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RESUMEN 

La fiJacidn biolóqica de nitróqeno consiste en la 
red1Jcci·Ón enzim•Ític•l del nitrÓqeno molecul•ir •l 11111onio. En la. 
naturaleza s6lo un n~mero m~y limitado de microorganismos 
pueden llevar a cabo esta reacci6n. Las bacterias del glnero 
Rhizobium, residentes comanes del suelo, fiJan nitr6geno al 
asociarse c~n las raíces de ciertas leguminosas. La 
orqanizaci6n de los ge nes que participan en la simbiosis, asi 
como en l~ fiJaci6n de nitr6geno, esta siendo a111pliamente 
est•Jd iad•J.. 

Uno de los org•:i.nismos fi.j11dores de · nitrógeno me.jor 
estudiado es KlPbsiPllg pneymqniae. En •ste sistema, los 
genes que participan en la reduccidn del nitr6geno molecular 
han sido ampliamente caracterizados. Los genes estructurales 
para la nitrogenasa estan organizados en un s6lo oper&n, el 
CIJ•ll es regul<.ldo por los prod1J.ctos de los genes Cl..i..fl y íl.i.fA, 
siendo el primero un activador y el segundo un represor de la ~ 
t r •l n s c r i p c i Ó n • F'.1 r a l •l e~< p res i ó n de l os gen es 11i.f L y u.i.f A , 
son necesarios los prod1Íctos de lcJs genes c:L!..n.F y q,ln_G, los que 
a su vez reg~lan la expresi6n de la glutamino sintetasa, por 
lo t•into, mutf.lciones en Q..1.n.F, qj_uG o nifA C•J.IJS•J.n l•l pérdid•l de 
la Gctividad de l<.1 nitrogenasa. 

En áste trGbaJo se describe el <.lislamiento y la 
caracterizaci6n genltica y fisioldgica de v~rias 111utantes de 
Rhizob i um Rhgseoli sensibles a Metionina Sulfoximina. Estas 
cepas fueron obtenidas con el fin de estudiar la regulaci6n 
gen~tica de la fiJaci6n de nitrdgeno, as! como su posible 
rel•:i.cit1'n con 111 regul•:i.ción de 111 •1simil11ción de •lmonio en 6ste 
erg 11n i smo. 

' .. 

L•:i.s mu t•in tes f1.1e ron •J. is l üdas, después de mut•1gen i Z•l r •l : l•l · 
e e p •l s i l ves t re C F N 4 2 e o n T n_;¡, p o r s •J sen s i b i 1 i d •l d •l · M S • De 1 •J. · 
C•lr•:i.cteriz 11ción genétic•l de est•1s m:.d:,•:intes se puede cCJncluir 
que sólo tienen insertada una copia del transposdn y que esta 
es la causGnte del fenotipo. De acuerdo a su fenotipo, las 
mutantes pueden ser calsificadas en cuatro grupos: En el 
primer grupo se encuentran las cep a~ que no presentan ningun 
caffibio en las actividades de GS ni en el fenotipo simbi6tico 
(EM107>; en el segundo grupo estan representadas las cepas qae 
perdieron la actividad de la GSII, pero que nodulan y fiJan 
nitr&g~no igual que la silvestre <EM203 y EM306>; el tercer 
grupo no tiene alteradas las actividades de las GS, pero esta 

.-.. .. . .. :... _: ____ . ~ -~ 

li 

I' 
1 

1 
¡ 

i: 
I' 

l)· 
1 

:i 
.11' il 

~I !,! 
~. '' 
i 1 



2 

cep•:i CEM204) produce n<)d•.J.los que no fi.j•1n nit1·Óger.o. · r·or 
~lti~o, la mutante del cuarto grupo CEM205),tiPne alteradas 
las actividades de ambas GS~ así co~o su capac i dQd de fo~mar 
n<fd•.ilos eficientes en fi.j•:i.ción de nit .rógeno. 

Del 
phaseoli, 
regul•:iciÓn 
si111biosis. 

est1..id io de éstas mut,.rn tes se puede con e luí r que en .a. 
existe un gene cuya funcidn es capital en la 

de l•l r:isimi lac iÓn de •l1t1on i o, as t ccmo p a r•l 111 
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I N TF: o D u e e I o N • 

Todos los organis~os vivos requieren asimilar del medio 
ambiente sustQncias nitrogenadus para sintetizar sus 
coraponentes esenciales, estas sustancias pueden ser compuestos 
oí'g•foicos, iones inorc;•Ínicos o nitróyeno molecular; en l·i 
naturaleza este elemento se encuentra principalffiente en estado 
gaseosa, constituve~do apí'oximadamente el ochenta por ciento 
de la at~osfcra terrestí'e, y s6la~ente un nGmcro ~uy limitado 
d2 ~icr2organis~os pueden disponer del nitr6geno en su ~orma 
molecular; por tal motivo es de suma importcncia su 
participaci6n en el ecosistema, ya que san las responsables de 
la permanente canalizaci6n del nitrogeno atmosferico a 
comp1.iestos org·~nicos nitrogen•ldos. Al proceso antE:rior se le 
conoce como fiJaci6n bioldgica de nitrdgeno. Los 
microorganismos que llevan a cabo este proceso pueden hacerlo 
en vida libre o estar restringidos a reducir el nitrdgeno 
ctmosferico solccente cuando se encuentren interaccionando con 
otros organis~os; por ejemplo: las bacterias del g~nero 
Rhizobium, residentes comunes del suelo, red~cen el nitr~geno 
molecular a amonio solamente cuando establecen una interacci6n 
con las rafees de ciertas leguminosas. Esta interacci6n, que 
req1Jiere de un reconocimiento específico entre la planta y la 
bacteria, desencadena todo un programa de diferenciaci~n 
simultdneo en ambos organismo~, culminando con la formaci6n de 
lo s nddulos ~adures: estructuras en las cuales las ba~terias, 
diferenciadas a bacteroides, fijan el nitr6geno atmosferico 
( Be r in •.; e r e!,. •l.l 197 9 , V e r m o. y Lo n g 198 3 ) • D u r a n te l •l 

simbiosis, los bacteroides exportan a la planta el amonio 
prcducido por la reduccidn del nitr6geno molecular, este 
compuesto es asimilado exclusivamente por la planta, puesto 
q•Je Rhi;:obi,.im, C 1Jl'.1ndo se encuentr•i como b•lcteroide, +,iene 
reprimidas las enzimas necesarias para tal efecto <Robertson 
e.!.. 'J..l 1 9 7 5 > • As i m i s m o , l •1 b '1 e te r i •l u t i l i za e o m o fu en te d e 
ei-1rbono el fotosin ·~~.d. 0 q11e o!Jtiene de?l citopl•1s1r111 de l•:i.s 
c~lulas de la planta. En esta simbiosis, la ba c teria aporta 
el nitr6geno necesario para el crecimiento de ambos organismos 
y, por otro lado, la planta contribuye con las mol~culas 
indispens0bles para obtener la energf 1 necesaria para fiJar el 
- . - - : ~ -= - - -_ .. r-. ': ;. ~ ~ ... :. : ~ I C- ... r: -::-_ .. !"' ~ .. -:.. :.. ,- ' I ~ -..... ~ ~ =! .- l '! ~ ... , 'J ,. 

. .. 
L •l n i t ro g en •1 s •l es l •1 en z i m •l q u e e '.l t 11 1 i z l'.l 1 11 e o n \h' r 5 l o n 

del nitrÓg2110 molecular Q a;rionio. Est•:i enzirr111 estü 
conformodQ pur tres polioeptidos diferentes dispuestos en dos 
comµo1 ;enles: El componente denomin•1do F'l es un tetr 1:.Írriero 
integrado por dos pares de polip~pti~os distintos, para su 
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actividad requiere molibdeno y hierro como cofactores; el 
segundo componente CP2> es un d{mero de subunidades id,nticas 
que requiere hierro para su actividad. La estr~ctura de esta 
enzima ha sido muy conservada en la evoluci6n, tanto a nivel 
de lQ proteína, como en las secuencias del DNA que la 
codifican CRuvKun y Ausubel 1980). El componente Pl cataliza 
la conversi6n del nitr6oeno atmosferico a amonio hidrolizando 
de 12 a 15 rnol&culas de-ATP por cada ion producido (Fig. 1>. 
La s~bunidad P2 transfiere al componente Pl los electrones 
indispensables para lograr la reducción del nitr6geno 
~olecular <Winter y Burtis 1976) <Fig. 1). La nitrogenasa es 
•ll"1 a en i i 1tt1l sumi:1men te sen.si ble •11 o:-:f gen o; l i:i. p resenc i •l de éste 
elemento la inactiva de manera irreversible, por lo tanto~ los 
organismos fijadores de nitrógeno se valen de distintas 
estrategias para protegerHe de la oxidación, por eJemplo: las 
bacterias del g~nero Rhizobium, aerobias estrictas, cuando se 
encuentran dentro de los n6dulos en las ru!ces de las plantas~ 
estan protegidos de la oxidaci6n par la leghemoglobina. 
Est11 proteín11 une a:-:Ígeno con gran i:1finidi:id y lo liber•:i. de una 
manera dosificada para permitir la respiraci6n de la bacteria1 
evitando de esta manera que lQ nitrog~nasa sea in~ibida por 
o:ddaci6'n <Winttenberg et 2..1 1974). 

Rc~g1.i l•lC iÓn 
p O e: !.i!' QQ -i>:-s • 

de de ·Nitró'geno en 

Un o de 1 os o r g a n i s m os f i .j ü d o res d e n i t r ó q e 11 o m d' s 
estudiado es Klebsiella pneumoniae. Esta enterobacteria es 
e 1:i p •f z d e red r.i e i r e 1 n i t r ·1 g en o m o 1 e e 1.i l •:i r •l i:1 m o n i o s i n ten e r q u e 
establecer ninguna interacci6n simbiótica. La fiJaci6n de 
nitr~geno por este organismo sdlo se lleva a cabo en 
determinadas condiciones de crecimiento~ dependiendo de la 
tensidn parcial de oxígeno ast como de la concentracidn de 
compuestos nitrogenados en el medio <Tub y Postgete 1973, Eady 
e.t.. il 1 9 7 8 , M 11 e Ne i 1 et i:i. 1 1 9 81 ) • En este p ro e es o es t •1 n 
i n v o l u e r •l d os p o T' 1 o m é n os d i e c i s i et e gen es ( u.i.i ) , •l g r '.l p •1 d os en 
siete u ocho unidades de trans c ripción adyacentes reguladGs de 
1t111 n e r •1 s i m i l ·:i r ( K en n e d y tl !1.l 1 9 8 O , Rob e r t s y B r i 1. 1 1 9 81 t 

Be Y non et •li 198 3 ) • C o mu se p u e d e o b se T' v 11 r e 11 1 ci F i g u r •l 2 ~ 
1 :1 e::p Pes i 6n de los gen es n.i.f de fu p n e•J mon j .;ie es t •:Í · su.j €.~to. i:i. 

un doble sistemú regul•:itorio: un contról trünscripc:iunal u.i:f 
específico es ejercido por lüs proteínas codificadas por los 
genes del operün Jli.fLA y, p1.Jr otr··1 piirte, el sequndo nivel de 
regulaci6n se ejerce sobre la transcriµci6n de ~ste uper6n. 
L 11 t ro n s c r i p e :i. ó n d e 1 o p e r cí 11 D.i.f L 16i o e 'l r re so l •1 m E· n t f" e n 
condiciones de limitaci6n de compuestos nitrogenados <Ow y 
A u s 1.1 b e l 198 3 , Me r r i e K 1 9 8 3 , D r u m ;non d et •l l 1 9 B 3 , D i ;.; o n et ü l 
:l. 9 8 4 ) • E l p ro d il e t o d E.> .o..l..f A e s •.i n r· ~· 9 •l l •'l d e> " p o s i t i v o 
req ue r· ido ¡Hi r•:i lii e:<p re s i 611 d ~ todos 1 os <.ip e rone s o.iJ y 

e~·: e e p to e 1 p ro p i o ( D i>: o n et •l l 1 9 8 O , B !le h 11 n ü n -W o 1111 s t cin ~ !1] 
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Figura 2 Modelo propuesto _para el Contról Nitrogenado de la Expresión de los genes ~f 
en ~l_~~iella g_~euf!1_~~~~· La transcripción de los gP.nes r:.i..f se e ncuentra regulada a dos 
niveles: el primero lo ejercen las proteinas codificadas por los genes nifA y nifl, y el 
s e g u n do e s e 1 con t ro 1 a do p o r 1 o s p ro d u c tos de l o s g en e s .9J.~ , l os c u a 1 es e}(fr ce n u·ñ·· c o n t ro 1 
generalizado de la expresión de los operones regulados por la fuente de nitró~eno (Merrick 
198 3) . 
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1 9 8 1 r:i. ) , m i e 11 t r •J. s q •.1 e !l.i.f L , •:l. 1 p a r (.,. r.: r~ r •l n t •l e; a n i :¡; .:1. l •1 i:i e e i é n d <-~ l 
p 1·od1.1c to de ui.f A en r.es~1 ues ttJ. •l l i ne t'1?.iT1e . 1 to en l 1:i ten si 6n 
p·:i.rci•:il de o:-~fgeno o b;ien, •ll 11:.unentüi' los po:.::: 11s inte1·n 1:is de 
e omp•J.estos ni t t·og en o.dos < B•..tc h •ln•:i.n - Wol l •1ston .tl ili 1981 b, 
1 9 8 4 , H i 11 e t •11 1 9 8 1 ~ Me i' i e I< tl !:U 1 '7' 8 2 ) • L ·~· e:·: p r e s i Ón tJ e 
los genes de' este oper6rl estu wedioda por un sistemQ de 
regulaci5n generalizado, ~l cual controla la expresi5n dP una 
gran variedad de enzimas involucrados en la asimilaci5n de 
diversos compuestos nitro0enado s <ver a continuaci6n>. 

A los sistemas genlticos regulados _por la fuent e de 
. n i t r og en o se 1 e => h a d en o iTI i n (l d o • s i s t '~ lll ü s N t T' • ( M 1). (J (,',:; ü n i !<. 
1982>; como ejemplos de estos sistemas pu~den mencionarse: los 
operones para el catobolismo de varios am i no5cidos (Grgininav 
prolinQ, histidinQ, etc.), los genes involucrados en el 
t l'•lOSp O rte de es tos ITt i ·:;;mo ·:; C omp llC::StUS • (;, ·::; f COITIO e 1 Op e rGi'I q 1.1.e 

contiene i:1l gene t~struct,1..tr•1l püi'•l l•.i glutomino si11tet::i.so. <GS). 
La ·reQuli:i.::ion de. f~sto~:; ~~:L<:;t""'ITlüS se llevo:1 •l cüho por lo>:; 
p1·odG.ctos de los genes Y..1.D..F, qlnG y ~iosiblemente u.luL• Lü 
proteírto:l. codifir..:11d•l pOT' 9.l.DG o.ctl'.íü co:i10 T'epresa1~ de • l·:; 
t r •l n s e r i p e i ~ n d e 1 os o p e r o n e ·;; su .j e tos •l e: o n t r 6 1 n i t r o g en •l d o 
CMcF11rl11nd tl ül 1981) · y, por otro lüdo, los prodGctns 
e o d i f i e •l d os p o r .i:¡..Ln F y ylu G o. e t i v •l n 1 •:>. t r a n se r i p e i 6 n d e éstos 
mismos operones <McFarlünd ~fil 1981). H•1sto:1 el mc;rr1entn no 
es e l •:i. T' o e 1 p •l p e 1 d e 9.1.u L , . d •l d o q i..tt> son mu y v •l r i ü d o ·::; l os 
fenotipos de lüs diferentes muto.ntes en este gene. Los ganss 

- qj.jiL y ql_QG for1tt•J.n p•1rt.e del oper·ón .c¡tH:· contiene •11 gene 
es t r u e: t u T' o. l d e l •:i. G S ( g 1 n AL G ) ( F' •:J. h e l et •11 1 9 8 2 ) Y l •1 

t1·•inscripcion de éste oper6n V•l de g1.nA •l í;i...l.DGY por t·il 
motivo, o.lganas mutaciones en el gene estr~ctural de la GS son 
polares •l gloG y, por lo tilnto~ son incop•:>.c:es de crecer 

. utilizando ülgdnos tJ.lltino~cidüS COffiU fuentes anicas de 
· n i t r 6 g en o ( fe no t i p o N t r ) < G u te r m o. n et •1 l 1 9 8 2 > • E l g E~ ne q l n F 
no esta ligado a los genes anteriores, en el gennma de las 
enterobacteriils se encuentran seporQdos por ·18 minutos 
ap ro:·d m•idamen te ( Gü re i>:1 1.::.-t gJ. 1977, G1:.\ :i. l lü rd in y Mo.g •l ':>ün ~. K 
1978, F'•:>.hel et •ll 1979). Lo s sistemrJ.s Nt r hon ~»idc; dt:·~scritos 
en Y•'.lrios org•u1ismac.;, entre éllos, L c;Jll..i <Po.hel 19820 

· M •J. c Ne i 1 et •l l 198 2 ) , S • ~ 'i p ~d. m 'l r i 11 ni O\ u s tu et .;¡j 1. 9 7 9 • 
t1cF11rl 1ind et ül. 1981) y 1\. 12;·ieu111onia c· (Espín ~ ...!lJ. 1981, 
1982). 

Los genes l1e is;_. iFH~ll..!IilJP i•:ii't i11vol1.1c f'(i.dos en 1•1 fi.j11c :i.on dr> 
nitrógeno p11eden considt::· rarst.' como un sistemo. Nt1·, p;1esto q :1e 
se requit=re de los product<:i s de 9lnG <Espir. i-d. •11 1981v 1?82, 
de B r u i .j n y f'\l.L sub t::· l 1981 ) , •:l. sí e o 1;, ~-' c1 1 n F ( L Pon ar d 0:1 y r: o l. d b P. r ':;) 
1980, de BruiJn y Ausube1 1983) para lo. expresi6n de lns g enes 
reguladores de la nitrogenasa CFig. 2>. Por otra parte, para 
l o. •:le t i v 11 L i 6 n d (-'J 1 os IJ 1:: rH: <;¡ e ·::; t r 1.1 e tu r .:1 l e~ s d e l •:l n i t ro 'J e n ü s ü ¡-, o r 
n i f A ~· e r- e q 1..t i e l' e d e o 111 F ~ y· o. q 'le mu t •:i. n t P. s 9 ~ n F- , n o e:-: p i' es ·:1 n 
los gF~ne ~:; ée lai nitroq¡~n·:is'1y ü•:Ín y c1.1ündc nif1~ este· siendo 
s i n te t i ~ •l do e o fl s ti t 1.i t :l Y •.i 111 en t 2 • r n e o n e l u~. i 6 n , q l n F fi-! ·::; 

neces11rio en la!:> dos nive :l(.js d.~ re!JUlüci6n tr•111scr:L~; cio1·1•1l di-' 
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Estos resultQdos sugieren que el me~a~ismo dm activaci6n 
p o r 1 o s p r o d i'.Í e t. os d t:.' n_j._f A y cil.2 G p '.H~ d e ;1 "''e r ~ i m i 1. •l r e~ s , p •J E< "; t o 
q•.1.e n.mbos nec.es:i.tün de untJ. proteí1vl f;Jnr: :i.nni:1l cll.DF po.r i:1 
profüover la t r anscripci6n de las op2rones baJo su c ontrol. 
Con si d (~r·:i.n do éstos resu l tüd os 1 s f~ h '111 ef c e t 1.1i:J.d n e:-: ¡-, •e~ r i ¡¡,c,n teis 
pi:it'>l · est;Jcfi·:ir si en t·~. Pl~~ .'.:l JT!Pl.1.J. ·1~ nl1~G P'J--' c!t"' s ustit•J.ir o. íJ_j.fA 
en sus -funciones y vic:eversü. Rec :i. ('";·,t c~ me :¡"\'.. c~ s e? ho. f:: nc o rit ri:t dn 
que ül e:{pre~•ll'Se n..i..fA constitrJt i v o ;11ent i::·:· i;-~n u n•J cepo. cil_r:i_G-, c• l 
prod11ct.o . codif ic üdo por n i -FA pr.i;.::dP i:ict:i. v • •. P lo. tPüns c r·i¡:ici6 <r dP 
su pt•opia promotor, ([l r 11mmond .c.t ~;¡,J 1983 ) así co1110 l ·:i 
tr•:>.ncripci6n de los o;.>erone ·=:; nr.J'1'1r1 i::dme.i t r:: r ~:! lJ'.llüdns p o r <;l_Ll\-.;., 
por ejemplo! los genes para. la utilizaci6 n d e argi n in o. , 
prolin•i e histidi111:i. <Men-:lcK, 1983, Ow y Aus1;.be1 l9ífl). Si 
bien, •il e:-:presl'.lr el gene ü..i.fA constit 1.itiv•1men t e pur.~ ·-!8 

substit.uir O:l. · gl_J}G ei') s1Js funcir; nes, el clonoJ.r qlnG y 
s o b re p r-o d u e i r s 1.i p r a d u e: t o e n 1.rn •l e: e p o. i:Li..f A - ~ n o •J. e: t i v •l l ü 

tri:rnscripciéín del oper6n qrJe codif:i.cü µ.:irü lo.s pT·cd~ Píi1 ::i ~=. 
estructurales de lu nit r ogena s a. 

L•l. similitud de los gr-.rnc-?s ~ y r..L:i..fA ViJ. ir111s •::.lJ•:Í ciP. l e. 
funcional. Estos yenes c odifican µara pro t e!nas G~sicas c on 
un pI 1T11JY seme.ji:nite y su peso mole.c: i.ilar e ',;; pr&ctici:rn1e.-,t,p iq :.iü l 
<55,000d) <BücKman .e.1 Q.l. 1982, f>iusubel y C..lnnon 1981). l..i:l 

semejanza de est u s polipeptid o s, a~r com o la s imiliiud dP lns 
o pe r-o ne s en 1 os que se en e 'Je n t r ü n < en o. i·1; l.J u s es t ··1 i1 ,j u n tos u 1 ·, 

represiJr y un üctivüdor) hü llev i:ico o. dn ·::; g r 1.1;.>o <=; 
indep~ndientes a post1..1lür q•.i~ el ope:~rón u.i.fLA evolucionó 
directo::..111ente de un i:i. r..:.n i(~•::id de t r ,:i.11cri ¡:.c :i. 6·n u..lDLG • :c nc e ~:;t ·,~ 0. 1 , 

posibleniente por una L!11plic•1cion Ct' OiT1osrn1111J.v Y•l. qr.H:' se 
encuentrüi'I diü111et.rülment 0: ·~ opl.l L' St.c ·:;; ro!'n c-:?l cr omu ~:,0111 i:1 d f-! ..is:_. 
p n e 'J m o n i •le < M ~' r r i e I<. 1 9 8 3 ~ O w y A 1.1 su b e l 1 <;· a 3 ) • E 1 o r Í!J t.' n ci e 
vo.rios genes de .i;__. culi hiJ. sido proµ •.i ;: <:;t eo pc;r F::L:i.e y y 
Anilionis <1978) por un mecanismo similar al anterior. 

Re g u l o. e i Ó n J e 1 ü F i ,j •J. L i ó n d <-'! N i t r ó <Jt-1 n o en B t:J e t. 0 r i 11 !'.: cJ i·~ ! G P n E> r n 
Rh izob i•JUJ. 

En contrüst(.;: con 1\. ~.l íl_~'~iI1i_~~ui ·:1e. l•:. r e q1..1li:1ci01·1 .de 1 •:1 
e>~ p re ·:; i o n d e 1 os g en t·~ s n i f en b •le te r i t.l s d e 1 tJ f., n e r o F: h i =o b i u 111 ~ 
h ü s i do p o e o e s tu d :i. ad ü • Los w~ n 1~ s q r.i ~ e u d :i. f i e ü n p •1 r-i::. 1 o s 
prot.eíno.s estructurales de la nitrog e nasü rle var i o~ de es t as 
org•:i.nismus, entre 1-=llü'"~ R. p.ll'l.;;;Ppl i (Qu.:i.r1 tc • f) ·1·. ül 1<?82 '.i , h·:;;·i 
sido el o n •l dos y e: 0:::1r1:1 e: ter i ;..::'. tl dos < r; u v li. 1.rn y A rJ s 'J ~i el 1 9 s O > , 
Es tos g en e s f 1.1 e r o n r e c. u 1:1 e r •l ;.i G s cJ e 1 i ~ 1· (~· ,, 1 o ':; q i:~ n r, 1t1 :o. e iJ. s 
u t i l i ::: a n d o e o m o el e t. t:i e t o 1' e s d e h i b r :i.c! i 2 •l e i ó 1 l o l ns g -: n ~' ~' 
•ln •'.Íl O<J os de b:..· QJJ~.,!ff10n_ ~_oJ. (~ ~ Y•:" que l O:l s s ~:' e i.i •?n ;: :!. os q 1.1~ e ud i. f :; r i:J n 
µllr•l l•l nitru9en ·~'-'""••l SE) E!nc1..1t::·1\ tron •llton: i:.•n t ~~ ccHr s 1:·~l'V•1d•15 
<Rr..1v!<.1.J.n y Ausubel 1980 ) . En tod ;:is lo<..:; Rh:í.2ob :: . d~T1 r."" 



cr ecimi en to r6pido hasta ahora estudiados los ~en~s 

e•::. t r u e t :ir i:l l es d 12 1 i:i n i t ro ~J 12: ·• 1J. so. e·:.;; t 1: t n D r q ü n :i. :.::: o. d os , ü l :i. g u o 1 
qu e en Klebs:i.ell1:iv en m1 sól o operan nifHDK. A<:; imismo, el 
p r o 111 o t o r d e es t (~ t) p e r o n d f.i' B... m e l i l.n.:l;i. t :L en en h o m o 1 e-. 'J í o. e n n 
l1:i. s ~; ec 11en ci •J.S 5' de los ope1·o n es nif de K. pnet.Jmonio.e <Dw, ~ 
i:ll 19 83 ~ Bey non r:~ t 11 l 1 ~83) , es t•:;. h 01r10Toq r.11 e on si 5 tE' en un •l 
sec :Je1-1cii:i concensoheptoilléricr:i. lc>c·:i.liz1:i.dü muy c:er·co. d o l inicio 
d P 1 ü t r 1:J. n s e r i p e i 6 n • E 1 g e r, e _!.1 i f H d (-:' R • \!!(':! 1 i :t o t :i. p 1.H:! d e s ,~ r 
1:i. e: t i v 11 d o p o r n i f' f'1 d e K • p n e 1 1 m o n i 11 P e u 11 n d C> é s t e·~ ÍJ. J. t i ni o s e 
e :< p re s ü o. p o. r t i r d e un p ro m D to r e n r; s t i tu t i '-' o en un p 1 os m i d o 
multicopi ü <Sundaresan, et al 1983). Estos re~ultudos 
s •.! (] i e r (? n 1~ 1.l e p 1:i. r.::. 1 i:J. t r oJ. n ·:.; e r :i. pe i 611 d r.> 1 o~~ g e~ n 1:;· ~;; n :i. f di~ .E...-• 
~ e l i lo t i es necesaria la particip Qcion de un gRne onalogo a 
n :;. f A, 

En R • rr. e l i 1 o t i y en R , l ·:c~ n u m i n o~~ ·1 r 1.un h a n s id o d P se r :i. te• s 
i:1 l g 'J n .;i s ni u t •l n tes i n e a p •J. e e s d e f i ,j o. r n i t r 6 g e 11 u q u e u11:i p e o. 11 e e r e '1 

d <? lo '::; g•~nes est.r1,¡¡.:turülos de li:l nit1·oqen1:J.Stl• Esti:is mut .. inte :::. 
s e e n e 1J e n t r i:i. n en u n g e n e e o n h o m o 1 o g i 11 •l u..i.f A d e L• D n "'1 1 m o n j i;i e 
< Z :i. mrri(·::· r1TJ1:i.n et fil 1983, Szeto l·it 1li 1984, [l(.iwn ic~· .e.±.. tl 198 3) • 
En los n6dulos f ormados por la infecci6n con las cepas que 
l l 1:? v i:41 ·1 e ':5 t i:J. s; m :,¡ t ü e ion 2 s , no se 1 o tJ r i:i. n e! e t. P r: t ü r 1 os 
µ oli p~>tidos de la nitrogenasa, ni RNA menso.Jero pnra su 
s ::'.'n tes :i. s ; i:i. es t •J. s m 1.i t 1:i. n tes s r-= 1 es h •:l. d e r1 o m in •l d n a.i.f A • ) :U< r~ • , 

yo:; que p r E•sen t•1n fen ot ip o si mil 11 r •l 111 s iT;i.l ton tes a...i.f A de K.. 
~ n(~:.lmu11ii:1 (·?, ü'.:il como por 111 hom o lc1qf"ü 1?:-;ist.c-'1tr: con es t8 'J;2 ne . 
A C: i fe r e ;1 e i 1:i. el e ..Ji.. n pe r; m o n j 1J P ~ s .;:.:- e! es e o n o ce e 1 111 >:-: e: ::in i s m o por 
el cu~l este g e n e es requlado. 

Estos r esult1:i.dos Si.lQiE~1·en q u.e 1·1 r F· g1.1l 1:i.ci.'5'n cln 1'1 
f :i. .j i:1 e i 6 n d e n i t r 6 ¡J en 11 en 1 o :: F: h i :: o b i 11 e p u t~ d e t P n e r 
c1:ir •:i.ct1?ris~ti cas en comú11 con lü re g1Jl;1ci6;1 de est11 fu n ción en 
K • p n e u m u n :i 11 & 1 a p e s ü r d P. q u e <:. <; t o ·,; o r g ü n i <:; m o e:; t. i (·~ n ;,::- n f' n t ·,~ P s í 
e: o n s i el e 1· ü b 1 es d i fe re n e i .:1 s f i s i a 1 ó g i e •l s , p o r e .j ~ 111 p 1 o : l o. 
n i t r a 9 r'? n •:J. s i:1 d e 1 o s R h i z o b i 11 e e ~.; m r0 n os sen :; i b J. e ü r (? p r E- ~"· i 6 i i p o r 
o. m o n :i. o q u e l ü en :: i il1 oJ. d e I< • ¡:¡ n e 1.1111 o n i o El ( S h o n 1111.J. g tl 111 y M o r •1 n d i 
1 9 76Y Ludwig, ·1980 ,._ ) , i:1simi ~:; 1110, en este i'.ílt :i. mo . DT'CJC! nt <.:; 1110~ lo ~; 

10 

g en es n i f se en e u en t ron en e 1 e: r a nr D so 111 •l Y mi en t r 11 ~. q u e 9 n · 
R! ·1:i. z o!.J:i.11 111, esto s mi smo '5 gr->nes se 1 0:: 11l :i. zo.n en pl 1'i: s mido:r. d'"" 
ü lt o pe so molecul11r <Nuti e..t. !li 1979; por otr•1 f.l•:i. rt e, el 
am o n i u p ro d 1.J. e id o p o 1 l 1:1 r '-:: d 1..;.:: e: i ó : 1 d e 1 n i t r 6 g en o in o l.:::> e u l 1J. r E~ n 
K. Rn eumoniae es a s imil a do p u r su GSY mientras que la 
ü ';:; i ITl i 1 11 C i Ó n d e 1 l"I i t í' ('.;' (_; <~ : l l.J f Í ,j (l d U en l Cr S í\ 6 d l.L }. Cl S ]. O. 1 J. (.~ V '1 11 
ca bo l ü GS de la planta <Fig. 3 >; la actividad Je esta enziffia 
en los bo c t e roides es muy büJ a . 

La s boJ.cteria s del genera Rh i zobium, asf ~orna 
A:;¡ ru b i:1(.:te r i 1J111 po:,,e r: n d os prote(n ::i.s difere:d, es ct>o •1ct:iv:;d i:1d cte 
g l u t,.-1 m i n o s i n te l;, ·1 s ü < fl a r ro w et 1:i. 1. 1 9 7 7 ~ Fu e h s y ~~e i. s t i? r l 9 8 O a ~ 
1 <? 8 O b ;. • E s t ü s <'? n ;;:: i m .:1 s p '.le d en s e -;· ·::;e p i:i r Q d i:1 '::; r o ··' e¡' f o q i.t 1:~ 
i ~; o e J. e e r i e o o por su d i -fer en e i ü d e s e d i. 11. en tac i 5 n en iJ r •l el i 0: n t. e s 
d i:.-~ s tJ. e ü rus 1:.. ( [t ü r ro w 1 9 8 O ) • l_ •J. G S I e s mu. y s :i. n·1 i ] .:1 r •l 1 Q 

9 l ;.l t •l 111 i n o s i n t t ' te ~ •l el e l o. s en t e r o b ü ;:: t f::.' r i u s , 1 i:1 s <;:; lj b 1 l n i. d ü d (:1 ~~ d PJ 
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es t•l. en z i l'llü ti ene l.ln p ~::so mol ec: 1.1 l ü r ap ro:< i iffl:"I '' n · de 59 v 000 
daltons, en su far~a activa se encuentrQ asnciada en un 
dodec&mero, es termoestat•le y esta suJeta a reQulaci~n pn ~ 
•J.deniliición, Je mone1·i:>. simili:ir .:1 lü GS c!e E. coli <Dürí' DW 
1980). La GSII tiene un p8so molecular menory 36y000 daltons 
aproxi~adamente, se desccnoce su estado oligom~rico, no es. 
regulada por adenilaci5r1 y es m~s S8nsiblP a la temperatura 
que ¡ ·,:i G SI • E 1 o r Ío:;¡ en de es t i:1 s p 1· o te Ín iJ. s f.Hl re e: E~ no s t:~ r ~ l 
mismo, ya que al analiz0r digestiones proteol!ticas de amhas~ 
se observ•:in pütl'ones peptídic:os diferentes <D11rrnw 1980). 

Como se menciun6 previnm~ntGy la · requlaci6n d~ la 
f'ij•:i.ciói1 de 11it1·áyeno en Rhizobium ¡.iuP.de tener c:oP•:icterÍ.stico.';; 
si°'il•:ires a l•l reg1.il1:1ciún de esto::. func:i.Ón en K. ¡:>r\P1.1mon :i i:i(~o . • 

Ot T'•l ev i den e i •1 q 1.i.e ap OY•l e~ti:J. sup os ic i 6n es ta b •lS.:\d ü ~n l n -::; 
t r •lb •1.j os d ~ d os g r u p o s ! !_u d w i g y S :i. g n ¡.:. r en R l 1 :i ~:o b i u !í1 $ p r1 

(1977) y Kondorosi et· ül. en R. meJilcJti <1977). 1
61mbos 

gr·upos ·h·:i.n iJ.islo.do muto.ntc:s •l•.~:·~Ótrnf o. s clP iJluto.nr:i.no. quey •J.l 
igual que algunos auxotrofos de este aminoacido en K. 
p o ¡.:. u m o n i c.<= , p i e ·;· d en 1 ü ü e t i v i J 11 d d t? l •l n i t ·,- o g P n o. s (1. • L o 
lllf.lt11nte de Rhizabium. Srr rE~quiere glut. :•11iin•1 p•1r•1 s;.1 

crecimiento y es inc•:ip6.z dr"" fi.j11r nitrÓ1Ji:o>nnv to.nto e :1 
simbiosis como en vida libre (~ste organismo pu~de reducir al 
n i t r ó"g en o en v i d o. 1 :L b r e b ü .j i.l e i <= r t •1 s e o n d :i. e i o n e ·:" ~ J' s f. 1 o 
cuando se encuentra ~n 111 fase e~tacionario. da ,: recimiento 
( F' ü g •1 n et tl 1 1 9 7 5 ) ) • En un t r i:¡ b ü .j u p o s t ·~ r i u r , s P. (:,> n '- Ci n t ·• · n 
q lle es t •l m ll to n te h 11 b 1.J. p P r d i d o 1 ü o. e: t.. :;. v ÚI ü d e! t.· 1 tJ. G S I I y 1 tJ. 
GSI se encor.tr·.:i.bü invc.r :L (l,IJl(.:; me ritP i:tden :i. lüd(1+ Al etn11li~ür 

revert•lntes 11 prototrof:li:i. pop gl;.it ü n1inQ se encontr-o.ron do =:; 
tipos! .'.inr:is cepas que ·¡·ec1.1 ¡:1 (;! .1'(i.IH1n 1•1 üctiv:i.di:id . d i=> :Le .. GSJI ¡-i P ro 
no l•J. C•lp•1cid•:i.d de fi.jü1' nitrngeno, y lo::.';;; . otri:::.~:; r· evert.-1n ·b~s 
segu1an sin activido.d de GSII pero lo GSI se encontrob0 en su 
forma desadenilüda, arrn y cuando fuera crPcidü en exc0s o de 
amonio; estas altimas capas r~cobriiban lo capacidad de 
prod•.icir nitrogen•lS•l <Ludwig 1980). l..a mut•1nt.e di7: fu 
meliloti, aislüdü como de~ivada de unG auxotrofo de hjutidina 
que puede crecer utilizo n do D-histidina <ver 11 continuaciun)r 
forma nódulos pequenos de cnL:¡r b]o.nco sin o.ctiv i do.rl é- (:> 

nitrogen11sa YY al aislür revertant0s a pratotrnf!o nar 
glut•1min•1, se recupero:. lo. cüpi:1c".. c!i:td po1·0. f'jJo:lr n:i.tr<1<J<~ : ·1 u 
<Kondorosi et •21 1977). 

Las mutQntes reportadas 
o n •J. l i z •l d •l s g en et i e .:i.111 en te , p o r 
fenotipo e s ta ocasionadv por una 

¡J O T' O. !T1 b O '.3 <j f' U. ¡H:i · : ~ n 1) 

lo ti:i11"~0 no se !:;•:ibp 
G vurius mutaciones. 

f;.1er0 ,1 
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Estudio de lo F:egul•:ición Genét.i.C•J. de la Fi.jücic~n d •? Nit1·Ógc:-no 
en .B.• pho.sc.:>ol"i.. 
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v•..Llq•J.rie..; (f'ri.jol cnmun) ~ es de troscr->ndr~nto.l :i.1r1port. 1Jncio. <:>'n 
M~xico, puesto que el frijol es la prin~ipal fuente de 
proteínas para un alta porcentaje de la pohlaci6n. A pesar 
d e q u e 1 •J. d i s p o e: i e i ó n d e n i t T' o g en o n o es 1 ü 1T1 ü y o r 1 im i t •J. ll te, 
para la producci6n de esta leguminosa <Mortine~ 198])y el 
~onecer en detalle esta siffibiosis~ así coruo los mecanismos 
ruoleculares que la confurman, podrra permitir l~ mani~ulaci6n 
de la informaci6n gen~tica para intentar obtener organismos 
m~s productivos. Asimismo, el proc es o de la reducci6n del 
nitrógeno .1t111osferico •?S un CüH1po de 111 binlogf•J. molec1.tlo.r que 
aan tiene grandes interrogantes, sobre todo en aquellos 
opganismos que requieren de alguna ascciacion simbi5tica para 
poder fiJar nitrogeno. El caso de a. pbgseqJi es de 
especial interes, puesto que en •ste organismo los genes 
estructurales para la nitrogenasa se enc11ent.ran en varias 
copiQs y aGn se desconoce el signif'icGda de estas 
rE-:iter•iciones (Quintu tl t'.ll 1982). 

En éste t t' •J. b o .. j o se p 1' et en d e d et P. r irii n •J. r s i e ~-d s t en 
elementos com~nes en la regulaci6n gen~ticu de las enzimas 
responstltlles ele 1•1 tlsimil•ición de •lnionio y de la fi.j•:i.cián de 
n i t r ó g 1,:0 n o en B.. ~¡ h •l ;; µ n 1 i • Los res u 1 t •l dos o b t cm i d os e. ;·1 este 
cori1po en otros miembro ';;; d<~ l genero RhL::obiumy son 11mbiguos y 
requiPr·en de un•1 inter-pret•:i.ción cü•.d.elos•:i.. Sin emhar(j O, como 
se rnencionG previamente, estos re~ultados sugieren que la 
requlüción de •J.1rtb•1s funciones pude E'Stür medi11ch1 por l.lli 

sistema comun, que posiblemente se asemeje a lo r@portGdo para 
L· R ri ¡.,> 1.u!l..QJli~. 

Para estudiar la regulaci6n gen6tica de cualquier 
si s temü, es indispensable contar can mutantes qua tengan 
alterada ·la funci6n que se pretende conocer. Por tal motivo, 
e !5 n ,,.~ e es a r i o d i s p o n e r d e mu t ü n tes d i? R • Q h q •:; Po J "L ~.! n 1 tl 
fi,j11ción de nitrógeno o en 111 •J.similücion de a111onio p•:irü poder 
determinar si exista regul11ci6n com~n pQrt'.l ambas funciones. 
La obtenci6n de cepas con mutaciones que originen ~lgunü 
u l te r •l. e i 6 n e n 1 ü •J. e t i v i d o. d d e 1 i:1 n i t r o q en ü s o en é s te o ., . íj .:i. n i s 111 o 
no es f~cil, ya que - no ha sido desarrollado ningun m§todo 
e f i e i <:-> n te p •:i T' a s 1.i se 1 e c c i 6 n • As i m i s rt1 o , J. ü o b t.<~ n e i cí n d e 
ffiutantes en el procesa de la r~ducci6n del nitrdgeno molecular ' 
puede presentar serios problemas en R. phnseali~ yo que en 
este 01·g•.H1is111u l•l infur111i:ici61i gen~tic•l puede f.~sto.T' rei.tet'odo., 
pol' .-~.jemplo, se ha encontrado que de los g~:>n<~s n :i. f nl mE~nos 

los estructurales, asi como otrQS clonas de las que se 
d2sconuce su funci6n, se encuentran en varia~ copias en p] 

genoffia de ~ste organismo (Quinto et al 1982, SJnchez et al 
1984). Por otra parte, ya han sido aisladas mutantes al azar 
en 1 ·:i f' i.j u e i 6 n d e n i t r ó 'J 12 n o en éste l •J. b o T' ato r i o ( No e 1 et •tl 
1924). La selecci6n de~ m•1to:intes en lü as:Lmil.:tción d<:> a111Dn :io 
en B.. ~1 ti •+ s e o 1 i p T' e~ s en t •l e i e r t a s e ü m fl l. i c..: •l e: i o n t.·~ s , y o. q •H~ t: ~,; t r~ 

org•1n:i.smo tiene do<; proti~rr1üs con •+ctivilli:u:I de GS ~ p0r lo 
tantu, la ~rubabiliJad de obten~r aux6trofos de glut0lliina es 
m1.1y ba.jo:i. Sin e1T1hargo, u.-• .:1 eslrúteqitJ. iJ. seyu :i. r roro. li:;. 
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ob t2nciÓ;·1 de. 1J1J..1t•1ntes en 111 i:i si H1 il11ción el ('! omonin, con~:;i s tP. Pn 
1 iJ. s ~= l e e e i ü ¡-¡ d e e <:> p i:i <:, e o n me n o r 11 e t i Y i d i:i d d <0 •l 1 <J un o. o •11r1 b i:i. s 
GS, c11.ie podrr:<n obt~~ ne rse íll(;-~d ii:rnte lü seJ.ec:ción de mutontes 
s~:~ns ibles ü ülq1.Ín co:ri¡:iue ·::;t o que inhib11 l•l 11c:tivic•'.ld df;) lo<~ GS. 
L ü L - M e t i o n i í1 i:i ri -· L - S u 1 f o ;-~ i m i n •J. < M S ) , q 1.1 e es i:rn td o <J o n l .-re i d o 
g lutamico~ se une de manera irreversible a 111 OS causando la 
péi~iJicl i:i de su 11ctiviJ1:>.d. Lo 'c:; en~, :i.bi lidocl o MS p1.11-:'de ser 
producto d e una s er i~ de factore s , ~ntre e llos, l~ p~rrl i da o 
disminuci5n de la a c tividad de la~ glutnmino sintctas. Por 
o t r •l p i:l I · t f.; ~ 1 iJ. s m u t ü e i u n <"' s <J.l.rr G - d P E • e o 1 i e o. u s ü n 
st::;1si b ilidi:iu •l MS (Clsorio tl 111 1981). Si e :üstf.·) un genA 
co'n f ' 1.rnciones eq1.i :i.vülent,~s ü 1~G dP li:1s enterobo.ct.c>r :i .:is en G:. 
p 11 •1 se u 1 i v n11.i t i:i e i o ne b en · este ge tH~ p o d r ío. n s !':.' r d et f! e t •:.t d i:\ '.:> e o m o 
~ E· n s i b 1 e'.:; •1 ~~ S • 

Otra manera de buscar mutantes del tipo anterior, sería 
rTl(·:d ÚiY1te lü. selec c: ÍÓn de C!'" j)il';; de fi..• ph•1':;'.;(·~0] :i. üU!·:Ótrcif1:tS d~:· 
h i'"; tid::.niJ. qut! · puedo.n suplir su rec:¡u¡~rimiento cc>n el isÚmP.ro D 
d<"' e ::; te conq:, 1.iesta, como 11.J reporti:l<1ü pori:t Ji• ty 1ihjmuriu.m 
( i\ u 'J t 1.i y Me I< e r e• g h •1 n 1 9 7 5 ) • L 11 r '1 e e tTt o. s 11 d (~ h i s t i d i Íll:l e s 
r c~' pr i •11:Ld •:.!. po ·:' yl1.iti:i:nin·:i.~ por· lo t 1:1nto, li:is mut11nt (·?S con 1T1f."!no1; 
ü c:tiviJ:J.d de ;JS p 1.iede11 e111pl..:~•1r D-·histidin11 po.í'O susti.titi.r su 
ü 1.1 >'. D t ·, · D f f i:l. 1-' Cl T' d i C h O ü lfl Í n O ·~ C :~ d G ~ -y •:l q 1.1 ('~ C' n f~ S t ü ~; C <~ p (1 S 1 O S 
p OZQS de ylutumin11 se deben de ~ncontrar muy baJ11s y, por lo 
t ·::i. n t •:.i 1 i:1 et i v o. 111 1· 0:1ee?111 o~:; •:1 de h :i. s t :i. d :i. n o • Por otro p o r te v 
u. t i 1 i ::. i:i n d o 1 o ~• d e~ te e: t o .- e s r: o n ve n :i. P n t !'' -::, , ~; €·) p c; d r f" •1 el t-: te r 11: i 1v1 r 
s :L en R , uli •:4 se e l ·j. e ~-: i s t (-:' h <J mu l e ;J Í ü e: o n 1 o,:; (J r n P s rl.1...Q. ~ P s -~.o s 
t:J¡::.-i:,ec'~ores pu d1 · i•J.n S<O)r· los pl.•i''=>rr1idos q ue 111:~·.1üil Je;';;; qen f:~S glnl.. 
y <.Ill!_G o Y..1.!2F U(-? E. r:o1:i. o tü~ JS_. ¡:1ne1.lm (rn:i.0F. Si ':5e c=:> nc•.( <~nt,rü 

hom olDg i •:::.y s;e recup1.=ror{on estos genes p.-\r•1 il11.11-, 1..i.genizi:11·lo ·::;. 

El mf:todu de S<-?leccion de:> . lo.s mu.tJJ.n c.e ~¡ el<·::icrido po.r·o <..::st,e 
trü.buJo fue el de sensibilidad a MS, Yo que de esto. manera se 
pu eJen obtener mutantes p 11 r selecci5n del fenotipo en plQca y 
-·\o s e ¡· e q :_i i e re d ~~ n i n g 1.i n •..l. o t ri.1 e: t:o p ü d !7! B._, p b ' ' s Po l ·¡ i:l p a r te d ¡.:~ 
lü si1ve::;tr-e. 

De existir regulaci¿n com~n entre li:i asiruil u ci6n de 
amu ni u y li:i fiJacidn de nitr6qcn 0, laH cepas con altera~ione s 
en l•:i ücti. vid•.i.u de c1Ji:1lq1.1iet' ü de~ los GS, podi·í.o.n tener 
•J. f ~? e t ü cJ ü 1 ü ü e t i v i d ü d ti e l ü n l ·c. r a q en iJ. ~;; tl • En <~ 1 p i' P .,;; ~ n t b. 

t1·i:>.ua.jo St.' descr·ibe lü ol.Jtenciún y c ·:u·1.1ct1'-!PiZ•). c ión t.JtH1étici:1 y 
f j ':.:; i o J ú g i e· 11 d e 1r11.1 t •J. n t (~ s s t:- n s :i. h }. e:;; •..l. M S , d <o: r .L v .:i d o ·~ el <-:> l ei e e~ p ü 

-.;; i l ve s'!:.. re d e .B.+ ¡:¡ h 11 s E:' o ] j C F N 4 2 • En ü 1 g G n •l s ch~ e ,,, t , •Ei m 11 Le, n t t:.·) ' :> 

1 •:l f i .j •J. e :i. ú n d t.> n i t r ¡j q e n o f u ~ •l f •? e t ü d o • D e :L f'.' =~ tu d :i o d P. es t .:1 ~. 
e "°' p 11 ~' s e p '.l e d e e o rH..: 1 u i t' q u. e r> o r 1 o 111 é n Cl ~; e :-~ i ,,, t f~ un 'J e n ~ e u y o 
p l' CJ d u e ·L (j <-: ~ in ¡j is p ~ 1·1 s .:i l.l le pu r ü l i:1 •le t i vid 0:1 d (¡ p t. i 1n o d 0 11 rlr b o.,., 
G S v o s í e o m u p •J. r i:i e 1 d es i:i r T' o l 1 o r. o r m i:i l d 1:~ l os n ú d 1.1 1 u s y ~ p o r 
l o tüt'tu, P•J.T'ü lü t'i.jüc:i.6n de n:itr<:Ígei1o. 
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METODOLOGIA 

CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS. 
los pl•Ísmidus utili::o::i.dcs y 
presentan en las Tablas 1 y 2 • . 

Tod•lS l•J.S 
c ;:rnstru!'d os 

14 

cepas bacterianas y 
en es t ~:! t r ü h ü .j D ? s ("' 

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. El medio de cultivo ricu 
utilizado para crecer R. phgsenli fu e PY (peptona de cas eina 
0.5%, extracto de levadura 0.3% y CaC12 7mM>. El me di o 
míni~o. empleado ~ue MM <FeC13 22mg/l, MgS04:7H20 100mg /l~ 
K2HP04 220mg/l, CcCl2:2H20 220mg/l. suplem~ntado con succ i nat r; 
de sodio 1350wg/l y u lut 0ma to de sodio 1100mg/l, pH 7.0) CNoe l 
tl •il 1 9 8 4 ) • E 1 me d :i. o r :i. e o p ü r 01 e r •:?e e r E • ~ f 1.1 e ¡_ fi 
< p e p ton •J. d e e ·1 se i n •l 1 • () ~~ , e >: t r •1 e to d e 1 e ·..,.i o:i. d l.l r 11 O • 5 i~ Y N ü C 1 
1.0iO. Po:iY'ü solidific•:i.r los medios se empl eo üq 1:i. r ol 1.5i~ . 
Cuando se requiri6, se utilizaron los siguientes antibiaticos 
p•J.r•:4 R. plto:lseoli! Estreptümicir11::. (S ·1:.r) 2G Oug/ m 1~ l'•Jl1•lll1i c i110:¡ 
CKan) 60ug/ml, Rifampicina (Rif) 25ug/ml~ Clorarnfenicol <Cru) 
10ug/ml, Tetro:iciclin•l <Te:) 10ug/.11l, Acic!c:. N11l:;.dL::i.r:o OLil) 
20ug/ml y Espectino~icina CSp> 100ug/ml. La temperatura de 
e r e e i m i en t. (j p ü r ü a.. ¡:¡ h (°¡ 3_¡~ 1 i f l.! e d i~ 3 o • e y p '1 T' ü E + e: L .:. i 3 7 " e • 
Los e •.11 t i vos e n tí1 e d i CJ 1 í -.:¡ 1.:. id o f :1 e ;·e; n o::. r:,! i t 0:1 el os iJ 2 O U r p 111 ~ L~l s 
cultivos en medio s~lida se mantuvi eron e n incubado ra h~st~ 
obtener colonias aisladas C3 dias aproximadamente). 

Las conJugaciones bacterianas se realizaron sobre PY 
sólido, procur•lndo pone1· el mismo n•fmero de c:r.!lul•:i.s r~c2ptoro:is 
y don tl d a r •l s • Des p '.J. é s d e 16 h , 1 ü s b ü e t (-? r i ü s f' :_¡ F r e:. n 
resuspendidas en lml de soluci6n salina fosfatos <NaCl 8.5~/l, 
K2HP04 7.0g/l, KH2P04 3.0g/l, pH 7.2) y pla~eado::i.s sübre el 
medio selectivo. 

MUTAGENESIS CON TRANSPOSDN Y SELEC~!ON DE LAS CEPA S MS 
SEN SI BLES • F' •l r •:l l •l obten e i 6 n de 1Tl u t •l n tes ~> o T' i n s ¡~ re l. o n d e 
t r 11 n s p os o 11 en e 1 q P 11 o 111 o:i. d e .E_. p..i:!.9' ~ ~ rü _i. ~ s (~ u t :i. 1 :i. z 6 e ] 
p ro e e d i 111 i en to de l " p 1 il s 111 i d o s 11 ic: i d ;_; • e F i g • 4 ) • D i e h u rd~ to d o 
consiste en introducir por conJuyac1on a §ste c1 rguni smo un 
pl6smido que sea incapaz de replicar s e en Rh izob i um y qu e 
lle .,.ie inserti:ido al1J1.1n tr 0:111spusn¡·,. El pl~smido quc:;o !~f· u ·t,::.li:;:5 
en este ::. rab•:i.jo p•lT'•l selt:!ccior1;::..r l•lS 111 :.lt,(,ntes SE.'n<:=,iti1e ·::; ;::, MS 
fue el pSl..~F·1ou. (C:: e rivo:;.do d2 pBF:32S C C•li Tn~:i o:i.::. Cl.l ::d SC'- l<· 
clono el sitio oriT del plS~~idu RP4 para padP~ s e r 
i11ovil1z .1do) (Simon c:.>·t. •J.l 1983 :0 . i-'o:.r•l 11·1uv :i.1:~zü r é ·::;"t.e !-,l::í.i:i 1t1 i1:n 

•l l •l e e p •l s i 1 V E s t 1' e d e F; • ¡; h IJ. s e o ; i ~ ':> t' 1 1 e 'v' o o) (. •.J. b i.) :.h·, 1). '~ ) ' •..i :z (i. 



TABLA t. 

e E P :.. 

u:;~2 

u:; ¡ 

C F :; ; 

u·.za 
e 1;. r za¡ 
:; : 7? ~e; 1:1azs1 

;1n a1 

( ~ 20 3 

E :~ 2 O' 

[:' zcs 
E:-:3 0 6 

[~1107 

(Xl203 

(~120~ 

(~!306 

u:.202~ 

GEZ 

CEZ 

C(l 

t;E 101 

G·: ;eco 

CEPA~ UllllZl.Cl.S 

Ct.P.:..CTERIST:CAS PR!fiCIP/.L[S 

Sllvtstrt 

Sllvtstrt 

S11vrstrt 
Sllvrstrr 

Silvtstrr 

Silvts\rr 

Silvestrt 

Ctrlvaéa 

Dtrlv1é1 

::ert Yaéa 

:Jcrlvada 

/.isla.,iento 

J.isla-irri~o 

.! ; -:. 1 .J :"'"ir n ~o 

~•s 11:-irnto 

:.tsla..,\tn~o 

:.isla~ i rr. -:o 

:.isla!"":lrl"'. to 

r. a n r ( 7 r.~) ér 

1:. r. 
r 

( ln~) éc 

1'.." r (: n,?.: é• 

r.a n r (7n .~_) ~e 

r.1 n 
r ( Tn:_) ~· C:rrtvada 

rranscon:uqantt Kan' ~t 
después ~. cruzarla ror 
107 pJ23 
~rtnscon j ~s~ntr r.an' c!r 
~~spu é s é c cruzarla por 
203 p~23 

7ranscon~u~~n~r ~anr d r 
é~sou~s ~ t cruzarla por 
20' pJ83 

~rar.sconjw)antt ~an' Ce 
~rsvu é s ~e cru;arla por 
zo~ ~~ ~ 3 

rr anscon ~ ~~antt ran' dr 
~~~pu ~ s éf cruzarla por 
306 p~53 

:..-riva~• de la Crra (!'.20' 
pl4s~i~ c ~ ~ Z é (Si~) 

::J",. i va e! a ~ (' 1 ! e r :-- a e r ''.: 2 
pl•sri~o p~ :c ( Si~) 

~· Ca r:'O 

ér Ctr- ~ o 

~· Cac~o 

~t : • ,.. ~o 

é• ( ¿ r- ~· O 

~e C•- ~O 

~· e a:-po 

1t CcN CD 
~ a e r r.a C[ 3 

1 a et:" a e u 
1 a e e=' a Cé) 

1. Cr~• en 
l. e•~· • cr· . { 
la U pa [ ~ 

1 ~ e r ~. e¡ 2 
1 a Ct~a [ ~ 

1 ' e{' ~ a e r; 
la C r~ a [ ~ 

lt e,.# , cr. ·' la Ct~a [ "· 
l a ( r~a e E~ 
1. Cr~• . " 

e u r a~ 1 Ctl 

cura ca érl 

:J.ertYa~a ::. tf", ( ... /° d<" ia C(' :- 4 Cf\!2 

Crrlv1c!a ~i!' dr 11 Cepa U~~t 

C'.:' r 1 vol~ a 

tnr le• 

Cr ; a O.:IC· I 
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PARA CST[ TPAS~.) 0 

R(í(R(l\Cll.S 

Cutnto f..l ~l ( ! ~.: 2 ~ 

ralacios e_;_ u r ~ ;- ... ~ ,, :: t. ::~ 

ralaci o\ !"J a_l r? :-- .: ~ 1 ~:: l :J 

rthcios ~ !.l ne :-- ... ~ 1~e 1 ~:i 

ralacio\ ti • l no r \_.:~~~c ! j~ 

E ne t,. a!:: 1 .. • o 

[ s '.. t r 1 !> a _; e 

( s ! t '.rabajo 

rstt '.nbajc 

[ s t .. trabajo 

(str traba j o 

[ste tnba j o 

[str traba j o 

[ s t .. trabajo 

[ste tnbajo 

Este tratajo 

Cuin'.o r '. ' ~ ' • ":;' I ' 
! s ~in r '. a : , .. . . , . : '." -.' 

\ c rl r '. t ~ : ~: ! 

'lcr 1 . '. a : ' : ? f ! ; 



TABLA II. 

PLASMIDO 

pJB3 

p8R322::Tn~ 

pGE2 

pSM? 

pSM204 

p5UP207 

pSUPlOll 

pRK2013 

PLASMIOOS UTILIZADOS Y CONSTRUIDOS PARA ESTE TRABAJO 

e A R A e T E R I s T 1 e A s P R I N C 1 P A L E S 

Derivado Kans de R68.4ó IncPY Cmr Ampr 

Inserción]._!]_ vivo de Tn~ en pBR322 
Oerivado de pBR329 con el fragmento EceRl 
con Tn2 de la Cepa CF N2018 
Derivado de pBR329 con el fragmento EcoRl 
sin el Tn2 del pGE2 
Derivado de p8R329 con el fragmento EcoRl 
con el Tn2 de la Cepa EM204 
Derivado Spr (Tn7) de pBR325 con el sitio 
mob de RP4 -

Derivado Kanr (TnS) de pBR325 con el sitio 
mob de RP4 -
Derivado de ColEl con la región tra de RK2 

R E F E R E N C I A S 

Brewin ~ .!l_ (1980) 

Espín ~ .!l_ (1984) 

Espín ~ ~ (1984) 

Espín ~ .!l_ (1984) 

Este tratiajo 

Leemans no publicado 

Simon et al (1983) --
Guiney et al (1979) 

...... 
O\ 
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tt'ipi:;.renti:ll en l•l c•.ll'.ll se em:Jleo •ll pl•:Ísm:Ldo pRK20:13, 
e: o n ten i do en lil e: e p o. H B 1 O 1 , e o m o • p l. iÍ s m i do ü y 1.i d •J. d o r • • Este 
Gltimo pl6smido es un derivado del RP4 que se requiPre parQ 
que el pSUP1011 pueda ser movilizüdo. Al cnbo de 16h, las 
bocteT'i•J.S S f? pl•J.t (?iJ.ron sobre~ medio splr~cti·vo CPY K(ln~ Strv 
Nal>. las coloniQs resultantes se replicaron a medio ruinimo, 
MM M S 5 u g / m l y MM M S 1 O 1.i g / m 1 • L •l s e o 1 o n i ü s q u e p r e~ ser' t •J. r n n 
un menor crecimiento en presencia Je MSv fueron recuperada s Y 
p 1.1 r i f i e •J. d Q s e:-: ten s i v •J. me n te • P tl r ü l •:i. se 1 e e e :i. 6 n d P ü u:-: u t ro fo s 
d e g 11.i to. m i 11 ü se e m µ 1 e o 11 l p l •J. s íli i d o p SU F' 2 O 7 , este p 1 15: s ¡¡¡ id o es 
un derivado movilizable de pBR325 con Tn7. Para la 
~ovilizacion del pSUP207 a la cepa EM306 se utiliz~ al 
pHisu1ido pF;V~ 2013. Despué ::.i de 16hv lü:;; tr•1n::;con.jugünt.es Sr-r 
fu e r o n r e p l i e •:l d •:l s o. MM , MM + y 1 n , P Y , P Y + g 1 n ~ to d u s es to$ 01 e d i o ·:; 
e cin t en Í.111 S ¡:.¡ 1 O O u g / m 1 , 1\ o. n 6 O u q / m 1 • 

DETERMINACION DE LAS ACTIVIDA~ES ENZIMATICAS DE LA GLUTAMINA 
SINTETASA. Las o.~tivido.das de las GS se determinarcin por e] 
método de "t1'ansfer•1S•l" CBende::r et •ll 1977>. Se calecti:iron 
por· c1¿in t rif:1go:ici6n 50 1111 d\~ un cultivü en MM+qluy lü po.st:i.11 11 

se lav6 dos veces con solu.cion de extracci5n (imidazol 10mMv 
M n C 12 1 • O :T1 M 1 ¡:; H 7 • O ) y se d 2 ·t-, e r m i n •l ron 1 as i:i c t i v :i. d o. d es de G S 
en c~lulo.s tot~les permeabili~adas, o en extractos crudos 
obtenidos por sonicoici6n. La s actividoides de la GS! y la 
G S I I se p 1.1 d i e :·o n d i s t in g 1.1 i r p o T' 1 a d i f' e r 12 n e i •:l en 
S!·:>n si bilid•ld ü li:;. temrieri:itu1·0:1 o ¡:i ur ·:;u d:i.~~ tint•l mi g ri:lción en 
gradientes de SQCaT'OSü (Carrow 1980). 

SEF·AF:AC I (JN DE GS I Y GS I I EN GF\AD I ENTFS DE SAC1'1ROSf1. F'o. ri:i 
poder diferenciar la actividad de las dos GS de Rhizobium, 
estas fueron separadas por centrifugacian en gradientes 
e on ti n uos de si:ic •:l ros.:¡ < 5-201. en sol u.c i án de e:-:t r•lC e ion) • Se 
tom•1ron · 400ug de µroteíno. de 1.111 e:d:.riicto celuloJ.r y f1.1ercin 
colocudos en la parte su~erior del gradiente, el cual fue 
hecha en ti.ibas de n:i.traceluloso. d¡-~ 5ml, y se cr..,,ntr:ifu.qo por 3h 
a 36,000rpm. Concluida la centrifuguciGn, se colectaron 
aproximadamente 20 alícuotas de 300ul oi las que les fue 
determinudu la a c tividad de GS. 

DETEF:MINAC:IílN DCL F'ATRON DE F'LA'SMIDOS DE B_. ph.:i.senl ·i. Con el 
obJeto de e x am i nar el perfil electroforbtico d~ los dife r entes 
pl~smidos d e Rhizobium, s~ corrieron gele~ d e agarosa al 0.7% 
de acuerdo ul ffi~todo de Eckhardt (1978). Concluida la 
electrofaré';is, el DNA fue t2T1idn con 1.rno:1 solución d P 5•.1g/m J 
de bromuro de etldio pura visualizar los pl5smido s al 
ilu~inarlos con UV. 

PURIFICACION DE DNA Y CONDICIONES DE · DIGESTION. 
p 1~ r i f i e u e i ó n se cosecharon 1.5ml de un.cu.ltivn 
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r i gura ~ r~ uta<; en es i s e o n T r a ns pos o ne s en _Fl_t_1_ i_z_o~ i.~~ 
~~_?-~~ . L o s p l á s m i do s e o n e l t r a ns p o s ó n q u e s e re -
quiera Jtil izar , s on mobilizados a lacepasi l v c:s tre 
(A) . E; indis pe nsab l e que e l plás:nitlo sea incaraz 
de re p l i e a r s e e n R . p h a s e o l i , p o 1· l o q u e re r n: a ne e e -
rá sól o una c;eneración ( B) , a l selr: cc i orar e l mar c a ­
do r del trans posó n se obtienen la s tra nsconjuqan t es 
con la s insercio ne s ae es t e ele men to en el ge ~om a. 
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l r q u i d o el e R • µ h •:l s e o 1 i p u r· e: e n t. r ¡ f l.HJ 1). e: i ó n • l (i, -:;, e é 111 l ü '.?> f lj e i' o n 
lisadas nl agregar lOCu l de SarKosyl al 5% e n TE <Tris 50 mM, 
E!1TA 20mM pH 8) y 1.001.il c!e pron :J.~> ·J. 1:i. 1.rn11 conce¡·itrGc:ion de 
2. 5mg/ml e incub1'.ldü:. 11 37•c por 111v1 hcn··:l? el 1 is i:ido sP pi:· sr:í 
por una Jeringa para reducir la visc:acidad, se extrajo dGs 
ve e es e o n f ó n o 1 e q 1.1 i 1 i b ro. d u en T F. y e 1 r, re:, f n r mu "/ s P p re e i ¡:i :i. t c. 
e 1 D NA •l l o ñ i:i. d i. t' N i:i. C l p a ;-.1 11 n •1 e o :·1 e en t T' i:i e i ó n f i n 11 l d e O • 7. S M y 
dos . volumenes de etanol. Despu~s dP 12h a -20"Cv SR 
centrifug6 5min a 4"Cv la pastilla se sec6 µar RYGnoract6n y 
se resuspendi5 en ag ua esteril y filtrada. La3 cond1c1on°s 
de digestión fl..ir.=ron l·:i.s mis111 ·:is q11 e l >J.s r¡,~ !lo rt 1~d 11 !:; por Q11int o 
tl r!.l ( 1982) • 

CONDICIONES r1E HI BR ID I ZAC! ON. Par Q l ns e xperiffient n s d P 
hibridizaci6n de 6cidos nucleicos, se traGsfirio el DNA del 
gel •l membr•1nas dt:· .nit1·o c: r~l 11l • :;s11, dp moner11 ~.;ir;,i. lür o lo 
tepariado por Southern C197S >. Las hibridizocionPs c on 
detectores hom61ogos fueron efe~t~adas en condicionRs de baJa 
estrinyenci11 iónic1:i ü 65"C. As imis·. i u D~ los c~: : p1-" r·; m.21·, ~,.:o c:. coil 
detectore s heterGlogos se llevaron a cabo en alLa es~rinoencj~ 
i ón i e i:l ( e ll . f o r ITi (J. m i d ü. . ü 1 5 o l. ) •l 4 2 • e • l. o :¡ p ] ;) s ITI :L d ¡¡ ;:, 
utilizados como detecto 1·e s fueron previa mente mor cados con 32P 
por el p.rnc:edimiei-i-to de "n:i.ck t1.,:rnf;;lc.tion" <R:i. qby et 11 1. 1977). 

DETERMH~ACION DE l..A FI~!t\CION t1E NITR (JGENO Y f!E LA NDr1UJ..f\CION. 
Pr:i.rü todos los enSüYOS de i10c!i.llo.c :i. Ón cn;·1 B..+ r·h11<;r-;;1l ·(y 5\~ 
utilizaron s2rnillas de friJol Cv. "negro Ja~apa• . Las 
semillas fueron esterilizada s suporficialm e ntP c0n h ~pn~lorita 

d e s 6 d i o 0:1 l 2 • O /. , s e p r e CJ e-::· r fil i tHl. r o n ~l o T' e -:; ri ü 1~ i o d e~ t r e ~; d i ü ~; e 11 

l1:i oscuridad •1 3 0 "C dr:>n trc:; d<~ m•:d.rocc~!:> ErJ \·:7nmey;:.~ r ele 2'.)t)¡¡¡]_, 

conteniendo 100ml de sol1..1.cicll s•1li:·111 J ibl'C:-: de n:Ltr1.; rJe 110 <W oceK 
y Brill 1976) sclidific1J.d11 cun ü(,_l •J.r i:i.l 0.8%. Un i:i ve;:': 
ger~inados li:i.s planta~~ se inocularon cor1 iffil de un cultivo 
S\'lt•.lr•1do de lü5 CC:-'pü S t:l .:41·1üli:.:•li'+ 

La QCtividad enzi~dtica de l~ ni traqenasn fu~ d ctermin adn 
en los nSdulCJs üdhc':.'ridns •l lü5 rü{LC'!S d;Y 11). ~: ¡:i li:in ·t.1~;;, f', lo~ 
12, 18 y 21 diüp despu.és de h•.J.be 1· ger1t1in•J.do~ l•l'.:; r 1:i{c:F-:.<;; '~:. e 
cortaron y se introdu.j (-:>ro n e¡·¡ fri:i~co~:; d P lOit1l cu :-1 t•::.~··c- í l :::\(" 
hule hermitico, a dichos frascas s e les i n yectaron 0. 5m l de 
ocetileno Y se de.jó corre!' lü r<-?'1Ct..: :i.Gn po ·1· l?-i y doc:n qu<~ le .. 
n i t r o g en as a r e el u c e e s te e: o m ;:l u P.~:; t .. :i a e t i 1 e 1 1 ¡::i • l tl t.J. :~ t :i. v .i. J 1J. d d e 
est11 Bí1:.:::imi:i f 1..1.e de~ .• er;Ti :i.nü<hi mirJiPndo lú prud1.,cc:i.nt; d<> (· ·t.:i.11 · ;·10 

por cromatoyrufia de gases. 

AISLAM!~NTO DF. RNA DE R. ;:ili.:;,,,c,til ¡. EJ RNf\ fup o.i. ó>l ;1•li.1 
a.edi 11nte 1 11 si9uient<:-.1 P.~ '•t r .:.teyiü: SP col1.-" ct,, lrun :ior 
CPntrif11güci6n 3lill d<'.:! 11!·1 c1.1l t :i.vo l:lq u :i. do F' i .. ; l•:t +>~~ L' 
est•1cic.n:ari•.l de crec:i1ttie11to, l ·:i.~ célóJl•i s fue r ;:rn re:; '.J.Sf.>endj.rk. ~:; 
en 1 m l d e T E e n n O • 1 % rJ e D i et U . p :i r o e o. r 'J cn1 i:1. ::, o < [Ir :-· e ) y 1 i:; v ' °'- d 1.:i <.; 
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2 veces por centrifugaci6n. Lü püstilla celular fue 
res1.1spend:i.do:i en s.).rl<cisyl o.l C.1% en T[-D CPC Y centr· :if' u c:; o rl•~1 
in~ediatQ~ente y lavüda con TE-DEPC. Pnru termin ~ r con la 
1 is i s , s (~ •l g re g ü. r o i1 ~ O O u 1 d P L :i. s n z j, 1T11~1. 21n <J / tú :: y s e i n e '.i b n l O m ::. n 
a temp. ambi~nte. Transcurrida la incubaci6n, el e x trac t a 
fue e ent r if u.g üd n )' E> 1 snh rv1H1do.n tl"' e:<t ro. :fe.! P 2 vPc (-:-~; r º'' 
Fenol-Clorafot·nio-IschllT1ilico (24-24-1). Como control, •rno 
fllic•J.oti:. fiJ.e sepüT' •:t('o. P incu!:io d i:l. can RNAo. ·:=;o .:1 !lni:1 

concentt•i:1c:ian fin•ll ele 10ug/ml d1.;1•üntt:c• 1h o. 37"C. Al contrnl 
Y o. la prueba~ s e les adic i on~ SSC y Formaldehi~o, s ~ 
calentQron a 60"C por 15min y tiC filtro.ron sobre ffiembrünas do 
nit.roc:elulosü pür-ü su pc1st.erio1· hibr· idi-.::;i:i(iÓn. 

DETERMINACION DE PROTEINA. Para c~lcular las actividarl~s 
espec!ficQs de las GS, nsf como el v o lJffien pai ·o las 
grüdientes, fueron determinadQs las concentraciones de 
prote:ri1•1 de üc:uerdo •11 método d e Loi,.n'"/ c:Jt ~:~l ( i<j'51). 



RESULTADOS 

En gste trabaje se describe el estudio gen~tico Y 
f i s i o l ó g i e o el e mu t i:rn tes d e r-: • p h •l se o l i sen s i b l es •l M S • Es t 11 s 
~utantes fueron obtenidas con al fin de estudiar la regulaci6n 
gen~tica de la fiJaci6n de nitrdgeno en este org~nismo. Les 
rt-?sultc1dos obtenidos ha ·::.t•1 el momentn po1' vi:irius gt'uros de 
investigüci5nf sugieren que la regulacidn transcripcional de 
l o s tF~ n e ·:.; q ;.i e p c. T' t i e i p •l n en l ü ü s i m i 1 ·:i e i Ó ,-, d •~ iJ. m o rd o y e 11 l i:i 
fi .j•:i.ción de nitro'geno en Rhizobium, p1JC~de c~sto.r medir:idü pOT' 1.:.:1 
s i s te 111 •J. e e íl1 un ~ ü n ti l o q e •l l reµ ci r t •l d o p •l r •l fu P. n 0:-' 1.1 m rJ n :i •le • 

Para estudiar si en R. phaseoli e x iste regulaci5n coruGn 
p•J.T'•l iJ.mh.:is f' •.m cianes , es ne~es11riü li:i ubt~nc:i.[1n y el .:in::ll:i. ~> is 
de rnut~ciones que afecten la csimilaciGn de amonio o la 
f:i.JaciCn de nitrógeno. La obtenci6n de mutaciones que 
originen ~lguna alterQci6n en la actividad de la nitrcgenasa 
en ~~;te org11nismo no es f(1cil, Y•l que ne h•:i. s:i.do desi:J.rrollado 
n i n q tt n rr. 'é t. o d o e f i e i e n t e p i:i T'<l s 1.i s e l l-:· e: e i ó n • · E 1 f e n o t i p o d e 
fiJ;ciGn de nitr6geno <Fix> s6lo es posible determinarlo en 
l os n5dulas, por lo t~nto 1 para aislar este tipo de cepas se 
requiere inocular un gran n~nero de plantas con la s posibles 
mutantes y su an~lisis es muy laborioso. Por tal motiva, se 
decidiC obtener mutantes en la asimilaci~n de i:imon i o, 
pricip •1ln1ente en li:i síntesis de glutiur1in•1. 

Li:ts bücteriüs del género Rhizobi1.11r1, po ·:a~?en dos p1•otein•1s 
diferentes que pueden catalizar la convers1on del ficido 
glut~mico a glutamina <ver introducci6n>, pur lo tanto, la 
probi:ibilidi:id de seleccionar aux5trofos de ~ste amino~cido es 
m1..1 Y b a.j 11. Sin emb '1 rg CJ y es pus ib 1 (::! ob t(::!ri el' mutan te~:; e on me11 o r 
actividad que la cepa silvestre, seleccionando calcniüs 
s~nsiLles a ülgun compuesto que inhiba la actividad de estas 
enzimus. 

Aislamientu de Mutantes SGnsibles a MS. 

La Metio11in•.l S1.1lfo:üminü. <MS> es un ün':"1logo del ·~ cido 

glut4mico que inhibe ~s~ec !ficamente a la GSv las mutaciones 
E ~1 F: • R 11 •J. s P n J. ;¡. q 1..1 e e •l 'J s en u n i n c r e ni e ll t o P n l •l s e 11 ~:; i b i 1 i d •.l. d •l 
i::ste co111p•..1e <,,tu, pueden estür oc11s :i.oni:1tl•1 s por l•l pérdidü o 
disruin~ci6n en la actividad de alg~na o ambas glutQmino 
sintetusüs. EGte compuesto fue el utilizado para la 
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seleccion de lQS ~utantes en la sintesis de ~lutacina. 

P•1ra. poder deter111ú·1ür lo:\ concr1nti'üCi~n a.dec:1.10.d•:\ dP M5 
p 11 r •l l •l sel e e e i ó n de l ·1 s m :.i t •1 n i ·, es , se d et e r m i n Ó 1 i:i 
sensibilidi:id de lo. cepi:i silvestre o e~:,tp cn11q11.1estD. L•l ce¡···:i. 
CFN42 crece en medio m!ni~o sdliJo en presencii:i de 50uM de MS 
de igual manera que en MM en ausencia del inhibidor. Sin 
e ¡:¡ b 11 I' g o , i:1 1 i n e re 11• e n t .-.i 1· l ·1 e: o n e e n t r •J. c i ó n 1,1 2 5 O u M , s 2 •J. ~1 re c.: i 01 

una considero:ible disminuciün en . ~l crecimiento. F'or ti).] 

motivo, se utilizaron caJas de MM con 25 y 50uM del inhibidor 
para la selecci5n de las cepüs sensibles a MS. · 

PQra la . cbtenci~n de las cepas anteriores, se eligid cama 
:a.gente out•:ig&nico ol tr.:1nsposon Tn5; éste elemeilto confier,,-! 
Tes i s ten c i •l ii 1 a n t i b i Ó t i e o K •l n o m i e i ; \ •l y n o t :i. en e s i t. i os d e 
reconocimiento p11r•1 vo1·iois enzim•1 '.::; U(~ restricción, por 10 
tonto, se hac~ ~~s simple loi clonuci6n ~e l~s mutuciones, lo 
1C1.1 11i es de sum•:i. ut:i.lid•1d poir•l poder eFect1.ic.t' un est1.1dio 
detallado de la regidn en la que el trnnspos6n fue integrado. 
~or otra parte, es fdcil la identificac ión de las barteri~s 
<eon Tn_§, Y•l q•.le li:.t i11!";iercióo dG éste elemento confiere •l lü 
!tHl.c:teri•l receptora resistenci•:i o. Kü111:1micin•l• F.l Tn~ fue 
transferida por canJugaci6n a la cepa CE3 Cderivad11 Str-r de 
la cepa silvestre) y y las derivadas Kon-r fueron renlitarlas a 
los c:edias selectivos. Alrededor c!el 0.11. r:l2 los coloni•)S 
: f~e:.n-r c~tenidüs de lt:i mutt:igenesis, 1·esult•1Pon sensihlGs •l MS. 
Los outantes estudiadas en éste troibaJci fueron obt~nidas d~ 
tres mutagenesis independientes. 

En cuanto al fenotipo de sensibilidad a MS, se lograron 
1determin,.ir cli:iro:iment.e dos qrup;js cfr~ mut•:i.r:tes: 1.1r111s cep•l!:; Pn 
lQS que se reprime por· compl2to el crecimiento con 25uM de MS 
Y otras mutontes que crecen menos que la cepa siJvestre tanto 
en 25 como en 50uM del inhibidor en media solido <Tabla 3). 

~aracterizaci6n Gen~tica dP las Mutantes. 

El transpos6i1 Tn~ no tiene sitios de rPconocim1ento para la 
endonucle•:isa EcoRl, de est•:i. formo, el n1.í1rd0\'U dE"· frorJmr~ntns r.:p 
Testr1cc16n generados al digerir con esta enzima el DNA dP las 
t r •l n se o n .j u g •1 n t e s 1\ 01 n - r q u e h j b r i r~ i e o n e o rd. r •:i T n .5. , i n el j e: ;J. e l 
n ú me ro d e in se r c i a ne s d e ~ s te e: 1 eme 11 ta en e l g en o n~ •l d o 1 ü. s 
cutantes. Se purifjc6 D~A total d~ las ceras CrN42 y MS-s y 
~ue digerido con EccRl, los frQgmentos de restricci6n fueron 
sep11ra.dos por electrofwl'e5ÍS en gPlE-5 de i:i.yorD~ü, tronsferiCC '.-'> 
a ~e~branas de nitrocelulosa e hibridizados co11tra Tn~ ~nrc~Jo 
con 32P. Come puede cbs?.i'V•lr'..óP Pn 10:1 Figuro 5, sc'.i}c. un 
<" r •J. g r.i en t o E e o R 1 J e e •l d a 1.i n •l rl e l 1..i. s c e ¡:>o:i s h itll' i u i z •l e o n t r •1 e~ 1 
detector ri:.tdiactivu; C;)Stos resultüd.:.1s s1.ic.;.1ierr_Y1 q•.1P 1.111:lccmente 
f l..l e in Se r t •l d O U i1 t rol n S p O$ G n en C •:l d •l U 11'.l C e l •l S lli '-' t ü n t P S 
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Figura~ Hibridización ~el DNA de las 
Cepas CFN42 y Sensibles a MS vs 32 p pBR 
322: :Tn5. El DNA fue digerido con EcoRl 
e h ; b r T d i z a do v s 3 2 P p B R 3 2 2 : : T n 5 . -Ta-) , 
CFN42. (b), EM107. (e), EM203, rd), EM 
306. (e), EM204. (f), EM205. Los frag­
mentos de ~estricción que hibridizaron 
vs Tn5 son de a or oximadamente 18.0, 17.5 
14.5, -8 . 5 y I S . 5Kpb respectivamente. 



sen·~ibles 11 MS. 

El pl6smido pJB3 tiene lQ · capacidad de ~ovilizar 
marcadores cromosomales a alta frecue~cia, por lo tanto, fue 
empleado para transferir lo resistencia a kanamicina, 
conferida por ia inserci6M del transpasón en el genoma de las 
mutantes, a la cepa CE3 (derivada Rif-r, Cam-r de la CFN42). 
Estos e:·:peri?i1entos fueron lle·.,¡i:i.dos •l C•lbo con el fin de 
1:i n 11 1 i z 11 r s i e l fe n o t i p o M S - s se en e u en t r 1l 1 i g 11 d o c. 11'.l 
resistencia al antibi6tico. El plGsmido pJD3 fue transferida 
por conJugaci6n a las cepas mutantes, postériormente fueron 
utilizadas como donadoras en cruzas en las que se seleccion6 
la transferencia del transpos6n a la cepa CE3. Las 
transconJugantes . Kan-r aparecieron a una frecuencia de 10-6 
p o r T' e e e p to r 11 • 

La sensibilidad o MS de las transccnJugantes a~tericres 
f 1.i e d et e r m i n 11 d 1J. • E 1 to t 11 l d e l 11 s e o 1 o n i •:i. s i:i n 1:i. l i z ,..l d 11 s 
resultaron sensibles a Metionina Sulfoximina, lo cual indica 
que el fenotipo esta ocasionado por la inserción del 
transpos6n en el genoma de las m~tantes. 

Actividad de las Glutamino Sintetasas de las Huti:intes MS-s. 

El fenotipo MS-s, puede estar ocasionado por la p§rdida o 
disminución de la actividad de una o ambas GS, por una mayor 
entrada del inhibidor a las células, o por alg~na alteraci6n 
en la degradaci6n de éste compuesto, que podrfa ser el 
resultado de tener afectada la actividad de aminaacido 
o:<id 11S1l, cist11tiono:1s'1 o tr.:ins1:imin11sa de glutaminf.l, y1:i q1.ie en 
otros cgtlnismos el MS puede ser degradtldo por estas enzimas. 
Ltl actividad de las GS de las mutantes fue determinada en 
e:-:tr.:icto:; cri.ldo -;; y en cél1.il•:is tot11les perme•1t.Jiliz·1d .1s. L•l 
GSI se p1.iede disting•lir c!e lo:i GSII debido 1:i su diferenci11 en 
estabilidad a 50ºC así como por su distinta sediment'1ci6n en 
Q r •l d i e n t e s d e s <l c 11 r o s '1 ,~ .: e ~ . ·~ .. ' ( [I Q r r o w 1 9 8 o ) • e en 
respecta a la actividad c!e los GS, se obtuvieron tres tipos de 
m;.i t 11n tes: 

El primer tipo de m~tantes lo constituyen las cepas EM107 
Y EM204. Lo cepa EM107 tiene niveles comparables de actividad 
de la GSI y de la GS!I a los de la cepa silvestre, t'1nto en 
e:< t rae tos c r 1.i d os e G "'o en e ~ 11.i l 11 s to t 11 1 es p e r"' e 11 b i l i ::: •l d 11 5 

( T 0:1 b 1 •J. 3 ) • As i 1r1 i ·::> m o , 1 os pe r f i les de i:1 et i vi d •l d de u ¡11 b 11 s 
cepos en gradientes de sacarosa son muy similares <Fig. 6A y 
6C). Asimismo, en todos los experimentos llevados a cabo can 
e ; : t r 11 e tos e r 1.i d os o c 6 1 ;.i l •::. s t o t o::i 1 es p e r me 11 ~ i l i :: •l d 1l s de l •1 e e p o:i 

E~204, no se aprecia ¿iferencia en cuQnto a las actividades ~e 
las dos GS, con lQs encontradas para la CFN42 <Tabla 3>. En 
los gr1:i.dieiltes c:!e s11c•1ros•1 corrir.:~os con los e:<tr•1ctos d2 est11 
e e p 11 , 111.i n q ª.le no se l o g r •l ron se¡:> 1:i r 11 t' c l •l r 1:i "'en te l os dos p i e os , 



TAtiLA lI I. SENSIBILIDAD A METION!NA SULFOXIMINA Y ~CTlVIDAD DE GSI ~ GSII 

C E P A e R E e I M l E N T o ACTIVIDAD Dt; TRANSFERASA 

MM MM+Ms 25uM MM+MS SOuM GSI GSII 

CFN42 + + + l. 40 6.30 
EM107 + - - l. 60 6.05 
EM 20J + - - 1.10 ND* 
EM306 + - - l. 30 ND* 
EM204 + +/- +/- l. 25 5.bO 
EM20'.:i + +¡ - +/- 0.60 0.30 

Las actividades de las Glutamino Sintetasas fueron determinadas por el rn~todo de trans­
f e rasa (B e nd e r et al 1977). 

* No De t ec tad o. 

l\J 
Ul 



A 
z.o B z.o 

e GSll e 
e e 
o o ..,. 

1. ~1.0 ICl 
o 

o 

~ ~ GSI 
Q Q 

10 10 20 

No. dt Fracción No. de Fracción 

z.o z.o 
e o 

e 
E e 

e o ..,. 
o ICl 

~ 1.0 
1.0 

o 
o ó 
o . 
c:i e 

~ 
1 IO 20 

No.dt Fracción No.di Fracción 

2C 
z~~ , 

é. F 

E 
e e: 
e o o ~J.() ... L 

00 o 
o ó o 
ci 

o 
10 

No. d1 Fraccldn 
20 

No . de Fracc ión 

Figu~a 6 Sed i me ntac i 6n de las Gl u tami no S i nte t a sa s en Gradiente s 
de Sa caros n de l a s repn s SPn s i bl ~s a MS y de l a Ce pa CFN 4 2 . Las 
mue stras f ueron toma da s de un cu l ti vo en ~~1 g l utámi c o a l as l¿ h 
y s ome ti da s a ce ntrifug ac : ón en g r a dientes c ontínuos de sacarosa 
(A) CFN4 2 , (B) EM203, (C) EM107, (D) EM306, (E) EM2 04 , 
(F) EM 20 5 . 
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se detecta actividad en 
<Fig. 6E>. 

las frac~iunes do~de migrGn las GS 

En el segundo grupo de mutGntes se en c uent r a~ las ce ~ ~ s 

EM203 y EM306. Estas cepas tienen Qctiv i dad d e GSI ffiUY 

similar a la cepa silvestre. Sin emb a rg o , an ninguna d e las 
condiciones estudiadas se logr6 detectar actividad de la GSII 
<Tabla 3). En lus grGdieGtes con e x tractos de la s mut antes 
•lnterior·es, sol11me:1-te se p1.iede disting 11i1' ¿.l pi.ca lle •1c:tivid 1::;.d 
correspondiente a la GSI, el cu~l es ca m p ~ra b le ~l pico q .1e 
presenta la cepa silvestre <Fig. 6B y 6D>. 

En el t '::. re ·"" r g "' '..l iJ o d "~ 1r 1..l t .. "\ '· ;,, · e '" · ~ .-· 'l 1 •= ,·,,.; " O ;::· E· n ·1· "'r' <J -= \;;: - 1 , y t.:... 1 IJ, . 1,., - .;') • ., _, _! . t. ~ 1 1 - ....J • - V - . .. ...,,, 

los ensayos pa r a detrminar las activ ~ dades de las GS d~ esta 
c1?p11, ·,;e ob:;en.'(l qu2 11 dif.~r(rnc:i.•1 de 1•1 Ci-N42, ¡ -: fJ lo<jl" l 
inducir la acti~idad Je la GSI!, y 10 actividad de l a GSI s~ 

1ni:rntiene inv•1ri•1blemente par dr;)b·1.je: de los V•".llor"«?s DIJl·J:; ·; ido::; 
pQrQ ~sta misma enzima en la cepa silv ~s tre CTQbla 3 y Fi g . 
7B). En los gradientes d~ saca r osa utilizad os para lG 
separac1on de las GS de estü mutante, se detecta la prese nc ia 
de •l1Ttb11s enzi1r1üS 1 pero los picos d(-? •1ctivid11d son rr1.is fH~!~! .!ef\ 'J::; 

que los obtenidos con los extrQctos de la CFN42 CFig. 6F), 
Como se pudo determinar por el an~lisis genetic 0 d2 las 
ni 1J t •1 n tes , e l f e n o t i p o es t ü c:.1 u s ;:1 d o p o r· 1. •l i 11 s e r e :.. 6i"1 d e 1 
transpos6n. Por lo t11nto, una sola mutaci6n es re sp 0ns~b l e 
de reprimir lQ inducci6n de ambas GS, Como se muestru en la 
F i g u r ü 7 A , l ü e e p ü E M 2 O 5 'l. i e i"l e un e~ p en d i '·:! r\'t, (~ d i·:! e ;- ~?e i. 111 if~ . 1 ·i~ e; 

menor que 111 c:ep•1 -:;ilvestr·e en medio 1r1íni111.::.l crn1 ql•.lt •i111ico ccimo 
fuente nitrogenada y su creciffiien t o ~o es estiffiUlGds 0~1 
g l •.J. t •l m i n 11 • 

Propiedades SimbiCtica::; de las Mutüntes MS-s. 

Las cepQs obtenidas de la mu ta génesis con T~~ se 
emple 11ran piir•1 inocular L:is rü:t'ces da pl -:1nti:1s de fr :Lj<J l P•J.f';1 

determinar su capacidad para nodular y fijar nitr6gena. A 
los tr 12 s d{üs de h11ber germir1 0:ld'.J y l•::.s ¡:ilü!Yt.-1s fu '. ~ rnn 
inoculadas can las cepas MS-s. A los 12. 18 y 21 d~l s desµu6 s 
de 1 1"1 i n fe e e i ó n , l ii s r a I e es d e l •l s p l •::..1 ¡ te <; f ;_1 E' ro ;-, e o r t c:i .:; ·: :, 
p 11 r 01 determina T' de l •1 s o. et i vid •Hit.~ s de l ·:,, : "1 i t ro g ""'1v:i. s i:l • 

Las cepüs EM 107, EM203 y E~306 tienen niveles J e 
actividad de la ni t rogenasa muy sim i laPes a los enco. 1 t r ~dos 

P 1lrü 1 1'.J C(-:!P•l CFN42, tc.:. r·,to ;:¡ lD '..;; 12 c::) 1!1C.1 G. ::.u·::; 18 i 21 d ::>. s 
des p u é s C: e 1 11 i n f" e e e i 6 n < T 1.l. b l •1 4 ) • As i 1ú i s r11 o , en t-~ s t, •l s e e p 1 s 
no se 11p;·eci 11 id.ng!.•itü dif~re1F~'ia er·. lo n cJ d •..i.L •lci6n ~? n rr:~ :!.úc J:'i r1 
con la cepa silvestre. 

C1v1ndw se :i. nfecti:n pllli'l'Lüs U(-1 f·¡·i.jol ccrn l•:i .::e¡J•.i Ei"i'.~:0-\, 
se ¡:> ro d 1j e: ~ n h 6 d 1J l '~ s lli 1; y ~ i m i l ,:,¡ " t:> s_; i: n l •J. fu ¡· n, •.1 y ·-:-.• l t •l ll1 ,~ f, o •:l 

1 os in d 1.E :i. dos p o T" 1 (l e F N 4 2 y esto <;; n {; J 1.J. l (] s s () ~ j d .:~ e (j l G !' r C)';;j C; 
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Figura 7 Curva de Crecimiento y Actividad de 
GSI y GSII de las Cepas CFN42 y EM205. A Cur­
va de crecimiento en MM glutámico, (o) CFN42 
(6) EM205. B Actividad de GSI y GSII en ce-
1 u 1 as pe rm e a b i 1 i s ad as , ( • ) e F N 4 2 G S I , ( o) e F N 
42 GSII, (¿) EM205 GSI , (o) EM205 GS II. 
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T A B L A l V . PROPIEDADES SIMBIOTICAS OE LAS CEPAS MSs 

C E P A ACTIVIDAD O E L A N I T R O G E N A S A N O D U L A C I O N 

12 Días 18 Días 21 Días 

CFN42 +++ t++ +++ t++ 

EM107 +++ +++ +++ +t+ 

EM203 +++ +++ +++ +++ 

EM306 +++ +++ +++ +++ 

EM204 5-20% 
11 

5- 20 %"' - +++ 

EM205 - - -5 %* +/-

La actividad de l~ nitrogenasa fue determinada midiendo la reducción de 
acetileno por cromatografía de gases. 

* Sólo detectado en algúnos experimentos o 
Porcentage de la actividad de la CFN42 

IV 
l.D 



o~liJo y al detPrminnrles la actividad de la 11itra0 2 nosa, sn 
ubser "~' ·J. que stílo so¡·1 c1:>.p1:i.ce:> de r1.-:>du.c :ir Pl n:i.tr<~gf:'no mol1:!cul11r 
los n6cl1.1lus ele 18 y 21 di1:i.·:;. L1:i üC"Givirlnd ele 1ü ni.·l:,r•:>ge1ii:1'.:,1:>. 
d p e ~:; t .;¡ e l~ p ü e s P n t ad ci :. l CJ s e o. s o ' :i iTI en u i · Ci l 2 O~~ fi P l o 
encontrüdo. püra lü CFN42 <Tüblü 4) • 

L o s n cj d 1.1 l. o s f o r m .:u.I u s ,,, n 1 o -:; r ü 'i. e<': s el ~: f r· :i .j n l :i f'\ f e e i·. 1:> rl t."\•; 
e G n 1 ü e if: p o E M 2 O '.:'i r s o n ni 1). ·:, p e q 1.1 eñ CJ ·::; q u e 1 o s el "°' ':>o r r- o 1 ·¡. (; d ns p o r 
1 ü i n f E- e e i ó n e un 1 11 C F N 4 2 r 1:>. :;; :i. m i !::. m o , l u ~:; n <'Í d u 1 o s son d f.~ e o 1 r.> r 
blanco, lo cual es un indicio de deficiencia en ln fiJnci¿n de 
n i t r ó w. ¡~ n u • L 1J. s r 1:J. i e <"' ·::. d e l 1:i. e:~ p 1 i:u l to.~;; i n t' e:> e t i:1 d •'.! ~¡ e íJ n es t o. 
cepa fueron cortadas a las 12, 18 y 21 días despu~s de la 
infecc:i.Ón pürü d~tc::· rmin1:i.T· lo i:ii:t:i.v:i.dod d~:- lo rd.tro\J1~r.o.,;o.. l?n · 
10::; pri1T1e1·os dos ci:isos, 110 f1.1f: pos::.ble li:i. dPt"'~cción d1~ 
ri:~·d11r·cit5 ,· 1 d<:? ücet:i.le:10, fd-:'i'O c-:!n ülgunos ~~:-:¡-ip1·imentos con los 
nód1.l:!.os de lüs i'ü.Íct-~s cortodas 1l las 2l dfüs di':! infección, fue 
posib1e detectar una actividad muy reducida <Tabla 4). 

Loculizuci6n Fisica del Transµosdn. 

L1:is bo.ct<;.q•:i.os del gé'ner·o Rh:i.~-:ob:i.•.•1T1 ccH1tic:>nc~n r:il1:\\'; 1T1ir10 ·:~ de':! 
alto peso molecular que fluct~~n entr~ 100 y 300 Me~adoltons 
(N1.it:i. e1-. ü.l 1977~ Cosse ('-'t 1:i.l 1979). Gcnc.:>rülmen'l.e lo',;; g<": nes 
i n v u l u e r tl d o s e n e 1 p r o e e~ d f~ 1 .:i n ü d 1 t l. ü e i ó n Y 11 s í e iJ 111 o 1 o s 
ge11es rt:~ querido'~ po.r11 let üctiv:i.dnd de lo nitrc1g ,_1 ni:1s;:., S('·' 
encuentrün en uno sSlo de esto s megaplds111idus. A este 
p l 6 s m i d o •; e l e h 11 d (·.: n u 1r1 :i. n i:1 d o p l 11 "; fl1 i cJ c.1 S :i. 111 h :L e:~ t i e o ( t1 :~ 11"1 ) ~ fl u e? ~=i t. o 
que contiene infar11;1.lcil.ín n:?ces.; 0:ir•iü p1.1ri:l Ji:i nodul1:.lción y lfl 
f i .j t:J. c:i. oí 1 d e n :i. t r Ó<} c'.m o < N u t i .t.!.:L 1;U 1 9 7 9 ) • L. a e <? p 1J. s i 1 ve e" t. r ¡~ et i7· 

R. Rhüseoli CFN42 tiene seis megunlJs1T1idos <denominados p42a a 
p42f de tJ.cuerdo ü ~;1.1 orden tJ.sc:endente en peso moleculi:l r). E1 
pl6smi~o p4~d ha sido identifir.üdo coruo el pl~smido Siruy 
pue:;tu qut:-:! 111•:; ceflüS cur11\h1<-; de ~:rste elc~mentD pj_¡::>y•rlE·il SJ.t 
e .-1p 1.lc id üd p •:l l'ü n od 1.J.1.11 r < F'·::i l •.lC i u~; et i:1. l. 1. 9ff3, Leen1•·\f1 s et o.1 
1984). Asiffiismc, ~ste pl5smjJa contiene tres conias jd2nticaH 
d e 1 g en e n i f H ( Q 1.1 i n to t-> t •ll 1 9 8 2 ) , i·, i:nn b i ~ n s f:~ h tl n t.; ~ ~ r v •HI .~> q 11 e 
r.ll i n t r o d u e i r e> 1 p 4 ~ d 1:>. 1.1 n •J. e <:::.' p 1:J. el e A q rr; h o r. t e r :i 1 1 m t. 1 ' 1T1 P -f' .-¡ r ·j en s 
s e 1 o 9 r 11 q u t::· es t e:? o r g a n i s ni o n o d u 1 e tJ. F' h 11. s ~9 J 1.1 "'• ... 11.1 l íJ o r i .. ,, 
( L ~:·e m i:i n ~ y M l~ g i •:.I s e o ;-111.i 11 i e i:i e :i. o 11 p <~ r- ~ ;; o n ü l ) • 

Cc>n el fin de ident:i.fir..-1r c?l t-:l~"nie.ntn qt-=·nét:i.cn en el cuol 
e 1 t r tl n s ¡-, o s ¡j n -f 1.1 e i n s e r t..:1 d o , 1 u ~:; ¡1 J 6 <:; :Tr :i. el n !.:> c:I P l o s m u t. ei n t e s 
fueron SPpüro.dos por t.'lt:> c trofor{-::;is ~~n geles d t=! ü<Jili'OSt'.l i:\l 

0.77.~ tr.:u-1sfPr :i.do'.:; ü mem"ro.nos de n:i.'\".ruc(·.:l•.i.los ,:i. F· h :i.1.•r-:íci :i;?:ado-:.; 
controJ t:>l r:ili:.l's111i;:lo pBr~:?;::-•2: !T115, pl ' "~v ·iüntf>nt<:-! ílJ1lt'c 11c!n con ~2F'. 
Como :~e 1111J:-"st1 ·ü p;·1 l1:i. F :i. gur1J. n, tocii:1s lo. -~ ccpi:1s MS- s nbt.0njd·:\ '..:; 
d e los cuot1'0 üislo11tiP.11tos independ:i.entesy conf.;ervül'Dn el 
lfl'.l.Sl11D pütrÚ ;-i de miqr· üi ~ iÓn P.lectrofD'i'\~ -~. ic1 ·, de-:: Sl.l':i f1J11 ~-;~"¡jcJc1~~ C:?•H? 

e 1 el e l 1:>. e P p o. o r i g Íil o l • E 1 t r 1 l n <.> p os 6 n se i n t E' iJ r ó en e 1 
cr0n1osom •:t en todi:1s lo~ cepü•; i:;n1:i.li7.i:1d.:tsy i:i. p:-:cepc-:ion efe li:t 
e: ~· ¡.> 1:i E M 2 O tl e n l ü cp.l ~ i= l T 11,1 ~• e i n ~ e T" t ¡ í ~ n 1 rn p 1 ··~ s 111 i e! o d 8 r es o 

JO 



EM i07 EM 203 EM306 EM204 EM 205 
e b u b o b a b a b 

~ 

F i g u r- .j ' P a t )' ó : · t 1 r? ·~ t r r f o r é t i e o de ! o s P 1 á s :n i do s e e i d s 
Mu ta :1 • ~, s s e 11 s i L' : ~.- s a \'. S y d e l a Ce p 21 e r \ 4 2 e h ; b 1· i d ~ z. :J e i ó n 
v' ~.;; r. :1 G P -~ 2 ) · · · ,. :·) : a i ns e re i ó r' de 1 t r a ns o neón ;:. n i n ·: 

d i ' f? ... ;,, n t:r., s' - ¡: i (·~ ~ ' · " ~ ~ s g e n é t i e o s d t; l a s C l~ p a s . S ~ ;; s i b 1 ;. s e ¡.: S 
f u e d e t ": r n: i n a d e '." e d i a n t e 1 ~1 h i b r i d i z ,:i e: i ó n d e T n 5 v s e 1 r a -
t r ó n e 1 t.':' : v· o F 'Fe ~ i e o d l' 1 os p 1 á s mi dos . ( a ) r; 2~ t ;;·5 n de l os 
p !ás : . ; ·: .:~) :> d csDt.t ~:~ d('. t.r:: {=·i ~ · e l P\f\ c cin L1 ro rnur·c; d~~ e1". i d·í o 
í D ' " " 1 • i 1 J i - a · · "· V '• : • ¿ P O F P - ~ / ? · · T •' " · ,; F 1 n ~ 1· .,.. ; , n ri e .,,,,. \ : • ' • • ~ \ . • • 1 ! "-" . .. . ... .. • • t • ! .:._ -_ \.... : , 1..1 .... • • \, ~ . ¡ ....... ) 

plá::.·;: i ·J•j S t r- a· ' ~- ,, ,· · i d os a mcnibrona'.·. de nit r oce1u1o sa . 



moleculor muy seme.j•inte 1::i.l pl•:; "> mit!(J Si111 (F:ig. 8). r:c.mn c·st.o 
c e p 11 t i en e d i s mi n 11 id 11 l 11 o e t :i. v id 11 d d ~ 1 i:;. n i. t 1· o g i'.' n 1.\ s 11 v 

originülmentP se ppnso c';u~ 1_;-l ty-.:inspus6n SP hobÍi:\ jnsr.>1-C..:u1u ·~n 
e 1 11 l 11' s rti i d o S i m , p os j_ b 1 ~· m ~ n t C-' en 1..l 1 l •J P n ~ r E~':.! :.1 l. :J d u r d e l. •1 

e:-:pT'e!:>iÓo de·• los gene::. ü..i.f, :iPrn 1:úi~d~c~r · :i.CJr1T1•~'rd. e se nh"l.u.vn l•:i. 
cep•l CFN2025 (deriv(\l1>l dG lo EM204 c:IJ.r•.\dü d e l pli:ismü!f:l Si.111) • 
Los pl~~midos de esta 1T1ut onte fu~r~n sapaT·adus e hibridiz~rlos 
v s 3 2 F' p B R 3 2 2 : : T n ~ • Como s e rri u e '"" t r o e n l 11 f irJ 11 ro R v es t 11 c.;;:-~ ;·i 11 

p P. r d i Ó t:: l p l 1:Í s n:i id a S i m , s; i n <·" 1r1 h ü r (J o ~ E' 1 T n 5 •:; i !J u P h :i. b r j d i ;.• o : i d r.• 
con un pl~smido, el cual resulta ser el p~2e. 

(\ n 1:f l i fa is d e 1 n NA lf¡ p n ':;; () .j p ro p 1) r 1J. l ü M i t r CI q (-;> n (l. <;; o d e ] (<e_¡ r L" p (i :0; 

HS-s. 

E.'n R • m e 1 i 1 CJ t i 1 i:l s lll o 1 e e u l o ~-; d e l f\ N 1'\ m "" n s 11 ,_j e r o r o r 1:> J .:1. 
nitrogen1:iso. !;;011 sinteti.:::odi::is soli:i.mentf.~ c1.J.•.J.1idn éste or<Jünísnio 
se en c u P. n t r o. e o m CJ h •1 e t e ¡-·o :i. d e , el 2 tYL r n d <= 1 c.i s n e) d u l o !; <h? l 1~1 ~ 
plonti:is (S1.ind11r~~>ün et 111· 1983). 

. ,. 
Con e l f in d e d P. te r m i n o. r l •) (:! :·: I" r (:; s 1 o n d <:~ 1 ns () en 1?. ,_,., n i _J::f 1 

de üquelliis CP.pi:\s sensibles 11 MS q•.tP presento.n fili2n•H' 

rict.ivido.d de> li:1. r1 i trngenosi:1, se pur:i. ·f':i.c6 F\N1'\ totol 1:v l ·~l ''' 
d i fer en t ~ s e e p o. s •1 p ü r t i. r L1 e un e • , 1 t i _v ;::. 1 í q u i do en J 1·1 f t'.\ s !-~ 
estociono.rio. de crecimiento. El nNA fue ~ividido en rlas 
a:i 1 i e u o t i:i s , '..l n •l f 1.1 1;: t 1' 11 t ü d 11 e o n 1 O '..l g / m 1 el <:~ F: NA 1:-t s •l y J. ü D t r ü s 12 

e o n g e 16 h i:1 s t •:'l. s u u. -::. i 1 i z i:i e :i. 6 n • A m h 11 s 1n u~::- s t. r o. -: ~ !:; u t ¡· o 11 s f j r j e r n ri 
•l membr•lrHls de nitroc:eJ.ulos•J. po r filt1·1\ción y se h).by·i diz1:i.r·,·; 11 
VS l.J.íl fr1l(]lfi<=nto qt.J.e COliti F ne gro.n (lO.te de> lo. Sf:~C:tJ. f?f"I C:i. •:t inteiTt(\ 
del gene ni-f'H de Rhizoliium phosf.Wli ((~l..linto P.t ol en pt•ensü). 

los resultados se muestran en la ~jgur a 9. 
Sorprenden temen te, e:-: is tr~ t ri111 ser i pe idn de 1 gen r::: ni. f-'H en vid ;1 

libre, o.l menos en lo fa~ ~ esto~ionario de crPcimiento~ tanto 
en l·:i cepü silvestre, como en todi:\s l·is mut,.-rnte s M ~)-s (Fi1J• 
9). Este e:-:perimc-.,nto fut~ disef-1i:1do r•o.r•:i. de l.cc:t.01· F\t,!1~1 P.!l v.i.di:"t 
libt•e puesto q1.1e lü cepo. EM205 no p1·oduce nóri•llDs d .~ t,.-,n .. 1'f1;1 

o.decuüdo pi:.1rü su mo.nipulüci61-, . 

A n 1:Í l i s i s d e l. 1l O r q 1:i n i z •.l e i 6 n G P n Ó111 i ' : ü (Ji.;~ l 1:i C 1 '' n i:i r S M 2 O 4 c::· n 
V (l r i (l s e e p ü s N (l t i V •l s d e R • r-· h 1l se o 1 i • 

El concepto de q1.1~, un sólo p l1Í ·::;u:idn cri:1t:i.c• n r:~ tod .1 J.,:i. 
informo.ción por·.¡ l ·:. r,d'd•..llü c ioi1 y lo fi.ji:;_. _ió1··, d;,. n.i.t ;·o(¿i= ¡-,o, lul 
vez no se ~xtienda a todos las ~srecies de Rhi~obium. Gl ur i~ 

Soberon <1983) hi:i enc:ontr11do quP l.:-1 pr::!rdid•) d~ 11:1 <:•:-t¡lúcid1:1.~ 
p 11r11 nod1.1lü1' fri.jol de vor-¡_os c1-2pn::; ¡jf~ F~. ph1·1seol-i., n•:J sP. 
p•.JP.de correl1:1r~iur1or <?n todu!;; :1.c:i•; c.:.srJ5 cu.-, l1:i 1:1p ·,--d :i.d1.1 clt> un 

pl11smido. Come:> !:it-: ll•>'-f1C:.iu111í !)t' IO!V lülllf~ntf"'' el p·1_ , ·~s1f ; idn 11<.>rf dP. 
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Figura 9 Hibridiza~ión vs 32p nifH del 
RNA de las Cepas MS , CFN2001, y CFN42 
El RNA fue purificado como se describe 
en la metodología, transferido a membranas 
de nitrocelulosa e hibridizado vs el 
fragmento interno B del gene nifH de la 
Cepa CFN42. (Quinto et al en prensa) (a) 
Muestra sin incubar con RNAasa. (b)mues­
tra incubada 15min a 37 ÜC con lOµg/ml 
de RNAasa. 
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lü ce¡o•J. CFN42 h·:i. ~ .. :i.du ident.:Lfici:\(10 cc:Ht10 el plr:Í~:;m:ido Sim, sin 
embo.rgo~ 1 .). cut'ocion d<i-1 p42c: o uno 1c11.d ,•1ción en el plo'Ísnd.do 
p42e, coir10 el coJ.so de lü c:ef.)(t EM204, tir.:·•H' i'I c:omo consuc•H•ncio:i 
una ~u s tancinl disminuci6n ~n ln nctividnd de la nitrdyen~s~. 
!:>;;tos r .esult.:1rlos su<Jieron r¡u r'! lo info ·,~morión poro un°1 
no rl <.1 ]J1 e i 6 n 6 p t i 111 ,.\ v 11 s Í e o nin p 1:;;. !' 1:l 1 •J. f' i.j .:1 e i G n d <:J n i t T' c)g f? n iJ P. n 
loJ. cena c~N4~v esta distriGuida en m5s de un replic6n. 

S i J. .:1 m' 1 t .:1 e i 6 n q 1_1 e 6 r i g i n n J.i:1 el i s m i n u i:: i rH1 en l (l o:\ e: t. i v i d 0:1 d 
de lo. nitrat¡f.:no <=;o. en lo c~~ ::iü EM:204 s r2 encu~~ntri:i en un geqe 
cuyo producto es indispensable para la simbiosi s , entonces 
este gene deher6 de ~ncGntrorse presente ~n todas l~s cepos 
q1>.e nodulen f'ri.jol. F'or otri:1 pi:1rte, es el•? 1.nteT'es .determinar' · 
si ~ s te gene es plasmidiano en otras cepo5, ya quP las gen8s 
i n va l u e r 1:i. d o s en 1 a s i ni b i o s i s n o 1· m O:\ l me n t E~ s e 1 o e o 1 i z 11 n en 
p 1 (>. <; :r1 i d os • P 11 r ü e: o n t es t ü r· ns t i:i s p r P g un t i:i ~. , f.; f~ e 1 o n ó f) 1 
fr 11gmentD de restriccion EcoR1 di~ 8.51<pb r¡iu::> cont:i.ene 1:d Tn5 
de lo cera EM204 resultando el pl6smidu pSM204. Este 
plé1smido f1.1e utilizodo como dett:lctor d~~ hibridizu c:ión en 
8:.:per:i.mentos en los qu,,, · los me<JOpli:>•:;midu!:1 de unü ~;prie de 
cPpl)s de .B._. phoseoli de disti.ntos c:ir·ígenesf fuernn sr~po:irodos 
po r electrof<Jr~sis y transferidas a memhro~QS de nitrocelulosa 
CFig. 10a). Como se muestra en la Fi~ura tOb, en ln mayoría 
d~ las cepas estudiadas la hjbrldizac i6n 0curre 
i n v i::i. r· :i c. h l e 111 P n te en a 1 'Ju n o d e 1 os p l. ü s lf¡ i d ci s in d i g en os , o. 
ex c epcion de lo CFN88, sin em~argo, en esta cepü si existe una 
s e e u P n e i G e o n e i e r· t ll h o m o l o g i o e n n p S M 7 , 1 .-1 r:: i t ü J. ~ €·~ •1 p r· e e i. i:.\ en 
e~< pPr :i rnentcis del tiro So•.1tl ·1~:-rn (!:¡. Mc>r<"1nD ne> publ :i.cc1dei). Li:1 
e e p 11 C F N 8 8 fu <~ o is 1 •l d •1 en e l mi:;, 1T1 o e 11 m p o d e e u l t i v o q u ~ 1 '1 

CrN42 y, •11. iguiil qu.e estoJ. cep11, nodu.lo y fi.j1:-t :iitrc1qeno f:'n E..i_ 
V IJ 1 q •J. T' i S + 

Muta0enesis con Tn7 de la Cepa EM306. 

En las enterobacterias, el g~ne estructural para la GS se 
encuP.nty·a formar1do pa.r·te de un opr~rón .junto con los genes 
rerJ •.i::. ocio 1·es ~L y 9.lJlG. Fst<~ npc• réH1 es t, ro.nsc 1· i to 
p l' i. ne i ¡i i:i l !Ti<::' n te u p 11 T' ti r d E' un o el e 1 ns r romo t, o r P. s que se 
enc1.1entrü en la region 5' del genP. q]JJA (Rochr:i et ol 1 en 
pr·ensü). En lo. int1·od1.1 c ción se mr.•ncionf. q•.1<.:' muto:1c:iones en 
9.l.!:2G, nsi como 11-is m•1t11ciones pol11n.7 ':> en !ll.o.A df) J<. 
nney~ n n i~ P, causan la p ~ rdida de la actividad de Ja 
n i t r o g e 1hl s •:l • C o n e 1 o b .j e t o d e es tu d i o. r en r~ • p h o s e o l i l 1J. 
r<-' g i c51 ·1 CT'Ull10'~0'l1ül olni:ílogo o l•J i:1nter :íorv !:~E:• intc::·r1t.i:>rn r·1 nbt ,~nr,·¡· 
lill .\tüCÍO i leS pulo.J.rGS en el gPne CJllE:! CUdifir.:a 1:1 [;SI+ l.Jn1·1 ilPJ.i"lE!l'ü 
d f:: s cd e e e i o n o. r l •:l s mu 1:. o. n t e s i:rn t e r :i e:; r F~ :; t s e r i i:t p n r m .:? d :i. o d e~ ] O:\ 

i.1 ·.:;ercinn dP un tr11n\;poscSn en el CJ •'°: nl ·~ pül'i:1 GST. di~ lri Cl?f.li'.l 
E M :\O 6 • P •.1 '" s t o q 1_1 P e ;; t o. e e p 11 n o t :i 1~ P u o:i <:. t i v :i d o e! d e {; S l I ~ 1 •:\ s 
ni•.1+ .. ont~s se seleccinno.rr.:1n con.u oi 1.1:-;otT·of1:i<;; ele·) lJlut1.1111j. n11. El 
e x p~r i m2ntu anterjor se llevo a cabn en tres ocasiones, 
1,; +,ili:::•111do el tri:rnsposnn TnZ con.o i:\iJPnte 11rutog~nico. l.•) '"• 
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cél11.los de lo C:T'l.lZ:(~ fl.IPT'Ofl f"• J.otc>odi:i. ·::; SLi:>rF· mr.:.d:i. a SC•)c,c:+.:i_,,>¡->., 

los tr11nscon.j1.1.g•1ntf:s Sp.,..r •:i.porE~c:i.er •: n o 'Hl!'\ f l' E-!i:: :.t>"'•11r.:i.o. d1~ !.0-4 
por· receptorü y (•n oprD!·: .i m.:1 r! •:imP.n te :10 000 cnlun:i .·l::; U;-,-, . 
•lnali2r:id11sy no se encont1·1·1 n :ins•.Hl u.iJ ;, r:)t,··~· fl:i J ¡:.~ 9}1¡,to111irH1. Ln 
frecur::>nci.:i ri<~· opo.r:i. c ·~Ch, <.!.::~ (). 1.J. ; -'.l'.'o ·~ - rc;f'os con P::;tc::~ m/!t c.d:... f; ¡,., <1P 

•t:mos del o.1z, diE·z Y0Ct:'S lf, (:>l'\C T' r¡1.1•::i ~J) ob ·~'. Pn:i.dr¡ con T;i::i , lo 
cur:ll- s•vJi~rr q r. 1p c-- 1 tri:.•.n5 ¡::u sün TnZ ti ~n e !:;itic,s d•~ ü l ·i·,i:t 
rJfinidoú de in-:;P.rci6n en <.:~l Li''.·1 li:l fl¡o:1 'jf·: B._. P.tinseuli. 

An·ilisis 
MS-s. 

de 1 I'\ S R('-! i to r•1 !.· :i un e~;; 

Lo:i cep11 crN42 t.ienE: t·r .. :=i s co p:io.<:", d td <JC·ne nifH Pl'J r>:: 
plo:1smi.do Sim (Q1.1:into r.-:·t ol t782). F:sto•:; c¡E•nr.~s i~·rn ~;ido 
e 1 or1•1('1 os y s1J !:>ec.; •.leít e i .:1 d c~ t G.' r;r1 j ,, o.d 0:1 • S<J i' ¡:1 renden t.•2•r1(~n t.(=•~ n ,-·, 
fue encontrodü n'i.ngunü dift')T' '""ncj_::1 \-.·n 1.1 s;e.-:1 .1p1·1ci.ü de l•.I'-> ti·:;. <:; 

e o p i ns ( Q u :i. n t o et 11 1 e n p r e n ·3 o. ;. , fl ~:· I l :i (~ n ('; q u r-> l ·~ s e C" ;1 •:l. e· 

EM204 y EM::'.05 tient=.n ºJisn.i.ni_¡id•:i J.11. ci:1!-,..:.cid (1 d pG.1· ·1 fi..j11;· 

n i t r 6 gen a , se de e id :i. J' oh '.:;e r v o ¡ · ::; i F> 1 p cit. ,. CJ n ci e :1. ::t ,_. 

reiterr:1ciones del f'jPl'ltc! ni.fH ~n E'~': .. ~~ •).; ¡;:.;.'.':ir:1 fa p(·~1 · 1r1. 1. nec i•Í ·::;i11 

alterocie'.in. Co1üo se mur:~stro Pi'\ lo F :i.g :.it'o jJ.f J<Js fr•'.i•J il1·:·J 1'1 ·l...-.s 
d e r es t r i e ..: i 6 n E e <J f; 1 q 1..1 (·) e o n t i en en ü 2 "' t ¡~:· g E· n ;-~ ~.; t~ ~11 ·:!. n 1·. ,,, v i. '~ r e . .-1 
5 Í l'I C t'.l lfl b :i. C:: i:> n t G d •J. S l ü '> C: E! !:l ü <:; W~ - 5 • 
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Figura 11 Hibridizaci6n del DNA de las 
Cepas CFN42 y Sensibles a MS vs 32p pCQ 
152. El DNA f ue diqerido con EcoRl e 
hibridizado vs J?p pCQl52 {a) CFN"if2." (b) 
EM107, {e) EM203, (d) EM306, (e) EM204, 
{f) EM205. 
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[! I set.· ·: I C!J 

En e3te trabGJo se describe el Qislamiento Y 
.::.l r •le te r i z •le i 6 n d e un •l s e r i e d e m •.:t.:; n te~ de B..• P. h 11 sen 1 i 
:; t: n s i b J. es •J. l i n h i b i .:.:! o r es p e e í f i e o d e 1 11 •le t i v i d •l d · d 1? 1 •l G S 
L-Metionina D-L-Sulfoximina. Las mutüciones en estas cepas 
fueron origina~as por la inserci6n del transpas6n Tn5 en el 
9 i;.; n o m •J. d e 1.! n •1 d e T' i ·,.' ,:;_ d ü S t r - r d e l •l e e p •l s i 1 ·,1 E· s t re C F N 4 2 • Las 
m•.i t•li 4

t t,es 
·1sin.i l·:;c ion 
arc¡.:1;1 :lsm r:: 
::.:om•'.in. 

únt2ricres fu.e r cn 
de amonio y la 

estan contr o lad~s 

(1 i s l 11 d (l s 
f i .j •lC ion 
por •..i.11 

p~ra anGlizar si la 
de nitr6geno en este 

mecanismo regulatorio 

re los tres experimentos independi9ntes para la selecci6n 
de l •is 11 :1..i.t·:i.ntes, se obt i..;.vieron c1.ii:it1'0 gr:..tpos de cep•:i.s de 
a c~ erdo a su fenotipo. Como se pu~d~ apreciar en el 
e -:p eT'imen t u en el que los fr.:.gmento ·:; de:.' I' est1·ic:ción de l•:is 
muta~tes se hibrid iza ran contra Tn5 CFig. 5) 1 sólo apare c e u na 
b·:i.nd•:i. c1•? hibridiz.1r.::i6n,. lo c1.1 ;:ll- ·:;;1.igi>:'re q'.1'=~ h 1J.bo 11n•1 sól.::i. 
i n se T' e i 6 n < ~ i ': es t e .. ::: l r~ m r:: n t o ''= n e •l d i:: 11 n 11 d e l •1 s in 11 t •1 n tes • F' o r 
o t r ·J. p .:1 ;· te , l •l t r •:J. n ·ó> fe r· en e i •J. d ·=-· l ;.1 r e"°; i s te n e: i •l 1J. K .J. n •J. nt i e :. n a d te 

1 ¡J. s l íl i.! t ;:;. :·. ·:: :::: ·::; M s - ;:¡ •l l •J. e::: '2 , es t ,.-¡ l :i. q •J. d 11 e L: n 1 (:,, s En s i b i l :i. d tl r~ •l 

M'.3~ ::.o c:1.:il indiC ·J. q1.1e 1·1 inse1·c ión -del trar.sposón es 1·1c.::!_l.1S •l 
del fen o t:!. ¡:;a. 

En nif,g :.ino de los e :<per iment os . püT'•l determin•::ir l•ls 
activid ¡J.des de GS e n las cepas EM203 y EM306, tanto en 
e ;-: t T' ·~e to ·:; e r 1..t d os e e m o en e €§ 1 !..L 1 ·l s to t 11 l i:.' s p E' r me •lb i 1 i z •l d •l s , se 
detect6 actividad de la GSII. los perfile s de Gct ividad de 
GS d e estas cepas en gradientes de sacarosa, son idénticos a 
1 os e f' e G i 1 t r •J dos p •:l r >1 l •l e e p i:1 si 1 ve ·,;; t re en l oJ. s f r i::i. ce i D ne s 
correspondi e ntes a la migración de la GSIY pero en las 
fr11ccione s donde normalme ~ te migra la GSIIY no se aprecia 
niGguna 0 c tividad por Gfri b 11 del nivel basal. Recie n tementey 
en e l 1 1:! \J c. r •l to r i o d 9 l D r • .J .:1 i me Mu r •J. , A , B r •J. v o h i:i d e·:~ e r !!1 i n •1 d D 

las actividades enzim~ticas de l~s GS de l~ cepa EM203~ tant o 
p (j r e 1 111 ~te J a :J e t ·¡ · .:; n s f;;: r •l s .:1 e o m iJ p o r e 1 d e ~;;. :i. n te t •1 '> •l ; •J. 1 
i •:,; •.!•J. l e¡ 11 é' 1 e T' e p o r t ::. d o en este t T' •lb •l .j o , n o ·:; e h •l d et e e +J •l d o 
o e: ~~ i v i c.! •l d d (? t r· •:i ;1 s +'e r •l s q d ~:: 1 11 G S I I ~ p e r o •J. 1 e f <::e t 1.1 n r 1 0:1 s 
det>::.'l !liin•:ici .::.;nes t.' !1ZiiT1.:it,i c.:1s por el método de sintet•1S•lv si <.:~e 

po:;.;.ble 
actividad de la GSII. Hasta el mom en to no ha sido 
est 0.::blecer con cer·t.e2:•1 l:J.s bo:ises de este 

e o m p e r t o:: :i1 i i·? 11 to , s i n e 11·1 b •:i r g o , e l fe il r.:; t i p u d t? es":; ii s mi. •. t 11 ;¡ te~; 

s •.i ~ i E-' re q ·.i ? 1 •J. s i n s E' r r.:: i e• ne s ~".l E:' d en e;¡ e o n t T' o r s E-' ?. n 1..i. n g en e e 1.1 y o 
f)T'od· .H.:t '.:i ~:,e req1.11? 1' E' p•lT'•l repr'iil1 i r •'.l 1..11v1 prot a ín 11 modif ·1 c.:1dor•1 
de l.J. [)SII. q1.1t:• normal111entti f•.H'1cic1n11 p•lt' •l l•J. l't.'p t·e;;i6n de 111 
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actividad de esta enzima en ciert~s conuic enes fisi o l6 g~ c~~. 
Lo. i n te T' p r (~ t 1:i. e i ó n 1:.l n te r i o T' es t 1:i. b 1). s 1:i. d 1:i p T' n e i. D 1:i l "'en te en ¿ o:;,. 
resultados; por un lo.Jo~ la actividad de s ~tetaso de lQ GS I I 
de la EM203 es m~s sensible a la temperatura qu e la de la 
en z i m ü d e 1 11 e ¡~ p o. s i l ves t r ~ ~ , y p o r o ·1:, r •l ¡j ü r te ~ •l }. me .:.: e l ,:;_ r 
extractos de dmba~ cepas, disffi{nuye la ac~ividüd de la GSII de 
l •l s i 1 ve ~~ t... r e:· ( A • B r •l v u y· J • M o r' 1J. , e D 1r1 l.! n i e ;:J. e i ~: n p ~2 ·,-. ~;! cJ n (l .l > • f-:: 1. 
fenotipo de es.t•1s rr111t,:i.ntes s1..: ;~¡ieri:~ que 111s m11t 1J.<.:.ione s. se 
1 o e 11 l i z ü !! e r¡ un 1;¡ en e q ;.i e re q :'.í l 11 1 •:1 ü e: t :L v i d 1 ·~ ;J d e~ l •1 :.3 S T I • p ''" í' D 

no es requerido para la o.ctividad de la GSI ni para l a 
expresi6n de los genes que participan en la fiJaci6 G de 
nitr6geno. Los transposones en estas mu t üntes se encuentr0n 
s e p 11 r •l d o ·=. ¡:; o r O • 61'-: p b ( S • M o r ~? n D e o :rP.rn i e •V: i l'J n !H" r :~ o ri 11 l ) • 

Al igu11l que las cepas EM2 0 3 y EM306. !as mutaci o nes ~ue 
sólo o.fect11n lü (1,:ti'-.1-Ld.:~c de 1 ·~• GSII d e-.. F;l-1izr:.l::i ·Li¡;r1 ~:¡~;,·; r1 :J 

alter11n la fiJaci6n de nitr6geno (Ludwig 1 ~80). 

La cepa EM205, tiene nivele s r~Jucidos d0 a ctiv ida d de 
l •l s d os G S , 1 os n 6 d :J. 1 os fo r flPl d ll ~> (.i l i n +· t.1 e t, o r 1 •l s r 11 [e e~- '·' E· 

f r i .j o 1 e rJ n es t 11 e e p 11 ·:;o 1·1 m; ¡y p e q tJ 2 n os r r~ e e o :L. o r b 1 ü n < (j Y e G 1! 

'le t i v i d 1:i d d e n i t ro g e n i:i s ,:;: •:l p e n o. -:; d e t e e':. G !:l l e o. l o s 2 1 d { 11 '"' 

d es p :.J. é s d e l ,1 i n +'¡,:e e i 6 n • L u s n 6 d i.l l e :;; f u r rr111 rJ 'J s <~ n :t '1 s r· a 'i: '.:t: ,, 
d e 11 l f 1:i l f 11 i n fe e t 0:1 d 1). s e o n l •J. s e e ~ ·1 1). s d e 1L_ ni e l i 1 c. +J j_ 11 'J >~ C• t 1· e 1· ·J. s 
de gl1.J.t11mir;o:1 <l<ondorosi e+, úl t<r77), 1:is Í co :r1D ccn 1°..l ¡¡,¡1t•:..¡·, te 
en el gene o.n•1°logo •1 oifA <Z::.iT11i1er1r111n E'·t '.U 1933), son u. u.y 
seme.j11ntes •:?íl cuo:i.nto a n1fme1·0~ colen· y tüm1.1ñ c, 01 :tu: t' ur-rr11:-:1G ·:~ 
con l1l EM205. 

Estos resultados indic~n que en 1Q capa EM205, ~l 

transpos6n se encuentra in sertcdo en un gene c~ y o prG~u c to es 
indispensable par~ el desarrolle normal dG la sim~ i a sis. lJ.S~ 
corno p•lT'•l 1 ·1 reg1.;loción ele l1J. •.l';;; im:i l•:i.ción de 1.l1t:u nio. Con:o SE 
mencion6 en la introdu~ci~ny l~s resultad a s obte~1dcs por 
L •l d w i g ( 198 O ) y p o r I< c>n doro si ( :l. 9 7 7 ) , s u g Ü:' r '.:': ;1 que <::· n 
R h i z o b i u m , l oJ. re:;¡ u l 0:.1 e i 5 n d e l '1 •1 s :L iTi i l •).e: i ó n d r:~ .:;. lli .:i 1 i i 1~ y e! e 1 ·~ 
f i.j •le i ó n d e n i t r 6 g en o p o d r· í •ll"I e s t ü r r E:· l 1:i e i o n i:.i. e' ::J. s p e r o ~ •) 
d i fer en e i ii d (~ este t r i:1 b •:i .j o ~ e s tu'.:; i:! :..l to re~ s n o p :.J. d i Q· í ' o; ·1 

demostrar el n~mero de ffiutaciones que causaron ~ u fe noti p0 . 

En este mistúo lüborato r.Loy G. Es ~:- in •:ii ::;1Ó 1¡r,1J. ¡¡,:.i · 1~•, ;-, t :: con 
fenotipo similür a la E~205. Estu ce~a, úl ig ua l q~~ las 
mut•:i ntes report•1d•:i::; en este tr•lb ·:i.,j<:: v f 1.L:: ütsl .:1d.:i. c u :r10 se ~-. ·:si' : ~.r::: 

•l MS y 111 m:1t•::..ci6 n fut:· or :.g in .::..d1::i. por lü ~; .. ,::.,.,;i rcj. 6~1 de Tr;S 21 -. ~~ j 
genoma de liJ. cr~::iü CE3 .. El f¡- ' 1..1<~ 1 1.r::rnto E ~DF: ::. q1 :-,? if,~v. l·i 
re c:; i s ten e i a o K >:Hl a rr. i e in 1::i. e: :· n fer i ck f' o r e· l. T ¡ 1 5 fu~:· e ] u ,-1 .J. do ·,. 
u t. i 1 i z .:1 do µ ;:1 r 1) re~ e 1.i ¡; ·:.'.' r 1:.;. i' d .. ~ .. ~ n :J ;_!: ¡ .:: o ,:j 2 q i·: n ;,1 s -d 2 ..E_. :; 1 ·~· '-: ..; o:, - ~ ·:. 
en el f·:i~o : .. 1 0 59 J.,:i. sec·.'.é:' nc iü s~lve\..-~.rp. [lel c-.- >i.-·t-:· ·1 · i 1M.:· 1 -: ·~ ¡:i 

•lntc':rior res 1_¡ltó el pl,¡·::;1r1:i.dc ~;Sl17 e :~ c< •1l r;::~~ 1_¡n d1-':, ' :i.·.; :~ ..-; j r-.. 

pBR327 q :_.e llev•:: cloilo::do un fr1.i.g;~ : ent.o EctiR1 :l E~ 13 !<pi:: . f'1l 
hibric!iZ (lr 1:~:;te pl 1} :;;r¡1 :~ ··Jw con~. ·¡·, :_. 1..L:: 1:i \~iq 1: ~:>t :L.5n d1."? Ci'!1~ - ~ . .,nt,-. ·L de~ 
l 1l e e p •l ~ i l v es t r e e o n E ,-· o F 1 y ~. 0:~ o ll ;, e ·¡· v •l ~· 1. f T"~ ~ 11i ~ n t ll 

corre:;ponc.lient1.: 1l 131\pl:l~ e·L c:,¡i:,'1 dC:.:S••PC• rr: .. :f.: c 11.1 :·1 .:! ·:J 3 1? 



hibridiza es t e pl~s mido vs DNA de l a GE2 o de la EM2 0 5, Y en 
l~gar de este fra gm2nto, s e ohserva un ~ bQndQ da 18+5 Kpb 
< F i q • 11 C ) , q 11 e es l i:i 11 : i s m .:1 q !Je i:i. p · ~\ í' r=.· ·~~ e i:1 l h i b T' i d i :: •:>. r e o n t r :J. 

Tn 5 CFi g. 11A >. Esto~ r es ul \ ad cs indican q ue ambi:i.s 
íii 11 t •J.,-.:_ i o r-; ¿:• s mu. p e iJ. n ~~ n un mi s m o f r 11 q me n tu El::..u.f; 1 , pe- r u d 11 do e 1 
tüli111 r'1CJ e:(::: ('f!Ste fr.11~ : 11ento, r"IO s e: p :.1r:.?dP c: o nt.:li..i:i.r q11e l11s 
inserciones en amb~s cepas se encuen tren en un mismo gene. 
F'.1 r (. d et e r 1r; i 1-, i:i. r 1 ,::. p l' o:-: i m i :J •1 rJ d e 1 .:::. s i n !";; '~ re i o i H? s , s (':'! re p i +, i 6 
el experimento peru ahora se digiric DNA de ambas cepas con 
~~lliHl+ El Tn~ tiene un sólo sitio de r0conociruientc para 
esta enzima en la region central de su secuencia~ por lo 
t íJ. n to Y · i:i l d i g e r i r D NA t o t •l 1 c o n e<.;; t •J. e n z :i. 11111 e h i b r i d i z i::.1 r 1 o 
contr a Tn~- deben de observars e dos bandas. Los fragmentos 
d ;:: r !? :; t .,, :L e e i 6 11 '~ '"" n e r .:.id o ~:; p o r l 11 d i q ¡= ~:; t i ¡fo e o n B.i:lJii H 1 d e J. I : :...¡A d e 
l~s cepas EM205 y GE2 fue~on hibridizados vs 32P pBR322::Tn~. 
Como se observa e n la Figura 11B, la suma de los pesos 
moleculares de l as dos bandas que aparecen en cada cepa son 
i q •.i c. 1 r:-:· ·::; , 1 o e u •l ::. i ;1 d .i e •:> q u e l •l s i n ~; e r e i cm e s d f.:.' l T n ~ en 1J. m b •1 :·;; 

e: e p 1J. s se en e 1.i en t r .:ir1 en :J n m i s li• o f r iJ. g me n t a E..!;uW-11 ~ as i ITi i s 111 o Y <;;; 12 

p u. '=-' d e r.: a n e l u í r q 11 '~ 1 os s i t i r.:; ·s '~ i=~ i n s •2 re i 6 n e 1-? e ::; te ¡~ 1 eme n to 
est ~ n separados por 0. 2 o por 1.2Kpb. 

Por otra pQrte, el patr6n d e pl5smidos de la cepa 
si } v e~; tre f:-"e hib;·id1::o c! o vs pSM7, y p1.l f.~de i::.precior·s¡;' q11e 
d i e h o p l .} s ;r, i d o "t i :2 11 (::, h o iT1 e 1 e g { •1 e o n 1 ci s p l :'.i '~ :r1 i d D s p 4 2 ·1 y p 4 2 d • 
Lu secu2ncia ho mó logo en ~l pl&s~ido p42a no es indispensable 
p a ra la si mbiosis1 puGsto que las cepas curadas de este 
p l 1'.í s m i d o n o d u 1 •::. •1 y f' i ,j •1 n n i t r 6 g ..: n o i q 111:.:. 1 q •..:.e 1 o e e p •1 s i 1 ves t re 
( L. t? e ff¡ ::ui ':5 1~ +, · •ll 1 9 8 4 ) • E l p 11 p e l d :-~' l ü ~ :¡. 1::.1 e :1 e n e i i:i. h o ¡¡, ó l u g 1:1. •l 

pSM7 en el pl ·: s H:ido Sim, nu h1J. sidw •lCl11·¡· ·1do; p•lT'•:>. . est ;..rcli•lr 
es t •l r e q i ó n Y e s n E· e c:~ s •J. r i •1 l •:i e w n ·::. t r i.! e '.:: i 6 n d .;-2 1J n b •l n e o d 2 g ;_,:¡ n e ~:; 
del pl6srnid a Sim de la cepa silvestre. Este bonco se 
hi brid izar!a v ~ p SM7 y las ¿lanas positivas se r ec u p2 rarfan 
para mutager1 i zorlas y reintroducirlas a la c epa silvestre para 
det erminor su funci6n. La secuen c ia del pSM7 que hi hridi zu 
C O rl e 1 p l 15 '5 ITt id ü p 4 2 d r p O d T' Í •). '5 t:.' T' l 11 CD T' re S p Cl ll d Í en t. e ü 1 ';¡en e 
m u t •1 d o Y p •= r· u d e b i d o o:::. 1 9 r •l n t 11 iT1 •1 ñ D d ·:·::- 1 d a t e e to r Y e~; p o s i b 1. r~ 
oue no sea ~sta la secuencio Pesponsuble de la hibridizaci6n. 
Este büncu sería tambi6n d2 g r an utilidad para poder 
det~rminar si en el pl& s rnida Si m e x iste alg~n gene can 
ho;-¡,ol c.1 q Í•:i. i:1 ....o..if.A de tL R.DJ;.!..JIT1(jn i o:1e ., 

CQmo s e mencion6 en 1'1 i n troducci6n, las ffiutacianes en 
l o :;; q ;::, n e s y 1 n O y t;.lLl. F d e K. o n e 11 m e :·1 ·t o:i <~~ 0:1 1 t e T' i:J. n t ,J.;, t o l ü 

asimilación de amonio como la fiJQci6n ~e nitr5geno. Las 
mutant ~ s GE2 y E ~ ~05 ~ i enen un f~notipo simila1· a la s m~ton~es 

Nt t' Lh:· ..t.:_, ;. :)P'il!; ;·.n i •:! .:.·'> ¡:.00::ir 1o t·:into 1. el Tn~ poclr-Í•:>. enc o nt1·111· -:=> i.:! 
e,-, 11n g".:!il e •1i"l•'Ílu :10 11 las yen.:::-s eil:1 dt2 e'5"\:. e ot· c:_: o:~ni'.'; ;;, : ; . El 
p l ·~ s<:1 i \:I o ~1 ~; M 1 2 11 e.._, a 1 o. re g i ó n µn.G y ¡¡.ln_L el e K. o n e¡~ 111 o n i o le 

<E .-¿¡)[n 5 i:~l 1982 ), y f ue utili;::~i::illo cc .. !Tio dr-:tectoi' e!.:~ 
~1ib1·idi:.' 1Jción cuntl' •J. r1NA tLYt •1l d t.' J..::. c;:.!p.:i CFN ·'t2 . En <':'•sto ·:-. 
e: : :~ ::r:L111~ rd.o~~ se d ~~ tei: t •"i!l du·~ f ·¡·i:l~F1 .ar 1 t 1 : ) ·,;; [ r:ur-;;1 Y pP.rD rdnQ1:ínn 
·:cin c :i.UL' c oi! el -"r·;J. C_J111 e:1t o ~R1 el~~ l3i<!Jp mut 0:1. do en 1.•:J.s Ct.'p;~\S 
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Figura 12 Hibridización de DNA Total de las Cepas CFN42 
EM205 y GE2 vs 3 2 p pBR322::Tn5 y vs 32p pSM7. El DNA de 
las cepas CFN42, EM205 y GE2 fue purificado y digerido 
con EcoRl ( A y C ) o con BamHl ( B ). El DNA fue sepa­
rado por electroforesis, transferido a membranas de ni­
trocelulosa e hibridizado vs 3 2 p pBR322::Tn5 (A y B ) 
o vs 32p pSM7 ( C ). . 
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con menfJT' üctiviclüd d':? lü ·;;; G3 ·,- de :L•!. nitr i:l·] ':~r~ú';;·~~ ~pn"~ lo 
tanta, l~ mutaci6n de las cepas [M205 y GE2 no e st~ ~n ~n 
gene hom6loqu ü ~G d(~ is:_, pn~11 , [¡f!l'"i .. 1p. F' 11r :1 detr~ i· miniir ::;i 
l•1s 1TJ1.l't,i:1c iones en 1·1s cepüs Er1205 y C;E2 PStún •?n •.L1 g<' rie con 
h o m o 1 u r-:i [11 (). ~F , s t:~ e 1 o n .~ l ·~ mu t •::e i o n d e E , w;¡_l.i._ :1 l !:~ 4 f~ 
(glnF: !Tn5) <Osor' io e':. •:il 198·n c o n E.D;;¡_r: t ~l •1T'•l :Jtj l.L::.". •:\r c~l 

gene <ll.ll..F CCJirtCl d•?tec t.o r d ~~ hibridizi:~ .. : i(: ,.., ch e>~ per·:L iT1'·:· ntos r:oa, ::; 
el ~nterior. El pl¿sm i do obtenida co ntiene un i ~ serto de 
201<pb q•.lW::? r(:?S!J.ltrl dr.:?i!11J.s.~i:1 11•:_~ i.jr'r'.J.nd c: pi:l!'(:. l·:i <Jbt r-~ f~ !-:!.t5 n "-J:.?. 

res1.;.lt•J.dos cl•:iros, por lo t•::.!1to1 es nece:::.i:lT'i•J. l•l !".:.ibclc11 1:i.ci6;·1 
rl e es t. e p 1 .J. s ¡y, i d o p i:i .,. , •l t r ü t 11 P (~ ·~ d (·~ t e T' m :~ n ·~· ¡·· s :i. e:-: :L s ~·,e h D JT1 :J l u '.'j i' ·: ~ 
e: o n e 1 g en e m •J. d e ...fL R h •J. s ,.,, q 1 i. • 

d e g l u t •J. ITI i n •1 , p e r o t, i e¡·¡ .;::1 r = J 1.i c.: i d 0::1. s ;.;, ·::; '.:,, ,_; r, e i •1 1 me :1 t ~ 1 •J. e ,_: iJ •J. e ~ . d •:: d 
para fijar nitr6geno. En esta ce pa la inserci5n d ~l 
transpos6n mapea en el pl6smido ~42e~ Y~ me ga0lasn i d 0 
diferente al simbi6ti¿0. Asim i smo. en li:i cepa :FN42 ol 
p l •:Í s m i d o p 4 2 c.: s. e e n e tJ e 11 t T' i:i i n v o l !J e :' •l '~: o e n 1 :i. ';:; i m b i os i ·::; ~ ¡n.: f : s t o 
que ccp•'.l.5 cur•:idüs de este pliÍs1r1:l..J.:j nod ;.;,l 1:in Y fi.j .:i n IT! i~nc; :,; r1 1 . ~ ~'-' 
la cepa silvestre (J. Leemans no publicada). Par tal ffinti v o, 
se p :..1, e d e e o ll e 11..1. i r q l.l e . ·~ n l ·:i. e E:':,) (l e r ~~ 4 2 d (? ~ • p h (i ·:; '"' (') ·~ :L ~ 1 e '.'> 

. genes invol1.1cr·•1dos t-~n l•lS +'1..t;·1r.::io11es si11.Lii6tic 1:l.s s e t::·nc.;en tr·:i.n 
e U •:l n d u m é n os en <: 1,¡ ü t r CJ E' l e 111 ;,? n '!,, :J ~:; CJ a n •i · ~·, :i. e ú s d :L f L' , .:~ , .. , t (;! s , r- .. i r 
el momento la naturalez~ d 2 est~ mutc~t0 no es clura, f~~ 

aisl~da cuma sensible a MS pero nu tiene alteradas las GS ~ 
si n e m b a r g o , s i f 1J e 1.1 f' e e ::. 1:1 d u s 1J fe¡ ·: et i p o s i ü'; '.:) i G t i e ,_, • Es t ·1 

mut11n ·L1:? p:J~:de esto.r r,.? n un q E·112 cu··i·~i pru ;j:.1ctu n o r~ s·!:, , ~· 

direct i:1mentP rel•lcionu.do c ur1 :los •::¡p, ·,¡.:~s nif. p e ·i"O q1.'. r,:: t:- ... i ¡:~ rz.;, 1.; 11 
efectu pleiotr6::· :i.co sr~i~ ·; "c·~ e ·,,; 'L .. is CJ F::r .•:~·.:;, E :'1 el li:l!~ c,r.:1 · 1 , c. 1 :~ ,: ~, :·1.::. 
sido •J.isl•:ld•l otT'i:l l!,'.Jt•:i,ntet ltJ. GE:40, c¡ ' .. !. E· t::.ü1 ... 0:· fE:.' 1 ·· ~' tipu ~;.; n}.i.l ,1r 
y tambien mapea en el pl~smid~ p42e. 

Como s e me n e i o n 6 en l u ·::; r e s 1.i. ~ ·:. i:l d c. s·,. ~ t::· 1 f"r' •l q 11; e 11 t o F , -n r-~ 1 
que contiene i:1l tr.:1n ';;pcsón <:Jn 1 ·1 cr::p •l r:. ~·~ 204 f í. : ::~ e ::. ur1•1 dc; / 
utilizado como detector de hibriciiz~ci60, con el fin d2 
analizar si estü se~uenci~ s2 encuentra eG pl~s~i~ os o en 21 
cromosomo en otT'•:ls c:ep·1s n;J.tiv•J.s de .!l_., nh .:1sP c>l i, !_ n::; 
resultados obtenidos in~ica ~ ~ue en tod~~ las cepas e s tudlGJ 1 ~ 

existe una secuencia hom6l0ga 0 pSM2 0 4, y q ~ e este nPre s~· 
enc11entri:1 pr:i.L:i:p.:il1riente ('.:l'l pl~::;m ·l.c!c.s ., 

ni 1.1 t •J. n t e E M 1 O 7 n o ti en<:' - l . ~~:.. n · .. P. Sl ~> 

gl1.1t11min·1 ni l•'.l c: 11r:ir:::.ci1.:!i:•d ,: ~~•ri:" fi . .i•lT' nitr6!~ enu . r·ur lo. fc;1·!r1i:; 

de selección err:ple•:id':li <.:.e r:.·-=;~E:.'!'üb •:! er'con ~·.r.1r n: :Jt i::;n tP s cl2 E• ', : i'. •"~ 
tipo, Yü q!. ~ ('1 1 ·1 sensibil:i.d 1:.i.c! .:i MS ;:;1.;;·:> : ~1~ e':;'Li:1 '.' c,c:i1c :t ur .. J c~. :-,, ¡-; ~;r 

otros factores di~tintos a la d ~ sminuci6n de !a ccti v idod de 
GS; por e.je:11pl,J: 1r1en ;_;1· C•1!'i··;c ·Lc!·1d d~' d :~\.~i "•:!rl·~•C"cÓ11 d<:> M~; .. •1s :i. 
e o m o p o r '..l ,·1 t T' •:.H1 s p u r te 1111'.Í s e f i e i e 11 t -=:· d t:·~ e ~="~"" e: ~ 11'11r1 u. es t , o • 

Los experimentas lle v ~das a cebo coG 
seleccion•:ir •J.•J:·:Ót.rofos c!e gl1..:.t.:imin•1 •:l r.H1rti1· e!~· l•.\ 
n o d i ~ ron 1 1;, '.;> res 1.d t •¡ d r.~ s as IJ e r •l d o :; • F. .l n ·~ 1r1 !~ ro 

t' in 
.:: n p :i, F M ? () 6 ,. 
r ¡:::,e! ,,. e i el o ~ : : ., 
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ü11:-: ótrofos obtenidos ¡J(>r lo. n;:J.t,.H;en e<:, is con TnZ, s;;qiere q1.ie 
e ~;te ele1r1entu p1J.ec!·~ tener si+.:io·~ dr.:~ i:dtü l'.lfi_nidüd ¡:i-:1rü su 
inteu r·üci6n. Fiecientt-.'il1ente, en e~; te mi-::; r110 1.11borotorio, M. 
Flur~s enc8ntr6 qu.~ las insercion~s de Tn] en al pl~smtdo p42d 
se obtienc~n inv;J.riobleme n ti;1 en !Hl mis1T1D fl'ügruento de 
re stricci6n . Hasta el mome nto se de~ccnuce si esta es la 
11'11 i e ,:)_ s e e u. e ;·\ e i ü d e ü l t ·1 o f i n i el •J. d p •1 r 1:i T n Z. e n e 1 g en e; m 11 d e l o. 
CFN4'.2. Por otr11 p11rte 1 di:idu q1_¡,'? 1.:1 mut•:rntc~ EM203 tiene el 
mismo fenoti~o q ue lo. EM306, y conciderando que la EM203 tiene 
a c tivid~d de sintetasa, posiblemente no se encontraron los 
1.J. i1:-:6tl'üfos c!e qlu.tümi.n11 porqi.H? lr:1 CE:'p ü que fJJ.E~ l1i1J.t•1genizl).d11 
~u n se r v~ aan lü activido.d de sintGtGsa de am h as GS. 

Los resu.l t~dos obtenidos del experim~nto de hibridizaci6n 
d t.? 1. F; ~J A d P 1 11 s e e p •l s C F N 4 2 y C F N 2 O O 1 y M S - s e e; n t r i:1 3 2 P lli.f H , 
i n d i e 11 n q u ·~ e s t E:'' g en e es t. •1 s i '=' n ú o t r .::. n s e r i t o e n v i t1 il l i b r e • 
Debido a que el e x perimanto f~G s6lo cualitativo, no es 
p os i. b l e d e te T' m i n •1 r e ~ g r 11 d o el e e~< p T' es i ó n d e u.il H • S in 
em bar go, se puede concluir que, al menos en vidü l i bret 
ning:1:·1·J m:;t11nte perdió por completo 1•1 copücid•ld dt:~ 
transcribir Jichu gene. Por otro parte, este experiruento 
abr e la posi~ilidad de 'poder seleccionar mutantes re~~latorias 
d .-:. 1 ·~ (~ ;. :: p r e s i 6 n d e~ 1 o s g e n e-= ~; n i f e n p l o e 11 • P.::• r •1 r o r' e=:· r 
de s orroll a r lo anterior, es necesaria la constr~cción de 
f 1.«~ i o r~ e-~ d '~ l . q en e u.i..f H e o n l •1 e Z • C cm :t 1:¡ s fu s i o n es en l 1J. e e p 11 
~> i l · . .; (" -.;; t ·;·e , se - ~:. o d r í •1 11; :1 t1J. q en i :: •:J. r y ~; .:.~ 1 0~ e e i o n 1J. r J. •1 s e o l o n i 11 ·:. 
q~e perdieran la a~tividaJ de p galactcsidasa. En este 
1Ti o ni e n t ;;; ~ -:;; e t i e n e d e s 1;i r r o l 1 c. d o e :·1 ,~ l l o b o t' •J. t ci r i o l ü 

m (~-:to dolug:li:;. n ;~c,::sr:l ri ü p11r(1 su co11:>truccic5n. 

El m6 todo Je obtenci¿n d2 las mutantes permite la 
selecci6r de cepas con alteraciones simbiG t icasi sin tener que 
s e 1 e e e i o n •J. r l •J. s p o r .-=:- 1 r:1 n ü l i s ~ . s d ¡;~ 1 f' e n u t i p CJ en p l 11 n t •l • 

Cun e1. -fin d(·? de t e1 ·! r1:~n ;1 r d·:? 1.1n•::i 11111nr::.· ·1~11 c!:i.rec-\:. (. !~i er. r\. 
•' h •"l '=• •=' ·:1 l i. e ~< i s ten g en es f i ·::; i c ü me n t t~ '.l n ,j_ 1 o q u s o. l o·:;, g e r. es c_i.l.n. d e 
1 1:1 '.:; e: 1 ·, te::- re !J i: ¡ '~ te-~ r i 1"J. s ~ y s i. c.;:~~ tos r l°" (] (: l 11 n d e ü 1 g 1:1 n a m ú :i E: re: l 11 
e ;.~pr-·?si6n l~e l•J. nitrogeni:;.sr:1 en e<.:;te O'i'(] •l nismo, es neces1~\rio 
contQI' can los det ~ctures adecuados para la identificaci6n cte 
1°:.ié; s;;:~r_:11enci•1s de inte1'os por medio dt:' e:-:periroentos de 
hibridizaciGn del tipo Scuthe r n. Por el momento existen en 
el 1 .:1 tl o r .11 to i' i a p l 6 s 11t id os q 1J e e o n ti t:' nen •1 l os q en es (J_lD_L y G l n G 
t ü n to d (-:e> L ~ e: o m o (~ .:; _L. p n ::> 1 r :h n n ~ ·1 ,.., Y •1 s i ITI i s ITl o 1 se t i r.-1 n e y 1). 

clon•:.:i.cl:.:i 1Jn1:i. inserci6n de Tn5. en el c;.!L'rie g_,lnF de_E_. ~· F.n 
•:.t l y JJ 11 :, s e:-: ¡.H? r i 111 e~ n te ~: p r <= v .i. o':.; , s €:! h 11 n 1 o(] r i:1 ti o d 1'~ +, t::! e t i:1 r d os 
fr.1grr1•.=·;1tos de:1 EL:J¡Rl d2J genc11111 df:' }11 CFN42 c11..:e hibridi::::1111 
con ·1~1 · .:1 el pl6-:;;111:i.do pMM12 i· uno (~e (0 S~~os fri:l '-:J rTli'~nt os '",<"! enc11entro. 
e n e l p 1 í'.l s 11; i d o S i iT1 y e 1 o t r o p o s i b l e me n t e se 1;i. c ro m (l ~>o m 11 1 ; 
e s te ·:.; res 1..1. 1 t tJ. d os ·:; 1.1 y i ::= re~ n q u e en B... p h •"l s •• <J ·1 i p u e d en e >: i s t :i r 
g e n t:' s h o m é 1 o y o s •:i. c¡1_u G y rJ. n i f A , p o T' 1 \' t i:1 n t ,) , s ¿• t. r 1J. t 1J. T' 11 n d e 
1· \~ 1: 1J 11 .e:- r· 11 r t~ "~ t i:1 s ~=-(~c. t.l e n e :i. (.L s d e l IJ i:i n e o d 1"~ <J ~·-~ i"l e~ ~~ (? n )., 1 O ;-;i 9 1:i Q T' 11 

ni :J t 1..1. y en i z o. T' 1 •l s y 1' u if¡ t ·t' o ú 'Je i T' 1 •E; e 1·1 1 •.l e e p ü s i 1 ve '.:d~ re e o r' E.' ] 

o b .j et u Ll ~:· 11 ! 1 11 l :L :::. 11 r s i <'! 3 to s íJ e 11 e~~ p c. r t i ;: :i. p 11 n en l 11 r <:> 9 1..1. l o e :i ci n 
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de la as i mila c i6n y de la fiJQci6n 
phüseo li. 

d e n:i. trSgenn c·n H . 
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F. c. <t<i S lo>. Role of t h e f1if A 9 P n i:-? p ro d 1.J (" t in ti·, e 
N.:iture reguli:1tion of rúi f:'>~pressicn 

<Lond u n) 291: 776-778. 
i.n l\leb ·::; ielli:1 pn; .. ?u.nionio~. 

Buchonan-W b llaston, v., Cannon~ M. c., Beyon, J. L.y Cannon, 
F. C. <1981~). Use of clon ed nif (nitrugen fixation> DNA to 
i n •.1 es t i g o. t t:·' t r .:1 n ~ e r i p t i o n a. 1 1 • e q u 1 a t i o n o f n :i. f e:< p res s i o n i n 
t< 1 e:~ b 'á :i i-? 1 J. o. p 11 P 1.1 m o n ·¡ n r-~ • M o 1 • Ge:; n • Gen et • 1 8 4 ! 1O2 - l O A • 

Bu ctH1 n o. n - ~J o 1 l •1 ~; t o n , V • , C o n n o n , F • < 1 9 8 ll ) • Re g 11 l i:1 t i o n o f' n i f 
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