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EFECTO DE LA MUTACION Y LA SOBREEXPRESION DEL GEN DE LA TREHAL OSA-6-
FOSFATO SINTASA DE RHIZOBIUM ETLI (ReOtsA) EN VIDA LIBRE Y EN SIMBIOSIS CON
PHASEOLUS VULGARIS.
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Introduccién. Uno de los factores mas limitantes en la
produccion agricola es e estrés abidtico (sequia, salinidad,
dltas y bajas temperaturas). El aguste osmético y la
acumulacion de solutos compatibles es una respuesta coman
en plantas. La trehalosa, considerada uno de los
osmoprotectores mas efectivos, es un disacarido no reductor
gue se encuentra en diferentes especies de bacterias, hongos,
invertebrados y plantas. Este azGcar es sintetizado también
por bacterias de la familia de las Rhizobiaceas y ha sido
encontrado en los nédulos (1, 2). Diferentes variedades de
Phaseolus vulgaris, muestran atos niveles de trehalosa en
los nédulos, mismos que manifiestan también, toleranciaala

sequia (3).

Metodologia. Se generé una mutante otsA” (trehal osa-6-
fosfato sintasa) de Rhizobium etli CE3, asi como una cepa
sobreexpresante de este gén fue obtenida a partir de la
clonacion de la secuencia completa del gen ostA por PCR.
Con ambas cepas y utilizando la cepa silvestre como control,
se realizaron experimentos en R. etli y vida libre sometiendo
ala bacteria a diferentes tipos de estrés abiético con e fin de
determinar su tolerancia y €l contenido de trehalosa.
Ademés, plantas de frijol, fueron inoculadas con estas 3
cepas bacterianas con e fin de deerminar su
comportamiento en la simbioisis con Phaseolus wuilgaris.
Las plantas inoculadas fueron crecidas tanto en condiciones
normales de suministro de agua, asi como sometiendo las
plantas a estrés por sequia. Pardmetros como la tolerancia a
estrés, nimero de nodulos, actividad de nitrogenasa,
biomasa, rendimiento y contenido de trehalosa fueron
evaluados y comparados en |os distintos tratamientos.

Resultados y Discusion. La mutante otsA™ es sensible a
NaCl y no acumula trehalosa. Las plantas de P. vulgaris
inoculadas con la mutante otsA™ poseen nédulos pequefios y
de color café (Figura 1A) y la parte aérea de las plantas
resultd ser més pequefias y con aspecto clorético (Figura
1B). Por otro lado la sobreexpresion del gen otsA, en R. etli
le confiri6 toleranciaa salinidad, frio y calor, y los niveles de
trehalosa se incrementaron significativamente. Las plantas
de frijol en simbiosis con |la cepa sobreexpresante de R. etli,
mostraron tolerancia a la sequia (Figura 2), € nimero de
nédulos y la actividad de nitrogenasa se incrementd, |o cual
sugiere que este fenotipo es conferido por la acumulacién de
trehalosaen R. etli.

Figura 1. Plantas de frijol inoculadas con R. etli 21 dias post-
indculo.1A aspecto de las raices noduladas, 1B plantas en maceta.

Figura 2. Tolerancia a la sequia de plantas de frijol inoculadas con
R. etli 21 dias post-inéculo con la cepa silvestre (WT) y la
sobreexpresante (SE).

Conclusiones.

La sobrevivencia de R. etli en condiciones de estrés salino,
caor y congelamiento en vida libre, aumenta al tener
sobreexpresado €l gen ReotsA.

El nimero de nddulos es mayor en las plantas inoculadas
con la cepa sobreexpresante.

En estrés hidrico, las plantas inoculadas con la cepa
sobreexpresante, toleraron megjor € estrés.
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