades, y se hizo de la siguiente manera: primero, se
lavaron con solucion jabonosa (detergente liquido) y se enjuagaron hasta eliminar los
residuos de detergente (aproximadamente cinco enjuagues con agua destilada estéril). Se les
retird el exceso de liquido y después fueron sumergidas en una solucion de hipoclorito de
sodio comercial, al 15% durante tres minutos, se enjuagaron cinco veces con agua destilada

estéril y se escurrieron para eliminarles el exceso de liquido, nuevamente.

Después de desinfectar las semillas, éstas fueron colocadas en placas Petri cuadradas
sobre agar agua (0.7 %), adicionadas con diferentes concentraciones de NaCl: 0, 10.9, 13.8,
16.7, 25, 33.3, 49, 66, 99, 131, 166.6 y 200 mM. Se colocaron 12 semillas de una misma
variedad por concentracion. Finalmente, las semillas fueron incubadas a 28°C durante 5 dias
(Gonzélez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996; Kader, 2005). El registro se hizo, antes,
durante y hasta el final de la germinacion. Se evalud el porcentaje de germinacion, velocidad
media de germinacion, tiempo promedio de germinacion, asi como la longitud de la radicula

y de tallo.
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Figura 25. Ensayo de germinacion en curso.

3.1.6.2. Ensayo de nodulacién.

La afectacion de la interaccién rizobia-leguminosa, es principalmente alterada por el
estrés salino es, lo cual, se hace evidente por la ausencia de nédulos en los pelos radiculares
de la planta. Asi que, en este experimento, se quiso precisar el efecto de la salinidad en la
interaccion de la mutante sensible a sal de la cepa silvestre Ensifer aridi LEM451 y plantas
de frijol comdn.

3.1.6.2.1. Seleccion, desinfeccion y germinacion de semillas.

Al llevar a cabo este procedimiento, ya se habia determinado, mediante el ensayo
anterior qué variedad de frijol y en qué concentracion de NaCl se iba a llevar a cabo la prueba
de nodulacion. Las semillas de la variedad elegida, llevaron el mismo proceso de seleccion
y desinfeccion que en el apartado anterior de germinacién de semillas. En esta ocasion se
utilizaron 72 semillas de Phaseolus vulgaris, pero en este caso, la mitad de semillas se
germinaron en placas con agar agua al 0.7 % y la otra mitad, en placas con agar agua al 0.7

% adicionadas con la concentracion de NaCl determinada en el ensayo de germinacion.

El ensayo se estructurd de la siguiente manera:

Tabla 8. Tratamientos utilizados para el disefio experimental del ensayo invernadero en tubos (elaboracion

propia).
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CLAVE

CSIN
Q 451SIN
Z
Z
@ MutSIN
CNacCl
@ 451NaCl
Z
Z
@]
© MutNaCl

TRATAMIENTO

Sin inocular (control negativo)

Inoculada con Ensifer aridi
LEMA451 (control positivo)

Inoculada con mutante sensible

Sin inocular (control negativo)

Inoculada con Ensifer aridi

LEMA451 (control positivo)

Inoculada con mutante sensible

CANTIDAD

12 semillas

12 semillas

12 semillas

12 semillas

12 semillas

12 semillas

Para realizar este procedimiento, se utilizaron tubos de ensayo de vidrio de 200x25

mm, 36 de los cuales se les agreg6 75 ml de medio Jensen libre de nitrégeno y a los restantes,

75 ml de medio Jensen libre de nitrégeno adicionado con NaCl en la concentracion que

resulté elegida en el ensayo de nodulacion. Todo material y reactivos se utilizaron en

condiciones estériles. Después de germinadas las semillas de frijol, cada una de ellas fue

trasplantada a cada uno de los tubos con la solucién indicada. Los tubos fueron tapados con

papel aluminio, el cual solo tenia un pequefio orificio por el cual se introdujeron las radiculas

de las semillas germinadas, para que de esta manera, Gnicamente la raiz quedara en contacto

directo con la solucién del tubo. Asimismo, las gradillas que soportaban los tubos fueron

forradas con una cubierta plastica de color negro, con el objetivo de impedir que la luz

incidiera sobre las raices y esto contribuyera a producir mas estrés sobre las plantas e

interfiriera con los resultados.

3.1.6.2.2. Inoculacién, mantenimiento y evaluacion de plantas.
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Para la preparacion de los cultivos con los cuales fueron inoculadas las leguminosas,
primero, las cepas silvestre y mutante fueron sembradas en placas con medio TY y TY con
NaCl en la concentracion designada en el ensayo de germinacion, se incubaron durante 24h
a 30°C Posteriormente, las colonias de rizobia fueron disueltas en medio TY (liquido) y TY
adicionado con la concentracién de NaCl que se us6 anteriormente en la siembra en placa;
con agitacion constante e incubadas a 30°C hasta que el crecimiento bacteriano de los
cultivos tuviera una la densidad 6ptica de 0.8 (1X108 UFC). Con un mililitro de estos cultivos
(de cada cepa), se inocularon cada una de las semillas. Finalmente, las plantas fueron
incubadas a 20°C con un ciclo de luz/obscuridad de 16 h y 8 h, respectivamente. (Knight et
al., 1986), y el nivel de liquido en los tubos fue revisado diariamente a lo largo de
aproximadamente 30 dias con la finalidad de resurtir el liquido que fuera necesario en cada

Caso.

Los parametros que se evaluaron de las plantas fueron longitud, peso fresco de tallo

y raiz; y numero de nodulos.
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CAPITULO 4

4.1. Resultados y discusion

4.1.1. Amplificacion, concatenacion y andlisis de secuencias multilocus (MLSA) de
los genes 16SsRNA, atpD, dnakK, gInA, gyrB, recA, rpoB, thrC.

La longitud de los fragmentos amplificados para cada gen, fueron: atpD, 500 pb; dnaK,
900 pb; glnA, ginll, 500 pb; 600 pb; gyrB, 700 pb; recA, 500 pb; rpoB, 900 pb; 16SsSRNA,
1500 pb y thrC, 600 pb. Estos fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1%,
posteriormente, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y revelados bajo luz UV. El
tamafio de dichos fragmentos se determind usando el marcador molecular de 1Kb

GeneRuler™ (Fermentas™),

Figura 27. Visualizacion de los fragmentos de los genes ginll (a) y gyrB (b).
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Figura 28. Visualizacion de los fragmentos de los genes recA (a) y rpoB (b).

Figura 29. Visualizacion de los fragmentos de los genes 16SsRNA (a) y thrC (b).

Figura 30. Visualizacion de los fragmentos del gen glnA.

Las secuencias fueron corroboradas comparandolas con sus correspondientes
cromatogramas; fueron empalmadas las secuencas forward y reverse para obtener una tnica
secuencia, la cual se compar6 mediante un alineamiento BLAST, con las secuencias que se

encuentran en la base de datos del NCBI.

Aunque se hicieron analisis individuales para cada gen, la finalidad de éste fue

realizar la concatenacion de los fragmentos de los nueve genes, de esta manera, se unifica la
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topologia resultante de cada uno de los genes por separado, se obtiene una mejor resolucion
de las relaciones. La adicion de genes a un grupo de datos mediante la concatenacion,

incrementa el nimero absoluto de cambios evolutivos y hace posible inferir estos con mayor

precision.
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Figura 31. Arbol filogenético concatenado generado mediante el algoritmo Maximum likelihood,
basado en las secuencias parciales de los genes 16SsRNA, atpD, dnaK, gInA, gyrB, recA, rpoB, thrC (5326
nucledtidos). La significancia de cada rama se muestra por valores resultantes de un bootstrap de 1500 (sélo

se muestran valores mayores al 70%). Barra de escala indica 5% de sustitucion por sitio.
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Como se observa en el arbol filogenético concatenado de la figura 31, el grupo de las

cepas de Ensifer aridi mexicanas, se mantienen agrupadas en un taxon bien definido y

separado del resto de cepas de Ensifer; excepto en el caso de la cepa LEM456, ya que esta

fue designada como perteneciente a la especie meliloti.
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Figura 32. Arbol filogenético generado por el algoritmo Maximum Likelihood del fragmento del gen
16SsRNA, que muestra las relaciones evolutivas entre las cepas de Ensifer aisladas de nédulos de Phaseolus
filiformis (en negritas). El anélisis se baso en la alineacion de 1229 nucledtidos. La significancia de cada rama
se indica mediante el valor del bootstrap de 500 repeticiones (solo se indican valores superiores al 50%).
Barra de escala indica 5% de sustitucion por sitio.

El arbol de la figura 32, mostré que los aislados de P. filiformis pertenecen al género

Ensifer y se agruparon en tres clusters. La mayor parte de las secuencias parciales del gen
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16SsRNA mostraron similitudes elevadas con respecto a las de las cepas Ensifer que fueron
recuperadas de los desiertos de Thar y de Merzouga que describieron Le-Quéré vy
colaboradores (2017); y para las cuales se propuso nombrarlas como Ensifer aridi. Incluso,

en la base de datos gendmicos de este estudio, se incluyeron a las cepas LEM451 y LEM457.
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Figura 33. Arbol filogenético generado por el algoritmo Maximum Likelihood de los fragmentos de los genes
atpD-recA-gInll, que muestra las relaciones evolutivas entre las cepas de Ensifer aisladas de nddulos de
Phaseolus filiformis (en negritas) y las cepas de referencia. El andlisis se basé en la alineacién de 1245

nucledtidos. La significancia de cada rama se indica mediante el valor del bootstrap de 500 repeticiones (solo

se indican valores superiores al 50%). Barra de escala indica 5% de sustitucidn por sitio.

Con la finalidad de resolver mejor la posicidn de las especies de Ensifer dentro de la

clasificacién taxonémica de las mismas, se construy6 un arbol filogenético con las secuencias
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de tres genes, atpD, recA y ginll (figura 33). Se eligieron estos genes ya que se encuentran
en la mayoria de las especies de Ensifer. Ademas, de atpD y recA, se ha reportado que
mantienen congruencia con el del gen 16SsRNA (Gaunt et al., 2001). En el caso de la cepa
LEMA468, aunque en la filogenia obtenida a partir del analisis del gen 16SsSRNA esta proximo
a E. saheli, en el caso de este Gltimo arbol, se aleja un poco de ella y se mantiene en el clado

de las cepas de E. aridi.

Para el caso de la cepa LEM456, igualmente se mantienen alejada del resto del grupo de
Ensifer aridi y se coloca dentro del grupo de E. meliloti.
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Figura 34. Arbol filogenético generado por el algoritmo Maximum Likelihood de los fragmentos de los genes

atpD-ginll-recA-gyrB-rpoB-thrC, que muestra las relaciones evolutivas entre las cepas de Ensifer aisladas de

nodulos de Phaseolus filiformis (en negritas) y las cepas de referencia. El analisis se basé en la alineacion de

3213 nucledtidos. La significancia de cada rama se indica mediante el valor del bootstrap de 500 repeticiones
(solo se indican valores superiores al 50%). Barra de escala indica 2% de sustitucion por sitio.
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Asimismo, se generd un arbol filogenético partiendo del alineamiento obtenido de la
concatenacion de seis genes (recA, atpD, gyrB, rpoB, ginll y thrC) de las cepas de estudio,
en comparacion con las cepas de Ensifer mas cercanas. Se observé que para la rama de este
grupo de cepas, posee un valor de bootstrap de 100% (comparten identidad del 98%.9 al
99.9%) vy, que en el caso de la cepa LEM456, se mantiene dentro del clado de E. meliloti
(comparten identidad del 97.5% al 99.3%).

4.1.2. Amplificacion y andlisis filogenético de los genes nodC (N-acetil-glucosaminil-
transferasa) y nifH (dinitrogenasa reductasa).

Para el gen nodC se logré amplificar un fragmento de 900 pb, mientras que para el
gen nifH, se amplifico un fragmento de 700 pb. El tamafio de dichos fragmentos se determind
usando el marcador molecular de 1Kb GeneRuler™ (Fermentas™), como se muestra en las

imagenes de la figura 35.

Figura 35. Fotografia que muestra algunos de los productos de la amplificacion y purificacién de los
fragmentos de los genes nodC (derecha) y nifH (izquierda).

Una vez obtenidos los cromatogramas (figura 27), las secuencias forward y reverse
fueron empalmadas y finalmente se obtuvo una sola secuencia de cada amplificacion para

cada cepa de Ensifer aridi analizada.
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Figura 36. Cromatograma del fragmento de nodC de la cepa Ensifer aridi LEM453 (secuencia reverse).

Para realizar el andlisis filogenético de las secuencias, se hizo uso de diferentes
programas computacionales y que fueron mencionados en el apartado de metodologia. Asi
mismo, para hacer el analisis comparativo de las cepas de Ensifer aridi (Phaseolus filiformis),
se utilizaron otras secuencias (referencia) que se encuentran en la base de datos del NCBI y

cuyo numero de acceso se muestran en el anexo 2.

Como puede observarse en el arbol siguiente, el cluster de las cepas de Ensifer aridi
LEM se encuentran vecinas a las cepas de Ensifer sp. (CHU2, STA2, STAL, CHU1y ATQ1).
Estas cepas fueron aisladas de Vachellia macracantha (Acacia macracantha), de suelos de
distintas regiones de Peru, con valores de pH y salinidad entre neutro y ligeramente alcalinos
y salinos (Cordero et al., 2016). Resalta que las zonas de las que fueron aisladas las cepas
peruanas, son regiones calidas, semiaridas y desérticas; similares a aquellas de donde fueron
aisladas las cepas de Ensifer aridi LEM. Asi mismo, las cepas de Ensifer sp. (SCAU213 y
SCAU191) también fueron aisladas de plantas (Leucaena leucocephala) que se cosecharon

en zonas aridas y deseérticas de la region de Panxi, Sichuan en China (Xu et al., 2013).
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Figura 37. Arbol filogenético generado mediante el algoritmo Maximum likelihood, basado en las secuencias
parciales del gen nodC. Muestra las relaciones evolutivas entre las cepas de Ensifer aridi aisladas de
Phaseolus filiformis en Baja California sur (recuadro en negritas) y otras cepas seleccionadas de la base de
datos del NCBI. El analisis se basé en el alineamiento de 722 nucle6tidos. En las bases de las ramas se
muestran los valores de boostrap (solo se muestran los valores mayores de 50%), el cual se realiz6 con un

valor de 500 réplicas.
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Figura 29. Arbol filogenético generado mediante el algoritmo Maximum likelihood, basado en las secuencias
parciales del gen nifH. Muestra las relaciones evolutivas entre las cepas de Ensifer aridi aisladas de Phaseolus
filiformis en Baja California sur (recuadro en negritas) y otras cepas seleccionadas de la base de datos del
NCBI. El analisis se basé en el alineamiento de 652 nucledtidos. En las bases de las ramas se muestran los
valores de boostrap (solo se muestran los valores mayores de 50%), el cual se realiz6 con un valor de 500

réplicas.

Como se observa en el arbol filogenético del gen nifH, las cepas de Ensifer aridi
LEM, de manera similar al arbol del gen nodC, se mantienen en la vecindad de cepas de

Ensifer originarias de plantas que habitualmente se encuentran en zonas geograficas
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desérticas y/o semiaridas y/o aridas (Xu et al., 2013; Cordero et al., 2016). Sin embargo, en
este caso, también se sitlan proximas cepas de Ensifer americanum, las cuales fueron
aisladas de nddulos de Acacia acatlensis, planta oriunda de suelos de México, también de
regiones semidridas (Toledo et al., 2003). Aunque no comparten el mismo hospedero, estas
leguminosas y sus simbiontes guardan estrecha relacion en sus caracteristicas de habitat.
Finalmente, la alta similitud entre las secuencias de estos genes simbi6ticos que se encuentran
en la rizobia de P. filiformis, sugiere que estos genes tienen el mismo origen y divergieron

recientemente.

4.1.3. Rango de hospedero.

De las siete leguminosas probadas para este experimento, Unicamente las plantas de
Phaseolus vulgaris (variedades vaquita y alubia) fueron noduladas por las cepas de Ensifer

aridi, como se muestra en la siguiente grafica.

Cantidad de nodulos
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LEGUMINOSA
Figura 38. Gréfica en la que se observa la cantidad de nédulos producidos par las cepas de Ensifer aridi LEM

en diferentes leguminosas probadas.

Es importante resaltar la diferencia que hay entre la cantidad de nddulos de la variedad

alubia y vaquita. Aparentemente, existe una mayor afinidad en la interaccion E. aridi y la
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variedad vaquita. La diferencia entre variedades también ha sido reportada con anterioridad
(Asfaw, 2011; Campos et al., 2011) y, finalmente, también pudimos comprobarlo.

De trabajos anteriores (Cuéllar-Sanchez, 2011, Rocha, 2012 y Medina, 2014), ya se
habia reportado que las cepas de Ensifer aridi eran capaces de establecer simbiosis con
plantas de Phaseolus vulgaris, esto a pesar de que son simbiontes naturales de Phaseolus
filiformis. Sin embargo Cuéllar-Sanchez, report6 que la cepa E. aridi LEM457 posee una alta
capacidad nodulante en P.vulgaris, caso contrario al que Rocha (2012) y Medina (2014)
reportaron con sus ensayos a través de la cepa E. aridi LEM451, ya que esta mostré tener
una capacidad infectiva muy baja.

Los resultados de este ensayo corresponden con los obtenidos del analisis de las
secuencias del gen nodC, ya que al realizar el anélisis de BLASTN, entre las secuencias que
presentan homologia con las secuencias de nodC de E. aridi se encuentran simbiontes
habituales de Phaseolus vulgaris. Se muestra a Rhizobium etli (simbionte natural de frijol
comun en suelos de América), Rhizobium phaseoli (algunas cepas de R. etli fueron
reclasificadas como R. phaseoli) y a Rhizobium leguminosarum (simbionte de P. vulgaris,

principalmente en suelos Europeos).

4.1.4. Antibioticos, fuentes de carbono y medios.

Para identificar la cepa que seria la donadora del transposon, primero se realizd un

antibiograma y se calculé la CMI para la cepa silvestre.
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Tabla 9. CMI de la cepa Ensifer aridi LEM451, donde se representa el crecimiento bacteriano con v/, y el no

crecimiento con %, a 24 y 48 horas (elaboracion propia).

ANTIBIOTICOS
24 HORAS 48 HORAS
Km Sm Spc Tc Cm Gm Km Sm Spc Tc Cm Gm

o o o o o o o o o o o o

1= 1S 1S 1S 1S = = 1= 1= 1= 1= =
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o 75 7o) — — 7o) 7o) [Te) —
oV oV o X uw X n VY s x oV oV oV X 5 YV X
— — — N o~ N — — — [9V] (9V] [9V]
o v o vV o X x v x g v o v o v x v X
N N N Te) Te) Te) N N N Te) [Te) o)
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< < < — — — < < < — — —
o \/ o \/ o x o x o x o 5 o \/ o ‘/ o x o x o x o £
© © © N N N [o0] [o0] [e6] N N N
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— — — < < < — — — < < <
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Por la sensibilidad a gentamicina observada en la tabla de la cepa silvestre, se eligio
como donadora del transposon a E. coli S17.1 pUT-mini-Tn5-Gm. Para esta cepa también se
hizo un antibiograma y se calculé la CMI, usando los mismos antibidticos y las mismas

concentraciones de los mismos, que se emplearon para la cepa silvestre.
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Tabla 10. CMI de la cepa E. coli S17.1 pUT-mini-Tn5-Gm, donde se representa el crecimiento bacteriano con

v/, y el no crecimiento con x, a 24 y 48 horas (elaboracién propia).

ANTIBIOTICOS
24 HORAS 48 HORAS
Km Sm Spc Tc Cm Gm Km Sm Spc Tc Cm Gm
o o o o o o o o o o o o
1= 1S 1S 1S 1S = = 1= 1= 1= 1= =
2 2 2 2 2 2 2 2 2 K & K
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Una vez obtenidos estos resultados, se analizaron diferentes fuentes de carbono y
medios de cultivo con la finalidad de determinar, cual de todos ellos seria el mas conveniente
para disefiar el medio de seleccion de las cepas transconjugantes, ya que se buscaba que dicho
medio Unicamente permitiera el desarrollo de éstas y a la vez inhibiera el crecimiento de las
cepas donadora y receptora, de la conjugacion biparental. En la siguiente tabla se muestran

los resultados de estas pruebas:
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Tabla 11. Se indica el resultado del ensayo de las diferentes fuentes y medios de cultivos probados para la
eleccion del medio de seleccidn de las transconjugantes (elaboracién propia).

Crecimiento bacteriano
Ensifer aridi LEM451  E. coli S17.1 pUT mini-Tn5-Gm

MMK + FUENTE DE CARBONO

Maltosa Si Si
Succinato Si Si
Sacarosa Si Si
Lactosa Si Si
Malato Si Si
Glucosa Si Si
Lactato Si Si
Acetato Si Si
Acido glutamico Si Si
Acido malico Si Si
MEDIOS DE CULTIVO

Triptona-Extracto de levadura (TY) Si Si
Rojo de fenol y Manitol (RFM) Si Si
Medio minimo AB (MMAB) Si Si
Medio M9-Citrato No No
Extracto de levadura y Manitol (YMA) Si Si

Figura 39. Placas Petri con diferentes medios de cultivo probados para seleccionar el medio més conveniente

para la seleccion de las mutantes.
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Finalmente, se eligi6 como medio de seleccion al agar TYRF (Triptona-Extracto de
levadura-Rojo de Fenol-Gm (10 pg/ml)-Km (20 pg/ml); rojo de fenol (0.018 g/L). En este
medio, las mutantes crecen en 24 h y muestran una coloracion tenuamente rosadas. Mientras
que las cepas Ensifer aridi LEM451 y E. coli S17.1, no crecen debido a la presencia de
antibidticos que las inhiben.

Figura 40. Mutantes de interés seleccionadas en una placa Petri con agar TYRF-Gm-Km.

El plasmido utilizado para la conjugacion biparental (pUT-mini-Tn5-Gm), tambien
contiene un cassette de resistencia a ampicilina (Ap), el cual se encuentra en un vector Apir
dependiente, es decir, si la cepa a la que se transfiere el plasmido no produce la proteina Apir,
éste entonces se convierte en un vector suicida. Esta caracteristica nos fue de utilidad porque
con ello pudimos asegurar que la transposicion solo se habia efectuado una sola vez. En el
caso de la cepa silvestre, no produce la proteina Apir, por lo que en una segunda generacion
de mutantes, el pldsmido no serd capaz de conservarse en el microorganismo y seran
incapaces de sobrevivir en presencia de ampicilina. Asi pues, a la par que las mutantes se
cultivaron en medio TYRF-Gm-Km, también se sembraron en medio TY-Ap (100 pg/ml).
Lo que esperabamos era que las mutantes fueran capaces de crecer en el medio de seleccidn,
pero no en el medio de contraseleccidn. Si alguna de ellas hubiese crecido en el medio con
Ap, habria entonces sido descartada como candidata a formar parte de la mutateca. En todas
las conjugaciones realizadas en este proyecto, ninguna de las cepas mutantes seleccionadas

fue capaz de crecer en el medio de contraseleccién (Figura 34).
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Figura 41. Siembra de mutantes en medio de seleccion TYRF-Gm-Km (crecen) (A) y de contraseleccion TY-

Ap (no crecen) (B).

De este experimento pudimos concluir que ambos medios (seleccion y
contraseleccion) fueron altamente eficaces, pues de las decenas de pruebas realizadas, en

ninguno de los casos, se aislo una cepa que tuviera un comportamiento anormal a lo esperado.

4.1.5. Conjugacion biparental y tasa de mutacion.

Después de muchos intentos para llevar a cabo la conjugacion bacteriana, finalmente
se logré culminar exitosamente, el plasmido empleado en la conjugacion (pUT-mini-Tn5-
Gm), es practico en su uso y eficaz, aunque en nuestro modelo, el rendimiento fue
relativamente bajo, en los primeros ensayos se obtuvieron alrededor de 25-35 cepas mutantes
por ensayo, sin embargo, a lo largo del proyecto, y después de diversos ensayos se logro
generar de 50 a 60 cepas mutantes por ensayo. Al hacerse el calculo de la frecuencia de

transposicion de este proceso, se determind que es de 3 x 1073,

4.1.6. Construccién de una mutateca (por transposicion insercional) de la cepa
Ensifer aridi LEM451.

Segun la ecuacién de Clarke y Carbon (1976), para tener el 99% de probabilidad de
encontrar un gen con la caracteristica deseada para este proyecto (sensibilidad a salinidad),

la cantidad de mutantes que debia conformar la mutateca, deberia ser de 30,851 mutantes.
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Sin embargo, con la cantidad de mutantes con la que construimos la banca (6400), fue
suficiente para poder conseguir mutantes que presentaran el fenotipo deseado para este
proyecto, es decir, que se mostraran afectadas en cuanto a su crecimiento bajo estrés salino.
Esta banca se encuentra resguardada en placas multipozos, dentro del cepario del Laboratorio
de Ecologia Molecular del Centro en Investigaciones Microbiol6gicas-ICUAP-BUAP.

_ In(1-P)
~ In(1-9/)
Donde:
N = Cantidad de mutantes.
P = Probabilidad de encontrar el gen deseado.
a = Tamario de los fragmentos.
b = Tamafio del genoma (6.7 Mb).

Figura 42. Una de las cajas multipozos en las que se encuentra resguardada la mutateca.

4.1.7. Prueba de tolerancia a la salinidad de las mutantes.

4.1.7.1. Evaluacién cualitativa y cuantitativa de las mutantes sensibles a salinidad.

La prueba cualitativa se hizo de manera masiva y por medio de improntas de las cepas
mutantes en caldo de cultivo que se encontraban en placas multipozos hacia placas Petri
rectangulares mediante el uso de un replicador. Se probaron en medio TY adicionado con

100, 200 y 300 mM de NaCl. Después de la incubacién, como se menciond en el apartado de
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metodologia, se hizo mediante observaciones bajo el microscopio estereoscopico a 2X 'y 4X,

para examinar con mayor detalle el crecimiento colonial de las mutantes en dichos medios.

Figura 43. Imagen que muestra el crecimiento de las muantes de la caja 044 en medio TY sin y con NaCl (0.2
y 0.3 mM).

Figura 44. Se muestra la placa 001 que fue improntada con mutantes de Ensifer aridi LEM451 en medio TY

sin NaCl (izquierda) y con 300 mM de NaCl (derecha). El crecimiento registrado en las imégenes fue de 24 h.
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Figura 45. Imagenes resultantes de la observacion al estereoscopio (4X) de la mutante 038E6 en medio TY
sin sal (izquierda) y en TY con 300 mM de NaCl (derecha). Nétese la reduccion de la produccion de

exopolisacarido. El crecimiento registrado en las imagenes fue de 24 h.

Ensifer aridi
—  LEM451

Figura 46. Placa de TY con 300 mM de NaCl (48-36 h) que muestra el crecimiento de algunas mutantes y a
Ensifer aridi LEM451 (derecha). En los recuadros, se observé a detalle, el crecimiento de algunas de las
mutantes sefialadas con circulos azules en la placa de la derecha. Se observé que en realidad no hubo

inhibicién de crecimiento, solo se cambios en la produccién de exopolisacarido.

Agquellas que mostraron menor cantidad de exopolisacarido con respecto a la cepa
silvestre, se consideraron como sensibles a salinidad (Bruning y Rozema, 2013, Lloret et al.,
1995; Lloret et al., 1998; Soussi et al., 2001; Zahran, 1999). Como resultado de esto, se

obtuvieron 54 cepas candidatas, las cuales se mencionan a continuacion:
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Tabla 12. Mutantes de Ensifer aridi LEM451 que mostraron resistencia disminuida ante salinidad (hasta 300
mM), en la prueba cualitativa (elaboracion propia).
027B6 037F5 027B8 029D4 027B7 003H1 062H3 059A7 058F9

035G11 038E6 041G1 030A12 045E2 054H1 062H8 062F3 062D3
043C12 035H1 033A1 041G12  030B10 046G5 055H2 063E10 063H8
043H1 027D11 033B1 043A1 032B7 003A1 056G11 054G1 056G11
043H2 036B12  034A12 029A1 033E12 003A6 057D1 062H1 057D1

044A1 037F3 036A12  029H12 035H2 003D11  060D10 054H2 059E1

Después, estas 54 cepas se sembraron por estriado en placas Petri con medio TY
adicionado con NaCl en 100, 200 y 300 mM (figura 39) para corroborar su comportamiento
bajo estrés salino con respecto de Ensifer aridi LEM451. De este ensayo se obtuvieron 5

cepas candidatas, y fueron:

Tabla 13. Se enlistan las mutantes sensibles a NaCl y la concentracidn a la cual presentaron este
comportamiento. Estas cepas fueron evaluadas en la prueba cuantitativa (elaboracion propia).

Mutantes NaCl (mM)
candidatas
003A6 300
003H1 300
003D11 200 y 300
036B12 300
041G1 200 y 300
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Figura 47.Imagen que resalta el comportamiento de las mutantes 036-B12 y 038-E6 (en algunos de los

diferentes medios de cultivo utilizados), sensibles a salinidad.

La evaluacién cuantitativa se hizo mediante un ensayo drop-plate, cuantificando el
crecimiento bacteriano de las mutantes seleccionadas en la prueba anterior, en placas de
medio TY con las siguientes concentraciones de NaCl: 100, 200, 300, 400, 450 mM y
también sin NaCl (control). El conteo de las UFC’s se hizo a lo largo de 5 dias (Wei et al.,
2004), se decidio hacer el registro de las UFC’s hasta este dia ya que, se ha reportado que el
estrés salino, también retrasa el crecimiento bacteriano, y efectivamente, ese fue un

comportamiento que se observo en este proceso.
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Figura 48.Placa con TYRF-Gm-Km y 400 mM de NacCl, durante la prueba de drop-plate, de las mutantes
003D11 y 003H1 (Cortesia D. C. Efrén Rodriguez-Angel, 2016).

Después de realizar la cuantificacion de las UFC’s para Ensifer aridi LEM451, se
determind que su fase exponencial, para fines practicos, se presenta cuando alcanza la
densidad 6ptica de entre 0.40-.055 a 600 nm (partiendo de un cultivo ajustado auna D. O. de
0.05 a 600 nm), y que su tiempo de generacion es de aproximadamente 3 h'y 10 min.

Curva de crecimiento de Ensifer aridi LEM451
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Figura 49.Grafico que muestra la curva de crecimiento de Ensifer aridi LEM451.
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Cuantificacion de la cepa silvestre y las
mutantes en medio TY

Cuantificacion de la cepa silvestre y las
mutantes en medio TY a
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Figura 50.Graficas que muestran las curvas de crecimiento de Ensifer aridi LEM451 y las mutantes sensibles
a NaCl seleccionadas de la prueba cualitativa, en condiciones sin y con salinidad (100, 200, 300, 300, 400 y
450 mM).

En las gréaficas anteriores se puede observar el comportamiento de las mutantes en
comparacion con la cepa silvestre, bajo estrés salino en concentraciones crecientes desde 0-
450 mM. Dogra y colaboradores en 2013, reportaron la generaciébn de mutantes de
Mesorhizobium ciceri Cal81 sensibles a sal, ellos las pusieron a prueba en 100 mM y varias
de sus mutantes presentaron reduccion considerable en su halotolerancia, en el caso de las
mutantes de E. aridi LEM451, mostraron un rezago significativo en su crecimiento, como se

observa en la gréfica, cuando se someten a 200 mM de NaCl, en todas las mutantes se observa
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crecimiento hasta un dia después en comparacion con la cepa silvestre e incluso, es en esta

concentracion en donde la disminucion de las UFCs comienza a ser mas notoria.

Cuando se siembran con 300 mM de NaCl, la disminucion de las UFC’s al final del
intervalo de tiempo en el que fueron evaluadas, es notable, como se reporté en 2012 (Rocha,
2012), incluso el crecimiento de LEM451 se ve afectado negativamente por el estrés salino.
Unicamente la mutante 036B12, es la que persiste de todas las mutantes ensayadas, no
obstante, su crecimiento también se ve rezagado aln mas, pues este se hace notorio hasta el

tercer dia después de su siembra.

En el caso de las dos Ultimas graficas, lo que se observa es una inhibicion del
crecimiento de todas las mutantes, el Gnico crecimiento observable es el de la cepa silvestre,
que aunque las UFC’s estan disminuidas (en la orden de 10°), persiste. Lo que nos indica que
las regiones genomicas que fueron interrumpidas en las mutantes, son necesarias para la
supervivencia de las mismas en concentraciones de NaCl desde 300 mM. Probablemente, al
tener suprimido un mecanismo que la bacteria utiliza para soportar el estres, en dicha
concentracion, éstos tal vez ya no son funcionales y finalmente, las bacterias sucumben ante

esta tension.

4.1.8. Amplificacion del gen gentamicina 3-N-acetiltransferasa (accC1) en las cepas

mutantes.

Con la finalidad de comprobar que las mutantes sensibles a salinidad, en realidad lo
eran debido a un evento de trasposicion y no a un evento fortuito y espontaneo, se determind
amplificar el cassette de resistencia a Gm que el plasmido transferido a las transconjugantes.
Para esto primero se realizo el disefio de un juego de cebadores mediante el programa
Primerselect de la paqueteria Lasergene™. Mediante un primer analisis bioinformatico, se
determin6 que el gen que se incluye en el plasmido, es de 531 pb, asi que se pretendid

amplificar la mayor parte de él.
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Las secuencias de los cebadores fueron las siguientes:

accCIF (5°-TCC ATG CGG GCT GCT CTT GAT-3")
accCIR (5’-ACC TGG CGG CGT TGT GAC-3")

Se obtuvo un fragmento de 491 pb. El perfil de temperaturas para llevar a cabo la

PCR, fue el siguiente:

5’ 96°C

30” 94°C

307 57°C } 30 ciclos
1’ 72°C

4> 72°C

o0 20°C

Ensifer aridi LEMA51

491pb

I

Figura 51.Fotografia de la amplificacion del gen accC1 en algunas mutantes sensibles a sal. Se utilizaron
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como control negativo a la cepa silvestre y como control positivo al plasmido pUT-miniTn5-Gm y a la cepa
donadora del mismo. A la derecha se muestra en un diagrama, la region amplificada de dicho gen (491 pb).
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Se hizo un andlisis bioinforméatico, para predecir los cortes que la enzima de
restriccion Hinfl haria en el fragmento que habiamos amplificado del cassette de gentamicina,
se determind que esta enzima generaria dos fragmentos, uno de 350 pb y otro de 141 pb.
Después de realizar la digestion de este producto de PCR, se revelaron en un gel de agarosa
(al 1%), dichos fragmentos, con lo cual, con lo cual, pudimos corroborar que el fragmento
amplificado en el proceso anterior, efectivamente se trataba del cassette de gentamicina del

transposon.
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Figura 52. Fotografia del gel agarosa que muestra los productos de la digestion del casssette de gentamicina

por Hinfl.

Estas pruebas, en primera instancia, podrian parecer innecesarias, sin embargo, fueron
pensadas y disefiadas con la intencion de evitar una posible contaminacion o bien, de tratar
con mutantes espontaneas; ya que al manipular una cantidad grande de mutantes, esta

situacion se planteé como muy probable.

4.1.9. Amplificacion del gen 16S rRNA y ARDRA y amplificacion del gen rpoB y
RFLP.

Como primer paso de este proceso, se hizo un analisis bioinformatico para determinar
cuantos cortes y de qué tamafio se producirian estos mismos si se digerian los fragmentos

amplificados de los genes 16S rRNA y rpoB. Se utiliz6 como control a la cepa silvestre y a
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las cepas E. coli S17.1 pUT mini-Tn5-Gm. Lo que se observo al revelar los geles de agarosa,
fue lo mismo que se predijo en el andlisis bioinformatico. El perfil de las cepas mutantes
debia ser igual al de la cepa silvestre y diferente de la E. coli.

aridi 1LEM45]

Figura 53. Fotografia del gel de agarosa donde se revelaron los fragmentos productos de la digestion de los
genes 16SrRNA y rpoB con las enzimas Alul y Hinfl de las cepas silvestre, E. coli S17.1 y mutantes sensibles

asal.

Como se puede observar en la fotografia anterior, las mutantes efectivamente, fueron
generadas a partir de LEM451, pues tanto el perfil de ARDRA y de RFLP de las mutantes y
la cepa silvestre, fueron los mismos. La finalidad de estas pruebas fue asegurarnos de que en
todo momento se conservaban las cepas apropiadas y no alguna generada por

contaminaciones cruzadas.
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4.1.10. Analisis bioinformético e identificacion de la regién interrumpida por el
transposon en el genoma de las mutantes sensibles a sal.

La AP-PCR para identificar la region interrumpida por el transposén, se realiz6 en
las mutantes 003A6, 003H1, 003D11, 036B12 y 041G1. Después de multiples intentos para
amplificar la region de interés, inicamente se logré en la mutante 003A6.
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Klebsielia sp.

Figura 54. Fotografia de los productos de la AP-PCR de cepas mutantes sensibles a salinidad. Se empled
como control negativo, una muestra sin ADN molde y como control positivo a una cepa de Klebsiella sp. que,
en los estudios de Rodriguez-Andrade (2014, datos no publicados); ya se habia reportado como una cepa a la

en la cual si se habia podido amplificar la misma region “O” que posee el transposdn usado en nuestras

mutantes. Agradecemos al M. C. Osvaldo Rodriguez Andrade por proporcionarnos dicha cepa.

Como se puede observar en la imagen anterior, se obtuvo un producto de PCR de
aproximadamente 250 pb para la cepa silvestre, esto no debio ser buena sefial, pues en la cepa
silvestre no se encontraba ningun transposon insertado, asimismo, en las otras mutantes
(excepto 003A6), mostraron una banda similar a la que presentd la cepa silvestre, por lo que
supusimos que no se habia logrado amplificar la regién de interés sino que los cebadores,
probablemente se habian apareado entre si o bien, que habian logrado amplificar una region
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homdloga a estos. Sin embargo, con la mutante 003A6, si se logré amplificar un producto de
aproximadamente 500 pb. Todas las bandas resultantes se enviaron al laboratorio de servicios

gendmicos “Langebio” del CINVESTAV para su secuenciacion.

Al hacer el andlisis de la secuencia amplificada, se hizo la bisqueda en la zona
amplificada de la region “O” del pUT, ésta present6 algunas disparidades ya que al tratarse
el inicio de una secuenciacion, generalmente las sefiales tienen ruido y no son muy claras,
esta region se localiz6 aproximadamente, dentro de los primeros 20 nucleétidos de la

secuencia; y a continuacion, se encontrd la region genémica que fue interrumpida por el

transposon
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Figura 55. Cromatograma resultante de la secuencia amplificada del producto de la AP-PCR de la mutante
003A6.
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Figura 56. Diagrama de la region “O” del transposén que fue identificada en la secuencia de la mutante
003A6.

De la mutante 003A6 se obtuvo una secuencia de 422 pb: De dicha secuencia se hizo
la busqueda en el genoma de la cepa E. aridi LEM451 y, efectivamente dicha region
pertenecia a la cepa silvestre. También se hizo otro analisis de la secuencia mediante

BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool [nucleotide-nucleotide]), se identificé que
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pertenecia a una region ubicada en pldsmidos en diversas especies, todas pertenecientes al
género Ensifer (Sinorhizobium).

Del mismo modo, se hizo un analisis con BLASTX (translated nucleotide-protein)
para traducir los nucleétidos a proteinas y compararla con las secuencias registradas en la
base del datos del NCBI, el resultado obtenido fue que la secuencia amplificada de la mutante
003A6, era hombloga a una region que codifica para una permeasa, un transportador tipo
ABC.
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Figura 57. Imagen que muestra el resultado del analisis BLASTX de la secuencia obtenida a partir de AP-
PCR de la mutante 003A6.

Figura 58. Imagen que muestra las puntuaciones de la homologia de la secuencia obtenida a partir de AP-PCR
de la mutante 003A6, por BLASTX.

Se hizo un analisis mas extenso respecto a la region amplificada y las secuencias
vecinas a ésta, se hizo el mismo analisis con otras especies de Ensifer para determinar mas

detalladamente, la zona que habia sido interrumpida por el transposén. En la siguiente figura,
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se muestra un diagrama que representa las regiones contiguas a la secuencia de interés y el

sentido de las mismas.

T T I e Eyisifer fredii HH103

e T T s Eysifer medicae WEMA41D
e — e —-cce C— e e A | Ensifer meliloti 2011

Ensifer meliloti BL223C

Ensifer aridi LENMAS51

| e— > —

—  1302pb >—{ 771pb >1 soph:>-( 1332 ph >— Ensifer medicae W5M419

—lTpr>—{ 771pb > 660 pb :>-1 :>—

S >_‘ 978 pb EEpr Ensifer fredii HH103

_<: 1322 pb )_< 650 pb <?1?pb )—< 1299 pb — Ensifer meliloti 2011
:>_{ 717pb Ensifer aridi LEM451

Figura 59. Diagramas de las secuencias y sentido de los genes vecinos del gen transportador ABC en

1332 ph Ensifer meliloti BL225C

1194 pb

1326 ph

diferentes especies de Ensifer.

Se observé que en todas las especies analizadas, se repetia la misma estructura
genética, asi mismo, se hizo un andlisis bioinforméatico para determinar los posibles
promotores de esas secuencias (anexo 3), se determind que en realidad, se trataba de un

operon de una longitud aproximada de 5056 pb.

Con respecto a la secuencias del resto de las mutantes y de LEM451, se identific que
los fragmentos amplificados en la AP-PCR, correspondian efectivamente, a una region
dentro del genoma de E. aridi LEM451 que presuntamente codifica para una metalo-beta-
lactamasa. Estas secuencias son exactamente las mismas en el resto de las mutantes (anexo
6).
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4.1.11. Germinacién de variedades de frijol bajo estrés salino.

La interaccion rizobia-leguminosa, es afectada directamente por la salinidad. En todas
las etapas de la nodulacion y de fijacion de nitrégeno se han reportado los efectos que la
misma ejerce sobre ellas. Nuestro principal objetivo de este ensayo fue observar e identificar
los efectos que podrian presentarse entre la interaccion de una mutante sensible a sal con

plantas de Phaseolus vulgaris, bajo estrés salino.

Phaseolus vulgaris se ha reportado como una planta sensible a salinidad, y ademas,
la tolerancia que las diferentes variedades de frijol han mostrado en otros estudios es diferente
entre ellas (Campos et al., 2011), decidimos partir de un ensayo de germinacion de diferentes
variedades de frijol comdn y en diferentes concentraciones de NaCl y con los resultados

obtenidos de este experimento, se disefiaria el ensayo tipo invernadero.

e Porcentaje de germinacion

PG = (N> x 100
=¥,

PG = Porcentaje de germinacion.
N = Numero de semillas germinadas.

Nt = Total de semillas.
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Porcentaje (promedio) de germinacion (por concentracion)
120

l:(o)HwHM[

40

20

0 109 138 16.7 25 333 49 66 99 131 166.6 200
Concentracion de NaCl (mM)

Figura 60. Grafica que representa el porcentaje de germinacion (con base en las diferentes concentraciones de
NaCl).
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Figura 61. Grafica que muestra el porcentaje de germinacion de las semillas (con base en las variedades

empleadas durante el ensayo).

Como se puede observar en las graficas anteriores, la salinidad disminuye
considerablemente el porcentaje de germinacion de las semillas de frijol de las variedades
vaquita, Morelos y flor de mayo; mientras que las variedades mantequilla, y sobre todo, negro

Guanajuato, conservan un porcentaje de germinacién mas uniforme.
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e Velocidad media de germinacion

VMG =}, (%) Semillas germinadas por dia
VMG: Velocidad media de germinacion.

ni = NUmero de semillas germinadas en el total de dias.

ti= Tiempo de germinacién desde la siembra hasta el Gltimo dia de

germinacion.

Velocidad media (promedio) de germinacion (por concentracion)

=
o

semillas/dias
O FRP N W DS 01 O NN 00O ©

0.00 138 167 25 333 49 66 99 131 166.6 200
Concentracion de NaCl (mM)

Figura 62. Gréafico que muestra la VMG de las semillas (con base en las diferentes concentraciones de NaCl

empleadas).
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Velocidad media de germinacion (por variedad)
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Figura 63. Gréafica de la VMG de las variedades de Phaseolus vulgaris empleadas en el ensayo.

De los métodos analiticos determinados en este proyecto (Gonzalez-Zertuche y
Orozco-Segovia, 1996), éste representa la relacion del nimero de semillas germinadas con
el tiempo de germinacion, que en este caso, fueron 5 dias. En el caso de la velocidad media
de germinacion, si hubo diferencia notable entre variedades de frijol, en el caso de las
semillas Morelos, los valores fueron los mas bajos mientras que, la variedad negro

Guanajuato, fue la que obtuvo los valores mas altos y uniformes.
e Tiempo promedio de germinacion

_ Xy x &)

CH) x 100

T = Tiempo promedio de germinacion.
ni = Numero de semillas germinadas por dia.

ti = NUmero de dias desde de la siembra.
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Tiempo promedio de germinacién (por concentracion)
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Figura 64. Grafico que representa el T (tiempo promedio de germinacién).
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Figura 65. Gréfica que muestra el tiempo promedio de germinacion de las variedades de semillas utilizadas en

el ensayo.

Esta medida representa el tiempo promedio de germinacion que necesitan las semillas
para germinar, la variedad a la que le tomé menos tiempo en germinar fue negro Guanajuato,

aungue la diferencia no fue profunda.
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Figura 66. Semillas de frijol variedad negro Guanajuato, al tercer dia del ensayo de germinacién con

diferentes concentraciones de NaCl.

Figura 67. Semillas de frijol variedad mantequilla, al tercer dia del ensayo de germinacion con diferentes

concentraciones de NaCl.
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Figura 68. Semillas de frijol variedad vaquita, al tercer dia del ensayo de germinacion con diferentes

concentraciones de NaCl.

Figura 69. Semillas de frijol variedad Morelos (alubia), al tercer dia del ensayo de germinacidon con diferentes

concentraciones de NaCl.
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Figura 70. Semillas de frijol variedad flor de mayo, al tercer dia del ensayo de germinacion con diferentes

concentraciones de NaCl.

Figura 71. Semillas de frijol variedad negro Guanajuato, después de 5 dias de germinacion con diferentes

concentraciones de NaCl.

Como se puede apreciar en las imagenes y gréaficas anteriores, las semillas de la
variedad negro Guanajuato fueron las que crecieron con mayor uniformidad. Uno de los
contratiempos que se presentaron en todo momento en las semillas de vaquita, mantequilla,

Morelos y flor de mayo fue la presencia de hongos, esto nunca ocurrié con las semillas de
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negro Guanajuato (en las diversas pruebas previas al experimento), incluso, se contempl6
incluir a la variedad peruano (semilla certificada), sin embargo, estas semillas nunca pudieron
germinar sin manifestar la presencia de hongos (evidencia no presentada), por ello es que
fueron descartadas del experimento. Argumentamos que posiblemente, el tiempo de
almacenamiento de las semillas también fue determinante en los resultados de la
germinacion, pues las variedades que habian presentado contaminacion por hongos tenian un
tiempo mucho mayor de almacenamiento (aproximadamente 6 afios) que las de la variedad
negro Guanajuato (1-2 afios), en el caso de las semillas de peruano contaban con incluso, mas

de 6 afios almacenadas.
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Figura 72. Grafica que muestra la longitud de tallos de los germinados, sometidos a diferentes

concentraciones de NaCl.
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Longitud de radicula (por concentracion)
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Figura 73. Gréafica que muestra la radicula de los germinados, sometidos a diferentes concentraciones de
NacCl.

Nuevamente, la variedad negro Guanajuato, presentd6 mayor uniformidad y mayores
longitudes de laradicula en comparacion con el resto de las semillas. Finalmente, se concluyo
que las semillas de la variedad negro Guanajuato serian empleadas para el ensayo en tubo y
utilizando la concentracion de 33.3 mM de NaCl. La concentracion se determind
considerando tres factores, el primero de ellos fue que, como se muestra en la figura 66, los
brotes de Phaseolus vulgaris se ven afectados negativamente de manera significativa con
respecto al desarrollo de la radicula. EI segundo fue que en el porcentaje de germinacion,
33.3 mM fue la concentracion con la cual, las semillas de la variedad elegida se mantuvieron
relativamente constantes y; el tercer factor fue que en la bibliografia de diversos autores y
organismos agricolas, han reportado a Phaseolus vulgaris como un cultivo sensible a la
salinidad, que incluso, en concentracion de 30 mM el rendimiento de esta planta se ve
seriamente afectado reduciéndose alrededor del 34% (Partida-Ruvalcaba, 2006; Can-Chulim

et al., 2014).
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4.1.12. Interaccién de las mutantes de Ensifer aridi LEMA451 sensibles a sal con

plantas de Phaseolus vulgaris, en condiciones de salinidad.

Una vez elegida la variedad de frijol comdn y la concentracion de NaCl, se llevo a
cabo el ensayo de nodulacién en tubo, como se explico en al apartado de metodologia.

Las siguientes imagenes, muestran las evidencias de los resultados del ensayo de la
determinacion de la capacidad infectiva de la mutante 003A6 a plantas de Phaseolus vulgaris

variedad negro Guanajuato sometidas a estrés salino (33.3 mM de NaCl)

Figura 74. Tubos de ensayo con las semillas germinadas (izquierda). Experimento en tubos mostrando plantas

ya con hojas verdaderas (derecha).

Figura 75. Plantas sin estrés salino (izquierda) y con estrés salino (derecha).
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Figura 76. Plantas sin estrés salino (izquierda) y con estrés salino (derecha), nétese la decoloracion de las

hojas en la planta que no fue inoculada, caracteristico en plantas con carencia de nitrégeno.
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Figura 77. Gréfica que muestra las longitudes de tallos y raices de las plantas de Phaseolus vulgaris variedad

negro Guanajuato.
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Con respecto a la longitud de tallos y raices, encontramos que en condiciones no
salinas, las plantas inoculadas con la mutante, no son significativamente diferentes. La

diferencia notoria se evidencid en la longitud de los tallos en condicion no salina y salina.

Figura 78. Raiz de planta inoculada con la cepa silvestre y sin condiciones de salinidad (izquierda). Raices de
plantas inoculadas con la mutante 003A6 y en condiciones de salinidad (derecha). Se observé que las raices
de las plantas sometidas a estrés salino, producen menos raices secundarias, mas cortas y también se

deforman por engrosamiento de las mismas.

Como se observa en la figura 71, las raices de las plantas que crecieron bajo estrés
salino, se deformaron y se engrosaron, ademas de que en algunas zonas tanto de tallo como
de raiz, los tejidos de los mismos presentaban deshidratacion, lo cual influyé en el peso de
ambos.
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Figura 79. Gréafica que muestra los pesos frescos de tallos y raices de las plantas de Phaseolus vulgaris

variedad negro Guanajuato.
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Al hacer los pesajes de tallo y raiz, observamos que el peso de los tallos en condicion
no salina fue mayor que en condicion salina; algo similar sucedié al comparar el peso de los
tallos de las plantas inoculadas con la cepa silvestre con los de la mutante, los inoculados con
E. aridi LEM451 mostraron un peso mayor. Con respecto al peso de raiz, no hallamos

diferencia significativa.
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Figura 80. Representacion gréafica del nimero de nédulos producidos por las plantas de Phaseolus vulgaris

variedad negro Guanajuato.

Antes de cuantificar los nédulos, esperabamos que en la caso de las plantas inoculadas
con la mutante, no los presentaran, sin embargo, al revisar las raices para identificar la
presencia de los mismos, notamos que si habia sido capaz de nodular en ambas condiciones.
Aunque no perdié su capacidad infectiva, si se vio afectada, pues la cantidad de nddulos

fueron menos que los producidos por la cepa silvestre.
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Figura 81. Nodulos producidos por la mutante 003A6 sin estrés salino (A), nédulos producidos por la misma
mutante con estrés salino (C). Nodulo generado por Ensifer aridi LEM451 sin estrés salino (B), nédulo
producido por Ensifer aridi LEM451 con estrés salino (D), en éste Gltimo puede observarse la falta de

coloracién rojiza, lo que puede indicar la ineficiencia del nédulo.

Rocha (2012) y Medina (2014), reportaron que Ensifer aridi LEM451, es una cepa
que no posee alta capacidad infectiva y, presuntivamente, tampoco posee una alta capacidad
de fijacion de nitrégeno, pues en ambos casos, al igual que en este proyecto, se reportd la
presencia de nodulos, a simple vista, blanquecinos. Esto lo observamos en los nddulos

producidos por ambas cepas.

Como se muestra en la figura 74, notamos que la morfologia de los nddulos
producidos por la mutante era diferente con respecto a los nédulos generados por la cepa
silvestre, ya que mientras los ndédulos de LEM451 son determinados y redondeados, los de
la mutante son mas pequefios y amorfos. Dogra y colaboradores (2013), generaron una
mutante en un transportador tipo ABC de Mesorhizobium ciceri Cal81de la cual, también
fue evaluada su capacidad infectiva con plantas de chicharo, y al también reportaron la
formacién de una menor cantidad de nédulos, deformes y mucho mas pequefios que los

producidos por la cepa silvestre.

115|Pagina



La mutacidn en este tipo de transportadores ha sido reportado anteriormente por otros
autores, se ha referido su participacion en la osmorregulacion de rizobia, de otros géneros
bacterianos (Wood, 2011) e incluso, hasta de plantas (Chen et al., 2018). En Ensifer meliloti,
se identifico que el gen exsA, codifica una proteina de un transportador de tipo ABC el cual,
a su vez esta involucrado en la biosintesis de exopolisacarido (Becker et al., 1995), tal vez
esa sea una de las razones posibles por las que la mutante 003A6, mostré el fenotipo de la
diminucién de produccion de exopolisacarido a la vez que se redujo también su
halotolerancia con respecto de la cepa silvestre. Aunado a esta caracteristica, la capacidad de
infeccion de 003A6, se vio afectada por este defecto en la produccion de exopolisacarido
(Battisti et al., 1992; Djordjevic et al., 1987; Sapink, 2000).

La tolerancia a la salinidad, presume ser una red muy compleja de diversos
mecanismos que poseen los organismos (produccion y/o acumulacion de osmolitos y
osmoprotectores, modificaciones de las bombas de protones, cambios en los patrones y
produccién de exopolisacaridos y lipopolisacaridos, formacion de biofilms, entre otros)
(Miller y Wood, 1996; Gouffi et al., 1998, Gouffi et al., 1999, Nogales et al., 2002; Alloing
et al., 2006; Wood, 2011; Bremer y Kramer, 2019. Esto es comprensible y razonable desde

el punto de vista de que todos los seres vivos tenemos la misma finalidad: sobrevivir.
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Capitulo 5

5.1. Conclusiones

De los rizobia aislados de P. filiformis estudiados en este proyecto, una de las cepas
esta relacionada con E. meliloti, mientras que el resto de ellas, se agruparon dentro del clado
de E. aridi.

Las filogenias basadas en genes simbioticos (nodC y nifH) no presentan congruencia
con las que se obtuvieron con las secuencias generadas por los genes housekeeping. Esto

sugiere que el intercambio de estos genes se llevo a cabo mediante transferencia lateral.

La especie bacteriana recién descrita, Ensifer aridi es capaz de nodular plantas de
Phseolus vulagris variedades Morelos (alubia), vaquita y negro Guanajuato; a pesar de haber

sido aislada de Phaseolus filiformis.

Las cepas de Ensifer aridi LEM, mostraron a través de un analisis filogenético de un
fragmento del gen nodC, ser filogenéticamente cercanas a cepas de Ensifer aisladas de
leguminosas localizadas en zonas aridas y semiaridas (Vachellia macracantha, Leucaena
leucocephala y Acacia acatlensis), regiones con caracteristicas similares de las que se

colectaron las plantas de Phaseolus filiformis, de cuyos nodulos fueron aisladas.

Las cepas de Ensifer aridi LEM, mediante el analisis filogenético a partir de
fragmentos de secuencias del gen nifH, se presentaron formando un cluster, que de manera
similar al analisis del gen nodC, fue cercana a cepas de Ensifer aisladas de leguminosas
ubicadas en regiones desérticas (Vachellia macracantha, Leucaena leucocephala y Acacia

acatlensis) como lo fueron las cepas de estudio.

Se construy6 una mutateca por transposicion, la cual esta integrada por 6400 mutantes
de Ensifer aridi LEM451. Y aunque no se constituyé con la cantidad de especimenes que
fueron calculados mediante la ecuacion de Clarke y Carbon (1976), fueron suficientes para

que se presentara el fenotipo que buscabamos.

117 |Pagina



El tiempo de generacion de la cepa Ensifer aridi LEM451, es de aproximadamente 3

hora y 10 minutos. Mientras que la frecuencia de transposicion fue de 3x1073,

Se identificaron y cuantificaron cinco mutantes sensibles a salinidad (003A®6,
003D11, 041G1, 003H1 y 036B12); que presentaron reduccion en el crecimiento de las
mismas, bajo condiciones salinas. El crecimiento de todas ellas se observo inhibido a partir
de la concentracion de 300 mM de NaCl.

La region gendmica de la mutante 003A6 interrumpida por el transposon, fue un gen
que codifica para una proteina de un transportador tipo ABC-2. Estos transportadores han
sido reportados por diferentes investigadores y diversos trabajos que estan relacionados

directamente con la osmoadaptacion y osmorregulacion en el género Ensifer.

Las semillas de Phaseolus vulgaris variedad negro Guanajuato, germinadas bajo
diferentes niveles de estrés salino, mostraron mayor uniformidad en el porcentaje de semillas
germinadas, tiempo de germinacion, velocidad media de germinacién y longitud de

radiculas; bajo estrés salino.

Las plantas de Phaseolus vulgaris variedad negro Guanajuato que fueron inoculadas
con la mutante 003A6, presentaron nodulos mas escasos, blanquecinos y amorfos en

comparacion con los producidos por Ensifer aridi LEM451.
La mutacion del gen que codifica para un transportador ABC en la mutante 003A6,

modifico la capacidad infectiva de la misma. Este gen, probablemente, también esté

relacionado con la produccion de exopolisacarido de la mutante.
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Anexos

Anexo 1

Medios de cultivo.

Reactivos Cantidad (para 1L)
Fosfato dipotéasico (KaHPO4) 1.67¢
Fosfato monopotasico (KH2PO4) 0.87 g
Sulfato de magnesio (MgSO4-7H20) 0.29¢
Cloruro de sodio (NaCl) 0.48¢
Agar 10 g
Acido malico (CsHsOs) 45623 g

Ajustar a pH 6.9 con hidréxido de potasio (KOH)

Reactivos Cantidad (para 1L)
Fosfato dipotasico (KoHPOa 1.67¢
Fosfato monopotasico (KH2POy) 0.87¢
Sulfato de magnesio (MgSQ4-7H20) 0.29¢
Cloruro de sodio (NaCl) 0.48¢
Agar 109
Fuente de carbono A 35 mM

Ajustar a pH 6.9 con hidréxido de potasio (KOH)

Reactivos
Triptona
Extracto de levadura
Cloruro de calcio (CaCl2-2H,0)
Agar

Cantidad (para 1L)
59
39
13 g /10 mi
109
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Reactivos Cantidad (para 1L)
Manitol (CsH140s) 10 g
Fosfato dipotéasico (K:HPO4) 0.66 g
Glutamato de sodio 059
Cloruro de sodio (NaCl) 0.05¢

Sol’n T (Sulfato de magnesio (MgSOy4))

10 ml (10 g/L)

Sol’n U (Cloruro de calcio (CaCl,))

1 ml0.04 g (10 g/L)

Sol’n V (Cloruro de hierro (FeCls))

1 ml 0.004 g (4g/L)

Extracto de levadura

1g

Agar

109

Ajustar a pH 7.5 con &cido clorhidrico (HCI) (0.1N)

Rojo de Fenol y Manitol

Reactivos
Peptona de caseina
Cloruro de sodio (NaCl)
Manitol (CsH140s)
Rojo de fenol
Agar

Cantidad (para 1L)
10 g
59
59
0.018 ¢
109

Reactivos Cantidad (para 1L)
Citrato de sodio (NazCsHs07) (0.2M) 100 ml
Sulfato de magnesio (MgSO.) 1ml
Citrato de hierro (Fe(C6Hs07)) 1ml
10X (M9)* 10 ml
Agar 109
H>0 mineral 500 ml
H20 c. b. p.

Reactivos Cantidad (para 10 ml)
Fosfato disodico (Na;HPO4-7H20) 0.7¢g
Fosfato monopotasico (KH2PO4) 03g
Cloruro de sodio (NaCl) 0.05¢
Cloruro de amonio (NH4CI) 01g
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Reactivos Cantidad (para 1L)
Peptona de caseina 10 g
Extracto de levadura 50
Cloruro de sodio (NaCl) 10 g
Agar 109

Reactivos Cantidad (para 1L)
Fosfato dipotésico (KaHPOs) 39
Fosfato disddico (NazHPO4-7H,0) 1g
Cloruro de amonio (NH4CI) 1lg
Sulfato de magnesio (MgSOa) 0.3¢g
Cloruro de potasio (KCI) 0.15¢
Cloruro de calcio (CaCl,-2H20) 0.01g
Sulfato de hierro (FeSO4) 0.0025 g
Microelementos 100X 10 ml
Agar 109

Reactivos Cantidad (para 1L)
Sulfato de manganeso (MnSO4-H20) 0.25¢
Sulfato de zinc (ZnS0O4-7H20) 0.07¢g
Sulfato de cobalto (CoSO4-7H-0) 0.014 ¢
Sulfato de cobre (CuSO4-5H-0) 0.0125¢g
Acido borico (H3BO3) 0.003 g
Molibdato de sodio (NaMo0O4-2H,0) 0.05¢g

137 |Pagina




Solucién nutritiva Jensen (libre de nitrégeno)

Reactivos Cantidad (para 1L)
Sol'n P: 10 mi
Fosfato dipotésico (KaHPO4) 20 ¢
Sulfato de magnesio (MgSOa4) 20 g
Sol’'n Q: 10 ml
Cloruro de sodio (NaCl) 20 g
Sol'nR: 20 ml
Fosfato dicélcico (CaHPO.) 20 g
Sol'n D: 10 mi
Cloruro de hierro (FeCls) 49
Oligoelementos (1X): 1ml
Acido bérico (H3BOs) 2.26 g
Sulfato de Manganeso (MnSQO4-H-0) 2.03¢g
Sulfato de zinc (ZnSO4-7H20) 0229
Sulfato de cobre (CuSO4-5H,0) 0.08 ¢
Molibdato de sodio (NazMoQ4-2H20) 0.099
H-O destilada 949 ml
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Anexo 2

NuUmeros de acceso y cepas utilizadas para el analisis filogenético de los fragmentos

de los genes nodC y nifH.

Cepa
Rhizobium phaseoli VIAD8G
Rhizobium leguminosarum LCS0313
Rhizobium etli CFN42
Rhizobium phaseoli ATCC14482
Rhizobium etli bv. phaseoli RP346
Rhizobium etli RP218
Rhizobium leguminosarum LEV0613
Rhizobium leguminosarum LCS0306
Rhizobium lusitanum P2-2
Ensifer sp. CEQ1
Ensifer fredii NXT3
Ensifer americanum CCGM7
Ensifer americanum CFNEI 73
Ensifer meliloti bv mediterranense 4H41
Ensifer sp. GVPV12
Ensifer sp. GVPV04

Ensifer sp. SCAU224

NUmero de acceso (nodC)

KF638394.1
JF792202.1
AF217268.1
HM441255.1
DQ413008.1
DQ413007.1
JF792204.1
JF792203.1
HM852100.1
KM192239.1
CP024309.1
CP013053.1
APG93270.1
ABC67303.1
F1462796.1
F1462797.1

JX073925.1
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Ensifer fredii bv. mediterranense GR-06
Ensifer sp. CHU2

Ensifer sp. STA2

Ensifer sp. STA1

Ensifer sp. CHU1

Ensifer sp. ATQ1

Ensifer sp. BR816

Ensifer sp. SCAU213
Ensifer sp. SCAU191
Rhizobium sp. SCAU203
Ensifer terangae CB3126
Rhizobium gallicum RP421

Rhizobium gallicum RHM47

Mesorhizobium amorphae CCNWGS0123

Mesorhizobium septentrionale W73
Ensifer aridi LMR013

Ensifer aridi LMR001

Ensifer aridi TW10

Ensifer aridi INVU TP6

Ensifer saheli LMG 7837

Ensifer meliloti 1021

AF217269.1
KM192238.1
KM192236.1
KM192235.1
KM192237.1
KM192232.1
AJ518946.2
JX073921.1
JX073914.1
KF613160.1
KJ128398.1
DQ413005.1
JQ085262.1
JF907686.1
JF730159.1
KP993273.1
KP993269.1
KT803837.1
KT803816.1
GU994073.1

GQ507335.1
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Cepa
Ensifer sp. STA2
Ensifer sp. STA1
Ensifer sp. NGO7A
Ensifer sp. FGO1
Ensifer fredii GR64
Ensifer meliloti bv. mediterranense 4H41
Ensifer adhaerens R7-601
Ensifer sp. LILM2009
Ensifer sp. CEQ1
Enisfer americanum CFNEI 73
Ensifer americanum 23C95
Enisfer americanum 23C40
Ensifer sp. SCAU224
Ensifer sp. CHU2
Ensifer sp. ATQ1
Ensifer sp. ATQ3
Ensifer sp. CHU1
Ensifer sp. SCAU228
Mesorhizobium robiniae CCNWYC147
Mesorhizobium robiniae CNWY C120

Mesorhizobium robiniae CCNWYC132

NuUmero de acceso (nifH)

KM192245.1
KM192244.1
KJ921066.1
KJ921062.1
JN034672.1
DQ333890.1
KR075968.1
FJ792815.1
KM192248.1
CP013109.1
JN624732
JN624728.1
JQ362368.1
KM192247.1
KM192241.1
KM192243.1
KM192246.1
JQ362361.1
EU849574.1
EU849574.1

EU849573.1
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Mesorhizobium loti R46072
Mesorhizobium alhagi CCNWXJ05 2
Mesorhizobium septentrionale CCBAU11244
Mesorhizobium shangrilense CCBAU65321
Mesorhizobium tarimense CCBAU83321
Rhizobium undicola Ouran110
Rhizobium gallicum SPT1-23a
Rhizobium tarimense AS1-101a
Rhizobium etli bv. mimosae Mim1
Rhizobium etli bv. mimosae IE4771
Rhizobium esperanzae CNPSo 661
Rhizobium esperanzae CNPSo 668
Rhizobium acidisoli FH23

Rhizobium sophoriradicis CCBAU03470
Rhizobium vallis CCBAU65647
Rhizobium etli RP330

Rhizobium leguminosarum Gut 2
Rhizobium leguminosarum Tsy 2
Rhizobium leguminosarum Tsy 5

Ensifer aridi INVU TP6

Ensifer aridi INVU TW10

Ensifer saheli LMG 7837

FR850769.1
FJ481882.1
EU130419.1
EU872234.1
EU252608.1
JF738072.1
KJ790195.1
KJ790194.1
EU386142.1
AY907497.1
KY748058.1
KY748056.1
KJ921065.1
KM396547.1
GU211767.1
DQ413018.1
AB740522.1
AB740513.1
AB740514.1
JN571912.2

KT803836.1

LNQB01000089.1
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Enisfer aridi LMR001 KP993264.1
Ensifer aridi LMR013 KP993267.1

Ensifer meliloti 1021 AE006469.1

143 |Pagina



Anexo 3

Secuencia completa del gen gentamicina 3-N-acetyltransferasa (accC1).

atgttacgcagcagcaacgatgttacgcagcagggcagtcgecctaaaacaaagttaggtggctcaagtatgggeatcattcgeac
atgtaggctcggcecctgaccaagtcaaatccatgcgggcetgetettgatcttttcggtegtgagttcggagacgtagecacctactee
caacatcagccggactccgattacctcgggaacttgetccgtagtaagacattcatcgegettgctgecttcgaccaagaageggtt
gttggcgctctegeggcttacgttctgeccaggtttgagcagecgegtagtgagatctatatctatgatctegeagtetceggegage
accggaggcagggcattgccaccgegcteatcaatctcctcaageatgaggecaacgegettggtgcttatgtgatctacgtgcaa
gcagattacggtgacgatcccgeagtggetctctatacaaagttgggcatacgggaagaagtgatgcactttgatatcgacccaagt

accgccacctaa

Amplificacion del cassette de gentamicina en diferentes transconjugantes.

Figura 82. Fotografia de un gel de agarosa, donde se observa la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 500 pb, correspondiente al cassette de gentamicina incluido en el transposén del pUT-mini-
Tn5-Gm.
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Anexo 4

Prediccién de promotores.

Resultado de la prediccion de promotores generado mediante un analisis bioinformatico

mediante la aplicacion GeneQuest de la paqueteria DNASTAR Lasergene, version 15.3.

> test sequence

Length of sequence-
Threshold for promoters -

Number of predicted promoters - 9
Promoter Pos: 4832 LDF- 3.95

-10 box at pos. 4817 acctataat Score 69
-35 box at pos. 4800 ttagcg Score 9
Promoter Pos: 3117 LDF- 1.90

-10 box at pos. 3102 gactattat Score 57
-35 box at pos. 3081 ttgagc Score 21
Promoter Pos: 583 LDF- 1.88

-10 box at pos. 568 ttctaaaat Score 74
-35 box at pos. 550 tgtaca Score 10
Promoter Pos: 1610 LDF- 1.65

-10 box at pos. 1595 ctctatcct Score 49
-35 box at pos. 1575 ttttcg Score 28
Promoter Pos: 3666 LDF- 1.34

-10 box at pos. 3651 gaccaatat Score 24
-35 box at pos. 3628 tttaca Score 477
Promoter Pos: 2649 LDF- 1.18

-10 box at pos. 2634 cggaatgct Score 28
-35 box at pos. 2617 tttctg Score 28
Promoter Pos: 1930 LDF- 0.98

-10 box at pos. 1915 agctatttt Score 49
-35 box at pos. 1890 tttatc Score 17
Promoter Pos: 1046 LDF- 0.73

-10 box at pos. 1031 acctacgat Score 37
-35 box at pos. 1014 tcgaga Score 6
Promoter Pos: 169 LDF- 0.66

-10 box at pos. 154 tggtacaac Score 40
-35 box at pos. 135 tcaaca Score 6

5056
0.20
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Anexo 5

Secuencia del fragmento de 5056 pb del operdn del transportador ABC de Ensifer
aridi LEM451.

cagtcgatcgagactgcatattcgtgcctgctectcacacttactaactacagtcegecttcgcacaacctaaagttecttcgagggattgecgaagaccaggac
cgecgactcatcgaggegtggecacgggatcaacatcgtttcaccgcttggtacaacatecttaacgaggcectatgtaaaggegegcetactcgaageacttcga
aatcaccgaggatgcgctcacatggatgatcgatcggaccgagcatcttcaccgcatcatcgaggegatctgcaacgagegtcetgactgegttggeccagteg
agccgcecccaactgacgttectcgtcecgeggettgggaccgeccgcegecagetcgcecagggeegtagegectecagegegcaagectcggcaaatctcaa
gctgcettctcgeggggatgctatggetttgtcgecgagggagttaagegatecteecgectgcettatggaaacggggggtgtggaggceatgtgcetcgaacctac
gcgaataaagactagcggataagtggcecgcaaatgtacatagcagtcgaccttctaaaatttggatgecgaaagcagtgacagggcagcacacgagcaccgce
agaaggaccaaaggtttctggatttactggccccgcgegaacagegaggeaggtgatgacctttgecgtecatgcaacggaatggaagaggecttttctcgag
cgatattttcctgatcgatgcttccacttcectccaaaggegcettaccgatcgggatattgagcagatttggeggecgegcattettgccgaggagceaatgegagt
tcttcgtttggggeccggagttaccteecggeattcgecgegetecgcaacggegegagacatteecgtetggttcatagaggacgggtttettegeteggeacge
gccagegcecagecgeaccecteecctetegetggegcetegacagecgeacgecctatttcgactgctgcaaggcatccgacctcgagacgcetgctcaacace
tacgatttcgagggggatcagccgetgatggegegtgcccgggecggcataaagetectettggacggeggtattagcaaatacaatgacgegegegaccaa
acggcagaagaggcctatggcgaaaagacacgcaagegegtgcttgtcatcgggcaagtggaggatgatgectcgattegctatggttgecttaccecgatg
agcaacaacgacctggtgcggetcgectcggeggageageccgtegegeagatectttacaaaccgeacceggacgttttgagtcgtgtacgeccggegaa
gtccgaccecgcecgaagtegeacatetctgccggategtgacggaaaggctgecgctctcagaggegetgegtacggtegaccatgtetatacgatcacgte
gcttgecggtttcgaggegattctecgeggeatcgaggtgacgaccgecggetgecctttttactccggatggggactgacggacgatcgecagecaaacee
acgtcgcggacgcgcecttgagcatagaggegcttttcgccggegectatetectetatectegctacttcgatcccgaaaccggagegcaaacatcattcgaag
caaccgtcgccgcaatcaaaaagcaactcggggagcaagaggcatggtctcgeccaacaccgcecageatgggecgegtgggggecttacggettectegg
ctggcgcecatctectgaccgecgecgtegeaccggegatceggeatctggggaatgaccgegatgtcgaggatttcagagecgatcecateegettetteege
agcctctccgaccgcaggctcaggattatcggecgcattetttatcecttcgggtgactgacgtgagcetatttttccactcatgtcegtgtegteggegegcettettg
tgcgagagatgtccacacgcttcggetcaaagecgggeggctatatctgggegetgetegacecggeagegcatatectgetgatgacgtteatctttcaggeg
atcgcccgeacgecggegcetcggtaccagcttegegcttttettcgecaccggctatatcgecttecagttctatcaggegatgaccggctatttgaatagegeg
gtccgegecaacaaggegctgetcagetaceegaatgtegegeccategacacegtegtegegegcttcatectecaggtgctgaccaccactctggtegect
tcatcgtgctcggeaccatcgtcgegaccatgegggttgaaaccaacctecattggecgtecatectggaagecgtggegatggectgectetteggecttgge
gtagcgatgatcaatgcegtgctgttectcaaatatcegcetttatgageaggtctttggaategttaatcggecgcetettecttatcteeggtygtettettectgecgga
ttctattccgaatcectaccgggatctegtgctegtcaateegetegtecacatcatcatgggcttcegacaggggttcetatccggaatatcgggceaatcggecte
gacatggattacctttacggaatcgegtttctgacattgttttccggaatgcettgtgttcaccetetcccgaaagacgctgagaaacgaatgatccggttcgaacag
gcgacgaaatatgcccgeacaaaaggcatcaagaagcecgatcatcgaggatgectecctgaccctcaaccggggeaagagegteggecttcteggecgcaa
cggcgeeggceaagtcgacgctgctecggetgattgecggegctatcaagetcgacaaaggecgaatectecgecgcggtaagatctectggecteteggett
cgeeggeagtttccaaggetcgatgacaggegaacagaatgtgegattcgtcgetegeatctacggegtegatacggagcaattgatcgettacgtcgaggatt
tcgccgagceteggeccgttettcaaggegeccgteggeacctattecteeggeatgaaggegeggcetegecttegggttgageatgggegtcaacttcgactat
tatctcgtcgacgaaattaccgeggttggtgactcaaattttaagaaaaaatgtcaggctgtcettcgagaccaagetccaggattcecgacgtaatcatggtttcgea
cagcaccggcacgatccgcaactattgtgactgcggegtegtgctggaaaaaggaaagctgacttattatgaagatgtcgaagacgegatccgegegeacga
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cagaaacatgaggggaatttagatggcegtgagtaacgaggcggaatcgaacagattcggaaccgegegegecgacaacgataccatgacggecaacgge
gatgccaaaagcaagggtattgccattcttgaggggcetgctcgggegagagagtgceaccggteattecgetgegegageggeacgataggatcgageeggt
tgaacagttggagtggaagcccacctggcetgaagaagetgegectgegecacacgatcatgggegectecttecttggecttgtegecctgecggeaacgtte
gectegcetttacatggecttcatcgecgecgaccaatatcacagcacgacgtcttttgcggtgegeageatcgaaggeggegtttcgaccgacattctcggeatgy
ttcactcaggcttccggeggeageacggtttccgacagctacatcctaatggactacatactgagegageggatggetgeggatgecgaccgteggttcaaact
ggaggatgtctacgccaccegegggctegactatttctacggceatcggctcegacctgecgatcgaggacaagetegectattggegegatatggtgagegte
aacttcgaccacgcctccggcatcatgcaggtaaccgtcaaggecttcgacccgaaacaggcegcaagegatttcgeagttcatcgtcaaccagagegacaac
ctegttaacagcectetegctttcegegegtaacgacgtgctgagagecgegcaggacgaggtgctggegggegaggegegectttcgaaggegegetegge
gctgegegactaccgcegacaagtctcaggaaatcagtccggaagaaggcegcaaagetegecgtgcaattgatcggeggectagagggagaactgacgaag
ctgaacgcagaccttgccgeggecaaaagcecagatgagegagggeacaccacgeatcegegtgctcaagaccegcatcgagagcettggageaccagateg
ccgttgagegecageggcteggtgccggcgaaaggaaacagctatccaccgcagacgacgctaattccgeggatgtegecggeegceategetcagtttgag
gagctggaaactgaacgcgaattcgecgagegtgcttataccgeegegctagggtctcttgagaaagctcgcatcgaggegaacaatcgecaacgctaccett
geectcttcatcgagecaacgctttccgaattggegcaatatccgagecggttgctgaacgtattgettgtgacgettggectectctttgectggggaatcggagt
aatgagttattacaatattcgcgatcgggcttagttcttgctgagaagaacgccccacccacgaggectegcttgagatcttctcccgegatggegegaggega
atctacgccttcaattcggctgcaaggttaacgaatgagtgtgtgegacgttagegtggtcattccgacctataatcgaacatcactcttacgaagageactcaatt
cagtcgcccagcaaactctcagagcggecgaagtaatcatcgttgacgattgttccgagagegtaattcttgaagaggtgaggtcaatcgcettetgatttttcgte
gcgectcagegtcagattgatcgtcaacgagacaaatagcggcegcaaatcattcaaggaataagggaattttcgecgegaccggecgttacgtg
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Anexo 6
Alineamiento del fragmento amplificado de E. aridi LEM451.

Fue el mismo de las mutantes 003D11, 003H1, 036B12 y 041G1), comparado con
cepas de Ensifer de la base de datos del NCBI y con el gen completo del genoma de la cepa
silvestre. El alineamiento fue realizado con el programa Multiple sequence alignment
(Corpet, 1988).
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E.so jae
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E.nedicae,H5H14
E,aridi,q51,fragnent
Consensus

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 30 100 110 120 130

| |
TCARCCCCATGCCGCTCCCTTGAGGGCAT TGAGCGGARACT TCARATAGCGCGCGCCGTTGECCTCCGGGTCCGECARGCGGCCGLCGCGARTATTGACCTGCARTGCGTGCAGGATCAGCTTCGGCATC
TCAGCCCCATGCCGCTCCCTTCAGCGCATTGAGCGEARACT TCARATAGCGCGCGCCGTTGECCTCCGGRTCCGECARGCGGCCGLCACGARTATTGACCTGCARTGCGTGCAGGATCAGCTTCGGCATC
TCAGCCCCATGCCGCTCCCTTGAGCGCATTGAGCGEARATTTCAGATAGCGCGCGCCATTGECTTCCGGTTCCGECARGCGCCCGLCGCGARTATTGACCTGCAGGGCGTGCAGGATCAGTTTCGGCATC
TCAGTCCCATGCCGCGCCCTRCAGCGCGT TGAGEGGEARACT TCAGATAGCGGGCACCGTTCGACTCCGGT TCCGECAGGCGTCCGECGCGTATATTCACCAGCAGCGCATGCAGGATCAGCTTAGGCATC
TCAGCTCCACGTCGTTCCCTTGAGCGCGTTGAGCGGARATTTCAGGTAGCGCCCGCCATTGECCTCCGGLTCCGEARGCCGGLCGLCGCGARTATTCACCTGCARGGCGTGCAGGATCAGCTTCGGCATT
TCAGCCCCACGCCGCTCCCTTGAGCGCGTTCAGTGEARACTTCAGGTARCGGGCGCCGTTGECCTCCGGTTCCGECAGGCGGLCGLCECARATGTTGACCTGCAGCGCGTGARGGATCAGCTTGGGCATC

tcagc.cca.g.cg.bocekh . agege.th.ag.gpaaa.tbea, .ba.cg. .cpce.bbggocbeopg . booge.a. .o copoogc. aat . bE . accbgea. . gopbe, appatcageth .gecat. .

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
GECAGCGTCCTGTCGCETECCTCGLGCAATTEARCGARCTGATCCTCGCTCACGCCGECEATATGETGAT TGRCAGCGCTTCTCCTCGCCGACCGTRCTTTCCCAGCACGGLTCGCEGCCCCCCGAGCGET
GECAGCGTCTTGTCGCETRCCTCGLGCAACTGARCGARCTGATCCTCGL TCACGCCGECEATATGETGAT TGCAGCGCTTCTCCTCGCCGACCGTRCTTTCCCAGCACGGLTCGCGACCTTCCGGRCGET
GECAGCGACCTATCGCECGCCTCGCGCAATTGARCGARCTGATCCTCGRTCACGCCGECARTATGLGCATTGCAGCGCTTCTCCTCGCCGACCGTACTCTCCCAGCACGGLTCGCEGCCTTCCGGLCGAT
GECAGCGTCTTGTCGCGCECCTCGCGCARTTCCACGAAGCCATCTTCGTTCATGCCGGCARGATGEGGAT TGEAGCGCTTCTCCTCGCCGACCGTGCTCTCCCABCGCGCCTCRCGGECGTCCGGLTGAT
GECAGCGTCTTGTCGCECECT TCGCGCAACTCGACGARTTGCTCTTCGRTCATGCCCGCARTATGTGGEAT TRCAGCECTTCTCCTCGCCARCCGTRCTTTCCCAGCGCGCCTCGCECCCATTCGGLCGAT
GECAGCGTCCTGTCACGCECCTCGCGCAACGCGACGARAGCCTCTTCGETCATGCCGACARCATGEGART TRCGECTCTTCTCCTCGTACACCGTGCTTTCCCACCACGGCTCTCECCCATTCGGLCGAT

ARTTGCTCTTCGETCATGCCCGCARTATGTGGATTGCAGCGCTTCTCCTCGCCARCCGTGCTTTCCCAGCGECGCCTCGCGCCCGTTCGGCCGAT
ggecagegbe.bebe.cg.go.begogeaa.. . acgAltbge TCLTCGETCALGCCegCaAtATGLegATTheaGCgCTTCTCCTCGecaACCaTgCTE TCCCARCRCGeCTCCheLleTLLGhecGaT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| 1
ARTCGTGCCCGGTGARRACGCGGEGTTTCGTCCGECAGCGCCAGGATCTCGCCGATCGAATGCCACAGCTGACGCECETCACCCCCGGEGARATCCGCCCTCGCCGTRCCGCTRTCCGECATGARCACTET
ARTCGTGCCCGGTGARRACCCGGEGTTTCGTCCGECAGCGCCAGGATCTCGLCGATCGAATGCCACAGCTGACGCECETCACCCCCGGEGARATCCGCCCTTGCCGTRCCGLTGTCEGECATGARCATCGT
ARTCGTGCCCGGTGARRACGLGGEGTTTCGTCCGECAGCGCCAGGATCCCGECGAT TGAGCGCCACAACTGGECECECATCGCCGCCCGEGARATCGGCACGEGCAGTGCCGCTATCCGECATGARGATCET
ARTCATGCCCGGTGARGABGCGGGTTTCCTCCGECAGGGCAAGGATCCTGCTGATCGAGCGLCACARTTGCCGCGCATCGCCACCGGEARARTCCGCACGLGECGTRCCGCTGTCCGECATGARRATCGT
AGTCATGECCGGTGARGATGCGEGTCTCGTCCGECAGCGCTAGGATEGCATCGATCGAGCGCCACAACTGACGGECETCGCCACCCGEARRGTCCGCGCGTGCGETERCCGCTATCCGECATGARGATCET
AGTCATGACCGGTGAAGATCCGGGTTTCATCCGECARTGCGAGARTEGTATTTATGGAGCGCCACAATTGCCEGECATCTCCTCCGGEGARATCGECACGCGCGETECCGCTGTCCGECATGARGATCET
ABTCATGECCGGTGAABATGLGEGTCTCGTCCGECAGCGCTAGGATEGCATCGATCGAGCGCCACAACTGACGGECETE

AgTCaTGgCCGGTGARgALLGGGTCTCeTCCGECAgeGCLAGEATggcatcgATeGAgeGLCACAacTGalGghleTC co oo, pr.Aa.bE. 2o C. . gC . ghpceget . Looggcat gaa. akopt

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
GTCGTGGACGARGGCTGCGTCGCCGACGACATAGGTGATGGAGGCARGEGTGTGGCCCGECGARTAGAGCACCCGGGCTTCGATCGATCCGACGTAGARGCATTCGCCCTCATCGAAGAGATGGTCCCAC
GTCGTGGACGARGGCTGCGTCGCCGACGACATAGGTGATGGAGGCARGEGTGTGGCCCGECEARTAGAGCACCCEGGCTTCGATCGATCCARGGGAGARGCGCTCGCCCTCRTCGAAGAGATGGTCCCAC
GTCGTGARCGARGGCTGCATCGCCGAAGACGTAGGTCACGGACGCARGEGTGTGGCCCGECGARTAGAGCACCCGTCCTTCGATCRACCCGAGGGGGARGTGTTCGLCCTCRACGAAGAGATGGTCCCAT
GTCGTGCACGAAGGCGGCATCGCCGATCACATARGTGATCGAGGCGAGCGTGTGACCCGECGARTAGATGACGTACCCACCGATCGAGCCGACCGARARGCGL TCCCCGTCRGCGAAGAGGTGGTCCCAT
GTCGTGCACGARGGCCGCGTCACCGACGAGGTAGGTGACGGARGCGAGCGTATGACCCGECGARTAGATGACGCGCCCTCCGATTTCGCCARTCGARARGTGCTCGTCGTCGGTGAAGAGATGGTCCCAT
ATCGTGCACGARCGCCGCATCGCCGATGACATAGGTTATCGARGCARGCGTGTGGCCCGETGAGTAGATCACGCGACCTTCGAGCGARCCGAGGGARRRCTGCTCTCCGTCCGCARARAGATGATCCCAT

.beghbg.acgaa.ge.ge.be.coga.ga..baggt.a. . .ga.gc.ag.gb.be.coopg,ga.baga. .ac.cg. .cb.CRA, . 40 .00, . €A, B8, . g, EC. 0L EC, L Aa . ARaLg. LocEa,

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

| |
TGCGACCCGTCCGTCTCGAGCTCCGGCCARTTGTARATATCCTTCCAGAGCTTCTGCACCCGCACGATCCCGEATCCGATACCTGTCEGCGCGCCGGTCCGTTCCTTCAGATAGGCCGCGGCCGARRART
TGCGACCCGTCCRCCTCGAGCTCCGGCCARTTGTARATATCCTTCCAGAGCTTCTGCACCCGCACGATCCCGBATCCGATGCCGGTCRGCGCACAGGTCCGTTCCTTCAGATAGGCCGCGGCCGARRART
TGCGACCCGTCGECCTCARGCTCCGGCCARTTGTAGATACTCTTCCAGAGAT TCTGGACKCGCACGATCTTGEATCCGATGCCTGTCAGCGCCCCGGTCCRTTCCTTCAGATAGGCGGCAGCCGAGRART
TGCGACCCGTCCGTTTCGAGT TCGGGCARAT TATAGATGCCCTTCCARAGCC TCTGARCACGCACCACCTCCGARCCGATCCCGGTCGGCGCACCGGTCTTTTCCT TCAGATAGGCGGCGGCCGAGAGGT
TGCGAGCCATCCGECTGCCARTTCCGGCCAGTTGTARATGCATTTCCAARGCTTCTGGACGCGCACGACTTCCGATCCGATGCCGGTCEGCGCTCCGGTCCTTTCCTTCAGGTARGCGGCGGCCGARRART
TGCGAGCCATCCGTTGCARGCTCCGGCCAGTTGTAGATCCCTTTCCAGAGGT TCTGGACGCEGACCACCTCGCAGCCGATACCGGTCEGCGCCCGLGTCATTTCCTTCARATATGCGGCAGCAGARRART

tgcga.co.boeg. .. c.a..boecpgocaLtbeba.at. .. tboca.ag.tbebg.ac.cg.ac.a. . .C..a.cogak.co. gheggege. oo . ghe, L bbockbea, .ba.po. go.go. pa. aaat.

651 660 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 r 780
| |
GGTCCGCATGCGEATGGGTGTCGAGGATCCATTCGACCGTCAGGCCETTCTCCGCGACGTAGTCGAGGATTAGATCCGCCTGCACGGTCGCCGTCGCGCCGGACTTTTCATCGAARTCGAGAACCGEGTC
GATCCGCATGCGEATGGGTGTCGAGGATCCATTCGACCGTCAGGCCRTTCTCCGLGACATAGTCGAGGATCAGATCCGCCTGCACKGTCGCCGTCGCACCCGACTTTTCATCGARRTCGAGAACCGEGTC
GGTCCGCATGCGEATGGGTATCGAGGATCCATTCGACCGTCAGACCRTTTTGCGCCACGTAGTCARGGATCAGATCCGCCTGLTCRGTCGCGGTCGTACCGGATTTCTCATCGARRTCCAGCACCGEGTC
GGTCGGCATGGGGATGGGTATCGAGGATCCAT TCGACCGTCAGCCCCTTTGCGGCCACGTAGTCGAGGATCCEGTCCGLCTGCACCGTCGCGGTCGCGCCCGACTTCTCGTCGAAGTCGAGCACCGEGTC
GGTCCGCATGCGGATGAGTGTCGAGGATCCATTCGACCGCCAGGTCETTCTCTTCGATGTAGTGGAGGATCAGGTCGGCTTGCACGGTCGCCGTCGTTCCCGACTTCTCATCGAAGTCGAGCACCGEATC
GGTCCGCATGGGEATGAGTGTCGAGGATCCACTCGACCGTCAGCTCETTCCTTTTGACATGATCGAGGATGAGCTCCGCCTGLCGEGTCTCGATCGATCCCGACTTCTCGTCGARRTCGAGCACCGEGTC

geteocpeoabe. prabe. b bogaggateca.begaceg.cag. .opbb . .. o a0 b B gagpat .ag.be.go.bge, .ppbe.c. . beg, cco.gackh . L. bepaa. begag. . acoeg.be

781 730 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910

|
GATGATGECGCARCGCTTCGTGGCCGGATCGGAGACGACATATTGGATGCTGCACGTGCGGCACTCGTARARGCCTTTGACTTCCGGTTTTGCAGTTGCAGCTGCCGGCAT
GATGATGECGCARCGCTTCGTGGCCGGATCGGAGACGACGTATTGGATGCTGCATGTGCGACACTCGTARARGCCTTTGACTTCCGGTTTTGCAGTTGCAGCTGCCGGLAT
GATGATCGCGCARCGLTTGGTCAGCGGATCGGARACGACATACTGGATACTTCCGGTACGACATTCGTARARGCCTTGGACGTCCRGTTTTGCAGTCGLGECTGCAGCCATCGTCGCCTCCACTTTATCA
GATGATGACGCAGCGCTTGGTCAGCGGATCCGARACCACATATTGGATGCTGCCCGTACGCTCCTCGTARRAGCCTTTGACATCCGGCCTCGARGTCGTTGCTGCAGGCAT
ARTGATGECGCAGCGCCTCGTAGATGGATCCGARACGACGTATTGGATGCTCCCCGTCCGTCCCTCATARRAGCCCTTGACGTCTEGTCTTGCAGTGGCCGCTGCAGCCATE
GATGATCGCACAGCGCCTCGTCACCGGATCTGCAACGACGTATTGGATGCTTCCCGAGCGCECTTCATAGARGCCTTTGACGLTTGGTCGTGCCGCTGCATCTGCAGCCAT

.atgat.ge.ca.cge.b.ghb.. . .gpate.g..acgac.batbggatgct.c..g. o8, ... EC.ba.aagec.bbgac. ... get. cbgc. g, go. L ObEC . BaCAb ittt ana

911 918
| |

ATATACAT
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