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INTRDDUCCIDN 

La conversión del nitrógeno molecular a amonio está catalizada 

por un complejo enzimático llamado nitrogenasa; este complejo 

enzimático solo está p~esente en algúnos organismos procariotes 

denominados diazótrofos. La nitrogenasa está constituida por 

dos componentes protéicos: el componente I, denominado 

nitrogenasa, está comformado por dos subunidades "alfa" y dos 

subunidades "bet~" co~ificadas por los genes nifD y nifK 

respectivamente, y requiere hierro y molibdeno como cofactores; 

mientras que el componente II, llamado nitrogenasa reductasa, 

es el producto del gene nifH y se encuentra como un dímero de 

subunidades idénticas, que requiere hierro para su actividad. 

Las bacterias del género Rhizobium reducen el nitrógeno 

atmosférico al asociarce simbioticamente con las raices de 

varias plantas legumi~osas. Para establecer la asociación 

simbiótica se requiere de un reconocimiento muy específico 

entre la planta y la .,bacteria; las bacterias penetran po:r los 

pelos radiculares hastd la corteza de la raíz, en este sit~o se 

introducen a las células de la planta y comienzan a dividirse 

hasta 

nódulo 

desarrollar 

(Beringer 

una estructura característica conocida .como 

et al 1979). Dentro del nódulo las bacterias -- . 

sufren un marcado cambio, tanto morfológico como fisiológico, 

que les permite esta~ en condiciones adecuadas para llevar a 

cabo la fijación de nitrógeno; las bacterias en este e~tado 
t 

diferenciado se denominan baciteroides. El nitrógeno redJcido 

en el nódulo es asimilado por las células vegetales ya que las 

enzimas necesarias para la asimilación de amonio se encuentran 

reprimidas en los bacteroides (Robertson ..§_t -ª1 1975). Por otra 

parte, los bacteroides 

fijacion del nitrógeno 

obtienen la energía necesaria para la 

de la oxidación de los compuestos \f' 



tomados de las células de la planta. 

DRGANIZACIDN ESTRUCTURAL DE LOS GENES DE LA NITRDGENASA. 

Los genes estructurales de la nitrogenasa fueron caracterizados 

inicialmente en la enterobacteria Klebsiella pneumoniae; en 

este organismo el gene que codifica para la nitrogenasa 

reductasa, nifH, y los genes que codifican para la nitrogenasa, 

nifD y nifK, están organizados en un solo operán que se 

transcribe a partir del gene nifH hasta nifK (Mac Neil et al 

1978; Merrick et al · 1978; Elmerich et al 1978). Esta misma 

organización de los genes estructurales de la nitrogenasa se ha 

encontrado en varias especies de Rhizobium de crecimiento 

rápido, como lo es e~ caso de R. meliloti, ~· leguminosarum y 

R. trifoli (Ruvkun et al 1982; Corbin et ~ . 1982; Ma ~al 

1982; Scott et al 1982). El estudio de los genes de la 

nitrogenasa en estos nrganismos ha rsvelado que se encusntran 

cont~nidos en plásmidos de alto pe~o molecular que también 

contienen los genes necesarios para el establecimiento de la 

simbiosis (Nuti et al 1979). Estos genes fueron localizados 

utilizando a los genes análogos de K. pneumoniae como 

detectores de · hibridizacián, pues~o que las secuenci~s que 

codifican para los tres polipéptidos de la nitrogen~sa se 

encuentran altamente conservadas en todos los orga~ismos 

fijadores de nitrógenp que se han estudiado hasta el momento 

(Ruvkun y Ausubel 1980). 

· La organización de los genes estructurales de la nitrogenasa en 

los Rhizobium de crecimiento lento, Bradirhizobium japonicum y 

Parasponia rhizobium es diferente - a la encontrada en los otros 

organismos fijadores da nitrógeno. En estos casos el gene nifH 

y los genes nifD y nifK se encuentran. en dos unidades distintas 

de transcripción, sep~radas entre sí 20 Kb en el cromosoma de 

estos organismos (Scott et al 1983). 
14· 



REGULACIDN DE LA FIJACIDN DE NITRDGEND. 

Para la formación de la simbiosis entre las bacterias del 

g6nero Rhizobium y las leguminosas, se requiere de una serie de 

pasos de activación g6nica, tanto de la planta como de la 

bacteria, sujetos a un complejo control genético. En varias 

especies de Rhizobium han · sido identificados recientemente dos 

genes regulatorios involucrados con el desarrollo del nódulo y 

para la fijación de .. nitrógeno. El producto del gene nodD, 

mediante cierto compuesto excretado por la alanta, acttva la 

expresión de los genes nodA, nodB y nodC. Los productos de 

estos genes ind~cen las primeros cambios morfológicos en· la 

planta que conducen a la formación del enrrollamiento de los 

pelos radicul~res (Mulligan y Long 1985). El seg~ndo gene 
' 

regUlador, denominado nifA, se requiere para la transcripción 

de las genes estructurales de la nitrogenasa; este gene ha sido 

descrito en ~· meliloti, ~ leguminosarum y~· japonicum (Szeto 

et al 1984; Downie ~ !.!_ 1983; Fisher ~ ~ 1986). 

El producto de nifA fue descrito· inicialmente en K. pneumoniae. 

En ·este organismo el producto de ni fA, junto con la subunidad 

sigma· de la RNA palimerasa cadi ficada ,por glnF, funciona como 

un activador específ\co de la transcripción de los 8 op~rones 

riif presentes en este organismo. La activación de nifA a su 

vez está controlada por el sistema regulador general del 

metabolismo nitrogenado, es decir, para su expresión se 

necesitan los productos de ~lnG y nuevamente de glnF (Dixon 

1984). 

subunidad 

Los promotores controlados por glnG, junto can la 

sigma 

característica y 

estructuralmente 

glnF, tienen una secuencia co~senso 

los genes nifA y glnG san funcional y 

similares (Ow y Ausubel 1983; Merrick 1983). 

Las secuencias nucleotídicas en las regiones 5' de las genes de 



la nitrogenasa . de varios organismos, tienen una secuencia 

consenso que se requiere para la activaci6n de la transcripci6n 

por el producto de nifA, esta secuencia se encuentra 

normalmente alrededor de 200 pb del sitio de iniciaci6n de la 

traducci6n, aunque sigue funcionando si se desplaza hasta 2Kb e 

independientemente de la orientaci6n (Buck et al 1986). 

En R. meliloti se ·ha . descrito que el gene regulatorio 

denominado nifA tiene h·amología con los genes nifA y glnG de~

pneurnoniae (Buikema ~ · ~ 1985; Weber~~ 1985). Asimismo, . 
en R. meliloti ha sido descrito un gene regulador similar a 

~. que al ser mutado induce el mismo fenotipo que en ~· 

pneumoniae en cuanto ~ la incapacidad de crecer utilizando a 

ciertos aminoácidos como fuente única de nitr6geno, sin 

embargo, la 

nitrogenasa 

este gene. 

producto de 

regulaci6ri de la transcripci6n de los genes de la 

en n6dulo no se ven afectados por las mutaciones en 

Estos resultados sugieren que en ~- melilotJ el 

glnG no es indispensable para la expresi6n de nifA 

en la simbiosis (Ausubel et al 1985). 

ORGANIZACIDN Y REGULACION DE LOS GENES DE LA NITRDGENASA EN R. 

phaseoli. 

En Rhizobium phaseoli se ha encontrado que los genes df;? la 

nitrogenasa están reiterados en un plásmido de alto peso 

molecular (Quinto et al 1982) • En un banco de genes de la cepa --
silvestre CFN42 se en c o,, t raro n tres plásmidos que llevan clonas 

distintas que presenta ;: hibridiza~i6ri positiva usando como 

detector a los genes de la nitrogenasa de ~- pneumoniae. El 

análisi~ por microscopia electr6nica de heteroduplex de fagos 

r~combinantes que llevan cada una de las tres regiones 

reiteradas, denominadas nif a, nif b y nif c, mostr6 que existe 

homolo~ía a lo largo de 5 Kb entre las regiones nif a y nif b y 

a su vez estas tienen 1.3 Kb de ho~ología con la tercera regi6n 

nif (Quinto et al 1985) (Fig. 1). El análisis de restricci6n 
¡o· 



llevado a 

homología 

cabo en los fagos recombinantes 

encontrada por heteroduplex se 

demostró que la 

refleja en la 

conservación de los sitios de restricción, y que estos empiezan 

a divergir en el sitio que se pierde la homología de los fagos 

recombinantes. Los experimentos de hibridización llevados a 

cabo con fragmentos internos de cada uno de los genes de la 

ni trogenasa, reveló que el gene ni fH esta presente en las ,tres 

reiteraciones, mientras que los genes nifD y nifK solo se 

encontraron en las regiones nif a y nif b (Quinto, no 

publicado). 

La secuencia nucleotídica de las tres copias del gene nifH 

presentes en el pl6smido simbióticci de la cepa CFN42, ~eveló 

una homología del 100% entre estos genes, que se inicia 

aproximadamente a 100pb del sitio de inicio de la traducción de 

la región nif c, y de 200pb entre las regiones nif a y nif b, y 

por el extremo 3' abarca al gene completo (Fig. 1) (Quinto et 

al 1985). 

La reiteración de secuencias genómicas en Rhizobium phaseoli no 

est6 restringida a los genes de la nitrogenasa. Recientemente 

se ha encontrado una gran variedad de secuencias reiteradas en 

el genoma de estos organismos, estas secuencias han sido 

localizadas tanto el crpmosoma com~ en varios megapl~smidos, lo 

que ha puesto de manifiesto que la reiteración de secuencias de 

DNA es una característica general de estos organismos (Flores 

et al 1987 en prensa). 

El altu grado de homblogía entre las tres regiones nif puede 

ser el resultado de una reiteración muy reciente de estas 

se cu en c i as y p o r l o t a n to aún n o· se o b se r va d i ve r gen c i a ; .º t r a 

explicación es que exista una presión de selección muy fuerte 

para mantener las tres reiteraciones, y que estas permanecen 

sin divergir mediante algún mecanismo qüe conserva la homología 

completa, de tal manera 1~ que si ocurriera alguna madi ficación en 



la secuencia de alguna región, ésta sería corregida, o las 

restantes cambiarían de la misma manera. Con el fin de 

estudiar esa posibili~ad, 

de la reiteración de 

asi como para determinar la función 

lbs genes de la nitrogenasa, se 

cada uno de los tres genes nifH por construyeron mutantes en 

inserción in vitre del gene que confiere resistencia a 

kanamicina dentro de la región codificadora de nifH. Ni~guna 

de las mutantes tiene alterado el fenotipo simbiótico, es 

decir, todas · ellas nodulan plantas de frijol y fijan nitrógeno 

en s~s raices de la misma manera que la cepa silvestre; de lo 

anterior se deduce que en esta cepa ninguno de los genes de la 

nitrogenasa reductasa es indispensable para poder establecer 

una simbiosis efectiva (Quinto et al 1985). Asimismo, 

utilizando las cepas anteriores se construyeron dobles mutantes 

que además de las inserciones en los genes nifH, tienen 

interrumpido al gene 1 ni fD por un segmento de DNA que codifica 

para la resistencia a espectinomicina. El an§lisis df las 

mutantes simultáneas en dos de las tres regiones nif, de~pstrá 

que los genes nifH y nifD se encuentran formando parte de Lln 

tanto en la región nif a como en la nif b, y que 
! 

mismo operón, 

la fijación de nitrógeno se mantiene con solo una de esta r dos 

regiones intacta (Segovia 1985). 

La regulación de la transcripción de los genes d
1
e la 

nitrogenasa en este organismo t:ia sido poco e s tu d i ad ~1 • El 

análisis. de la secuencia nucleotídica de los extremos 5' de 
1 

los 

genes nifH demostró que los tres tienenes la secuencia consenso 

caracteristíca de los promotores de los genes nif de K. 

pneumoniae (Beynon et~ 1982; Dw ~ ~ 1983), mientras que la 
t 

secuencia requerida para la activación por el producto de nifA, 

solo se encontró en las regiones nif a y nif b, y ésta se 

localiza 

regiones 

en la parte_ en 

divergen de la 

la que las secuencias de estas dos 
1 

tercera (Buck ~ ~ 1986). Por¡ otra 

parte, en este laboratorio se aislaron mutantes por inse~ción 

de Tn5 que alteran simultáneamente la asimilación de amonio y 



la fijación de nitr6geno, por lo que no se descarta que pueda 

existir un mecanismo de control genético que involucre a ambas 

tunciones (Morett et al 1985). 

La reiteración de los genes de la nitrogenasa no es exclusiva 

de R. phaseoli; recientemente se han encontrado secuencias 

reiteradas que contienen genes nif en varios organismos, por 

ejemplo Rhodopseudomonas, Anabaena, Calothrix, Clostridium y 

también en algunas cepas de Rhizobium (Scolnick y Haselkorn 

1984, Rice et al 1982, Kallas ~ ~ 1983, Che 'n et ~ 1985; 

Morrison et al 1983; Prakash y Atherly 1984; Martínez ~ ~ 

1985). El análisis de mutantes de Rhodopseudomonas capsulata 

en las reiteraciones de los genes de la nitrogenasa demostró 

que so 1 o un a de 1 as i:.: o pi as se e x p r· es a , puesto que con un a so 1 a 

mutación se obtienen cepas incapaces de fijar nit~ógeno. De 

las mutantes anteriores se obtuvieron . revertantes fix+ , lo que 

viene a demostrar que en condiciones normales solo una de las 

copias de las reite~aciones es funcional (Scolnick y Ha s elkorn 

1984). 

La presencia de secuencias reiteradas de DNA es una 

característica general de los genomas de los organismos 

eucariotes, en contraste, los · genomas de las cé.lulas 

procariotes contienen secuencias únicas de DNA y solo han sido 

reportados algunos casos de genes presentes en más de una 

copia. Los genes reiterados de la nitrogenasa de R. phaseoli 

constituyen uno de los pocos casos de reiteración génica en 

procariotes y son un buen ejemplo para estudiar la expresión de 

familias g~nicas en pr ncariotes. 

En el presente trabajo se estudia la expresión indivi ~ual de 

cada una de las tres copias del gene nifH de la cepa CE3 de R. 

phaseoli, mediante la construcción in vitro de fusi ünes de 

estos al gene lacZ de E. coli. El ~studio de la exptesión de 

varios genes de los que se desconoce la función del producto 
... 



para el cual codifican, o ~uva detección es difícil de 

realizar, ha sido llevada a cabo mediante la consirucción de 

fusiones génicas en las que un gene cuyo producto sea de fácil 

determinación, se integra de tal manera que su expresi6ri queda 

béjo el control . de las senales de transcripción del gene en 

estudio. El gene lacZ de E. coli ha sido ampliamente utilizado 

para la construcción de fusiones génicas, puesto que el ensayo 

para la determinación de su producto, la 8-galactosidasa, es 

muy sensible y rápida (Casadaban y Cohen 1979). 

Los experimentos llevados a cabo en R. phaseoli citados 

anteriormente, demuestran que por lo menos las copias de nifH 

presentes en las regiones nif a y nif b son funcionales, pero 

se desconoce si la tercera reiteración se transcribe. Por otra 

parte el grado de expresión de cada una de ellas no ha sido 

determinado y no se sabe si esta puede ocurrir simultáneamente. 

Por medio de la construcción de fusiones nifH: :lacZ en las tres 

reiteraciones se puede determinar la funcionalidad ~e estos 

genes y también es posible determinar si existe e~presión 

simultánea, 

reiteraciones 

puestq 

se 

que la transcripción de una de las 

puede determinar por actividad de 

8-galactosidasa y la otra o las otras midiendo la fij~ción de 

nitrógeno. 



MATERIAL V METODOS. 

CEPAS BACTERIANAS V PLASMIDOS: Las cepas bacterianas y los 
plásmidos construidos y utilizados en este trabajo están 
descritos en la Tabla · 1. y la 2. 

CONDICIONES DE CULTIVO: Para el crecimiento de todas las cepas 
de Rhizobium phaseoli se utilizó medio rico PY (Peptona de 
Caseína al D.5%, Extracto de Levadura al 0.3% y CaC12 7mM) 
(Noel et al 1984.). Para el crecimiento de Escherichia coli se 
usó meOío---i...B (Peptona de Caseína al 1.0%, Extracto de Levadura 
al 0.5% y NaCl al 1.0%). Para los medios sólidos se empleó 
además agar al 1.5%. La concentración de antibióticos en PY 
fue la siguiente: Estreptomicina, Sm 200ug/ml, Espectinomicina 
Sp 100 ug/ml, Acido Nalidíxico, Nal 20 ug/ml, Kanamicina, Kan 
30 ug/ml, Gentamicina, Gm 10ug/ml, Neomicina, Neo 60 ug/ml, 
Cloramfenicol, Cm 10-50 ug/ml y Tetraciclina, Te 0.75-3.0 
ug/ml. La concentración de antibióticos en LB fue de: Te 
1 O u g / m 1 , Cm 5 O u g / m 1 , S p 1 O O u g / m 1 , Na 1 2 O u g / m 1 , Kan 3 O u g / m 1 , 
Ampicilina, Amp 50ug/ml. La temperatura de crecimiento para R. 
phaseoli fue de 30 11 C y de 37 11 C para E. coli. Los cultivos en 
medio líquido fueron agitados a 250rpm-durante 16 a 24hrs y los 
cultivos en medio sólido fueron incubados hasta observar 
coloni.as aisladas (aproximadamerite 3 dias para R. ~haseoli y de 
1 8 a 2 4 h r s par a ~· e o-J:.l..) . 

Las conjugaciones se hicieron sobre PY sólido mezclando en una 
relación de ~eceptoras/donadoras de 5-10/1. La mezcla se 
recuperó en Mg504 10mM después de un mínimo de 16hrs de 
incubación para posteriormente platear las diluciones adecuadas 
en los medios selectivos. 

PURIFICACION V ANALISIS DE PLASMIDOS RECOMBINANTES: Los 
plásmidos recombinantes fueron purificados por el método de 
"lisis alcalina" (Maniatis et al 1982). Para su análisis 
fueron digeridos con la enz1ma---requerida y los fragmentos de 
restricción fueron separados por electroforesis en gel de 
agarosa al 1.0% en Buffer Tris-Acetatrrs a 75V por cuatro horas. 

TRANSFORMACION 
transformaciones 
las cepas HB101 
crecidas en 50ml 

CON PLASMIDOS RECOMBINANTES: Para las 
con plásmidos recombinantes fueron utilizadas 

y MC1061 como receptoras. Estas cepas •fueron 
de LB hasta alcanzar una densidad óptica de 



o.5DD a 55Dnm. Las células fueron recolectadas por 
centrifugación a 8,000rpm a 4"C, lavadas con NaCl 10mM y 
resuspendidas en 50ml de Buffer de Transformación (75mM CaC12, 
Tris-HCl 5mM, MgC12 5mM pH 7.4), se incubaron por 20min en 
hielo y fueron resuspendidas en 2ml de Buffer de 
Transformación. Las bacterias así tratadas se congelaron a 
-70"C hasta el momento de su utilización. Para la 
transformación .se agregó 0.5ug del DNA en 100ul de Buffer de 
Tr~nsformación a 200ul de células competentes y se dejaron por 
1 hora en hielo. Despu~s de este tiempo, se les diÓ un choque 
de calor a 42"C por 1min, se pasaron a un tubo con 3ml de LB y 
se dejaron e~presando por 3hrs para posteriormente platear 
0.1ml en medio selectivo. 

CDNSTRUCCION DE LAS MUTANTES: Las cepas que llevan fusionados 
los genes nifH con lacZ fueron construidas mediante la 
inserción "inVITro" de un cassette que codifica para la enzima 
B-galactosidasa de E. coli y para la resistencia a los 
antibióticos Kan/Gm y Sp--(°Guido de Boss no publicado). Los 
plásmidos construidos de esta manera fueron introducidos por 
conjugación a R. phaseoli y puesto que su origen de replicación 
proviene del plásmido ColE1, no son estables en este organismo, 
por lo que las transconjugantes que contienen la resistencia al 
marcador del cassette son recombinantes del vector 
intermediario con la región silvestre. Las clonas que llevan 
solo el marcador del cassette y no el del plásmido 
intermediario son dobles recombinantes que intercambiaron la 
región silvestre por la mutada. 

EXTRACCION DE DNA TOTAL Y CONDICIONES DE DIGESTION: Para la 
obtención del DNA total de las cepas de ~· phaseoli, se tomaron 
1.5ml de un cultivo saturado crecido en PY, se colecta~on las 
c é 1 u 1 a s p o r c e n t r i f iJ g a c i ó n , fu e r o n 1 a va d a s c o n 1 m 1 d e TE ( T r i s 
50mM, EDTA 20mM pH B.O) y resuspendidas en D.4ml de TE. Las 
células fueron lisad 3 s al agregar 50ul de SDS al 10% y 100ul de 
Pronasa 5mg .ml, al cabo de 1 hora de incubación a 37 "C, el 
lisado se pasó tres veces por una jeringa para reducir la 
viscosidad y fue ·1extraído 3 veces con Fenal Cloroformo 
Isoamílico (24-24-1 ) equilibrado en TE, 2 veces con Cloroformo 
Isoamílico (24-1) y el DNA se precipito agregando NaCl 5M hasta 
alcanzar una concentración final de D.25M y dos volumenes de 
Etanol absoluto; la mezcla anterior se puso a -20"C y 
posteriormente se centrifugó en microfuga por 5min, la pastilla 
fue lavada 2 veces ' con Etanol al 70%, secada al vacío y se 
resuspendió en agua estéril. Para la digestión del DNA· se usó 
la enzima requerida a una concentración aproximada de 4U/ug de 
DNA y la reacción se dejó toda la noche a 37"C en los Buffers 
estandart para cada enzima (Amersham). 

Para la obtención de DNA de · bacteroides, se homogenizaron 

" 
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suavemente 100mg de nódulos en 1ml de Buffer A (Quinto et al 
1 9 8 5 ) , se 1 a va e 1 tu b o d e 1 h o mo g en i za d o r c o n o t r o s t re s ' m id er 
mismo Buffer y el homogenado se centrifuga 10min a 1,500rpm en 
tubos corex. El sobrenadante con los bacteroides se transfiere 
a otro tubo y se le agrega 1 volumen igual de Polivinil 
Pirrolidona insoluble ~l · 10% en Buffer A, se mezcla 
perfectamente y nuevamente se centrifuga 10min a 1,500rpm. Se 
toma el sobrenadante libre de polifenoles y se centrifuga a 
8,000rpm por 10min para colectar los bacteroides. A partir de 
este punto se procede a la extracción de DNA como en el caso de 
los cultivos en medio lfquido. 

¡ 

HIBRIDIZACION DE SECUENCIAS DE DNA CON DETECTORES ESPEC J FICOS: 
Para llevar a cabo los experimentos de hibridización de ' ácidos 
nucléicos, el DNA digerido fue separado por electroforesis en 
geles de agarosa al 1 1.0% en Buffer Tris Acetatos y transferido 
a membranas de nitrocelulosa de acuerdo a lo reportado por 
Southern (Southern 1975). Los plásmidos utilizados como 
detectores de hib r idización fueron marcados con (32P)CTP 
siguiendo el método de "nick translation" (Rigby et al 1977), 
agregándolos a la mezcla de hibridización de 10 x 10-6 cpm por 
gel. La hibridización se llevó a cabo . de 12 a 24hrs a 65"C y 
los filtros fue~on lavados de acuerdo a lo reportado por l Quinto 
et al (Quinto et al 1982). Las autorradiografías fueron 
expuestas a -7U""C-con placas intensificadoras el 1 tiempo 
necesario para detectar la hibridización (de uno a ocho días). 

DETERMINACION DE LA NDDLJLACION Y DE LA FIJACION DE NITROGEND: 
Para todas las determinaciones de fijación de nitrógepo y de 
actividad en nódulo . de B~galac~osidasa, se inocularon semillas 
germinadas de .frijol cv "Negro Jamapa" con las distintas cepas 
de R. phaseoli. Las semillas se lavaron con agua y se 
esterilizaron superficialmente sumergiéndolas 10min en una 
solución de Hipoclorito de Sodio al 1.0% y lavando varias veces 
con agua estéril. ARtes de ser inoculadas, las semillas fueron 
pregerminadas a 30 "C en la · oscuridad por tres días. Las 
semillas asf germinadas · fueron transferidas a matraces 
Erlenmeyer de 250ml conteniendo 150ml de solución salina sin 
nitrógeno (Wacek 1976) en agar al 0.8% o bien a macetas con 
agrolita h~meda pre11iamente esterilizada e inoculadas con 1ml 
de un cultivo saturado lavado en MgS04 1DmM. Las plantas en 
matraces Erlenmeyer fueron crecidas en una cámara de cultivo 
vegetal a 25"C con una humedad del 50 al 80%, mientras que las 
plantas crecidas en macetas permanecieron en el invern a dero a 
no más de 30"C. · ~as plantas del invernadero se regaron dos 
veces por semana con 10Dml de agua estéril y una vez por semana 
con el mismo v~lumen de solución salina. 

La actividad 
adheridos a 
Las raices 
frascos de 

de la nitrogenasa fue determinada en los nódulos 
las ra~ces de las plantas o separados de ellas. 

o los nódulos se cortaron y fueron introdu¿ i dos en 
15ml con tapón de hule e inmediatamente se les · .. 



invectó 0.5 ml de acetileno v la reacción se dejó correr una 
hora. La producción de etileno se determinó por cromatograf!a 
de gases. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA 8-GALACTDSIDASA: La 
actividad de la 8-Galactosidasa · fue determinada en n6dulos ven 
cultivo líquido de . la siguiente manera: se homogenizaron 
aproximadamente 2Dmg de nódulos en mortero agregandoles 1ml de 
Buffer Z (Na2HP04 60mM, NaH2P04 40 mM, KCl 10mM, MgS04 1mM, 
Mercaptoetanol 50mM pH 7.0), o se colectaron por centrifugaci6n 

• 1ml de culti0o líquido v se iesuspendió en 1ml del mismo 
Buffer; se transfirieron a tubos eppendorf v las bacterias 
fueron lisadas agregando 0.1ml de SDS al 10% v 0.1ml de 
Cloroformo mezclando vigorosamente por 15seg. en vortex. El 
lisado se centrifugó 5min a 4 11 C v el sobrenadante se recolect6 
en otro tubo. La reacción se llevo a cabo tomando 0.2ml del 
extracto anterior, O.Bml de Buffer Z y 0.2ml de ONPG 4mg/ml en 
Buffer fosfatos (mezclar 61 ml de Na2HP04 50mM con 39ml de 
NaH2P04 50mM). El curso de la reacción se registro cada 10seg. 
determinando la D.O. a 420nm. 

DETERMINACION 
específicas 
determinada 
el método de 

DE PROTEINA: Para calcular las actividades 
de B-Gslectosidasa de los ensavos efectuados, fue 
la concentración · de proteína de los extractos por 
Lowrv (Lowrv et al 1951). 

1 ¡ 



RE.SULTADDS 

En R. phaseoli los genes que codifican para la nitrogenasa se 

encuentran reiterados en un megaplásmido de 200 Kb en tres 

regiones distintas denominadas nif a, b y c • Con el fin de 

determinar la expresión individual de los genes reiterados de 

la nitrogenasa se construyeron, por medio de técnicas de 

mutagénesis dirigida, plásmidos con fusiones de los genes nifH 

con el gene lacZ de E. coli. Estas mutaciones fueron 

introducidas a R. phaseoli mediante técnicas de genética 

reversa por movilización de plásmidos suicidas y selección de 

dobles recombinantes. 

SUBCLDNACIDN DE LAS REGIONES nif . a, b Y c EN pSUP205. 

Hasta el momento ·· no ha sido descrito ningón sistema de 

transformación eficiente 

necesario construir 

para 

las 

Rhizobium, 

mutaciones 

por 

que 

tal 

se 

motivo es 

pretendan 

re introducir a R. phaseoli en un vehículo capaz de ser 

conjugado o movilizado pero que no pueda replicarse 

autónomamente en este organismo. Un plásmido que cumple con 

las características requeridas es el pSUP205; este plásmido es 

un derivado del vehículo de clonación pBR325 que contiene 

clonado el sitio Mob del plásmido RP4, lo cual le confiere la 

capacidad de ser mavilizado de una cepa a otra utilizando un 

plásmido ayudador que le complemente las funciones de 

transferencia necesarias para lB conjugación. 

Las tres regiones nir de la cepa CE3 de ~.phaseoli habían sido 
... 



clonadas previamente en el laboratorio (Quinto~~ 1982). 

Los plásmidos pCQ15, pCQ12 y pCQ23 son derivados del p8R329 que 

llevan clonadas en el sitio EcoRI las regiones nif a, b y c de 

4.7, 4.1 y 4.5 Kb respectivamente. Los plásmidos pCQ15 y pCQ23 

fu e ron d i g e r i d o s e o n E e o R I y ,1 i g a d o s a 1 p 1 á s m i d o p S U P 2 O 5 ; 1 a s 
r s , 

transformantes · Te , Cm fueron objeto de un analisis de 

restricción de los :p1ásmidos que contenían y de esta manera se 

obtuvieron los plásmidos pEM15 y pEM23. La orientación de los 

fragmentos clonados es indistinta para los fines requeridos, 

pero era necesario conocerla ya que la clonación futura del 

cassette lacZ si requiere de orientación precisa y solo se 

puede determinar conociendo de antemano la orientación de la 

piimera clonación. Haciendo digestiones de los plásmidos pEM15 

y pEM23 se determinó la orientación que es la que se muestra en 

las figuras 2 y 3. De manera similar, la región nif b, clonada 

en el plásmido pCQ12, fue subclonada en el sitio HindIII del 

plásmido pSUP205 interrumpiendo el gene de resistgncia a 

Tetraciclina; de las transformantes Cmr, Tc 8 se obtuvo ~na cepa 

con un plasmido que al ser digerido con HindIII se generan dos 

bandas que corresponden al vehiculo (7.9 Kb) y al inserto nif b 

(1.7 Kb); 

denominado 

4) • 

la 

pEM12 

orientación del inserto en este plésmido 

fue determinada digiriendolo con BamHI (Fig. 
~ 

CDNSTRUCCIDN DE LAS FUSIONES GENICAS. 

Una vez que se tuvieron las tres regiones nif clonadas en un 

plásmido movilizable, se les introdujo un cassette lacZ en la 

región codificadora de nifH. Para la construcción de las 

fusiones génicas se utilizó un plésmido que lleva clonado al 

gene lacZ de E. coli sin su región promotora pero que conserva 

el sitio de unión a ribosomas, por lo que es posible construir 

fusiones génicas sin que resulten proteinas hibridas. Este 

plásmido, denominado pGS1DD, es · un derivado del plésmido p8R322 

que contiene ademá s los genes dE! resis.tencia a Sp y a .Kan/Gm, 
.. 



flanqueados junto con lacZ por sitios de BamHI, de tal manera 

que puede .ser utilizado como un cassette BamHI para la 

coristrucción de . fusiones génicas puesto que las resistencias a 

antibióticos que posee permiten hacer una fécil selección de 

las clonas que lo contienen integrado (Guido de Boss no 
publicado). 

La secuencia nucleotidica de los tres genes nifH ha sido 

determinada previamente (Quinto et al 1985). En base a los 

datos obtenidos de ella se ha podido determinar que en el codón 

147 de la región codificadora de estos genes existe un sitio de 

restricción para la enzima BglII, el cual es ideal para la 

construcción de las fusiones po r inserción del cassette lacZ, 

puesto que las enzimas BamHI y .§~II dejan extremos cohesivos. 

Por .otra parte, este sitio de restricción es el 6nico sitio de 

reconocimiento para esta enzima un los. plésmidos pEM15 y pEM12 

y en el pH1smido pEM23 solo hay otro sitio para BglII que mapea 

a 0.5 ·Kb aproximadamente . hacia la región 5' del inicio de la 

tr~ducci6n de ~if~~ Los plésmidos pEM15 y pEM12 fueron 

digeridos con BglII totalmente, mientras que el plésmido pEM23 

fue digerido · por un tiempo limitado para obtener un solo corte 

en la molécula. Por otra pa r te, el plésmido pGS100 fue 

digerido completament8 con BamHI y ligado a cada una de las 

digestiones anteriores. Para el caso de los plésmidos pEM15 y 

pEM23, se seleccionaron las transformantes Ter, Spr, Amp~. De 

las transformantes obtenidas de la reacción de ligas~ con el 

plésmido pEM12 se seleccionaron aquellas que tuvieran los 

siguientes marcadores: Cmr, Spr y Amps. 

El análisis de las tranconjugantes anteriores permitió la 

selecci~n de los pl~smidos con las fusiones en las tres 

regiones nif y en ambas orientaciones. Al digerir el plásmido 

con la región nif . a con EcQ_RI, la fusión en la orientación 

adecuada genera cuatro fragmentos de restricción: uno de 1.8 

Kb, interno al cassette 1.§_c~; otro de 7. 9 Kb, que cor r.esponde 

• 1 
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al pSUP205; el tercero · de 5.3 Kb, con lacZ y la región 5, del --
gene nifH; y un cua _rto fragmento de 5.5 Kb con la región 3' del 

mismo gene. Este .. plásmido se denominó pEM151 ( Fi g. 2) • Por 

otra parte, el plásmido pEM115 es el que lleva clonado el 

cassette lacZ en ia orientación inversa, al ser digerido con 

EcoRI resultan cuatro fragmentos de restricción; uno de J.6 Kb, 

con la región 5' de nifH; otro de 7.2 Kb con la región 3' y el 

gene lacZ; 

de 1.8 y 

y los dos comunes a ambas orientaciones que son los 

7 . 9 K b .( F i g . 2 ) . La s c 1 o n a s c o n 1 a fu s i 6 n en 1 a 

región nif c al ser digeridas con EcoRI/BglII dan tres 

fragmentos comunes de 7.9 Kb; 1.8 Kb y 0.9 Kb; la clona en la 

orientación correcta, denominada pEM231, contiene además dos 

f r a g mento s ; un o de 5 • 1 K b con .!.3~~~ y · 1 a región 5 ' de ni f H c , y 

otro de 4.6 Kb con la parte 3' del mismo gene (Fig. 3); 

mientras que en la clona inversa, pEM123, los dos fragmentos 

que varían son de 6.3 Kb, con lacZ en 3' de nifH y de 3.5 Kb 

con la región 5'del mismo gen~ (Fig. 3). Los plásmidos 

construidos al clonar el cassette lacZ en la región nif b 

contienen tres si ti os de restricción de EE: . .O.~_I; el plásmido · 

pEM121 contiene la fusión en la orientación adecuada y los 

patrones de digestión revelan un fragmento de 7.6 Kb con l~~ y 

el extremo 5' de :0_!._ft!_, otro de 8.2 Kb con el extremo 3' ;, y un 

tercero de 1.8 Kb, que es el fragmento interno del cassette 

lacZ (Fig. 4); el plásmido pEM112 tiene además del fragmento de 

1.8 Kb, uno de 9.7 Kb con lacZ en 3' de nifH y otro de 6.1 Kb 

con la región 3' y parte del plásmido intermediario (Fig. 4). 

CONSTRUCCION DE LAS CEPAS nifH: :lacZ 

Las fusiones construídas en loS' genes nifH, fueron introducidas 

a la cepa CE3 por · movilización de los vectores intermediarios 

descritos anteriorm~nte. El plásmido pR 1'12013 se utilizó como 

ayudador para la movilización eje las fusiones a ~hizobiu~. 

Este plásmido es un derivado del plásmido C9._lf1 ql\e lleva 

todas las funciones de transferencia del plásmido RP4, teniendo 

de esa manera la capacidad de mnvilizar a todos los plásmidos 



¡que tengan ese mismo sitio Mob por complementaci6n de las 

funcione~ conjugativas en trans . 

Una vez introduGidos los vectores intermediarios a la cepa CE3, 

fueron seleccionadas las clonas resistentes a Sp (codificada 

por el cassette lacZ) en medio conteniendo ademés écido 

nalidixico para contraseleccionar a las cepas de E. coli. Los 

vehículos intermedi~rios, al tener unicamente el sitio de 

replicación de ColE1, no se pueden mantener estables de manera 

independi~nte, por · lo que las clonas Spr necesa~i~mente 

tuvieron que haber recombinado con las regiones silvestres. A 

las clonas Spr se les determinó la resistencia a Te, o en el 

caso de las inserciones en la región nif b, la resistencia a 

Cm. Las clonas que son dobles recombinantes, es decir, 

~quellas que intercambiaron la región silvestre por la región 

mutad~, no llevan el marcador del pSUP205. La frecuencia de 

aparición de las dobles recombinantes fue de D.1-0.01% en 

relación a las recombinantes sencillas. 

El genotipo de las clonas con los marcadores caracteris~icos de 

las dobles recbmbinantes fue confirmado por medio de 
. I 

experimentos .de hibridización tipo Southern, utilizando como 

detector un fragmento interno del gene nifH de la cepa CE3. 

Cada una de las clonas anteriores fue purificada y crecida en 

medio liquido para obtener el DNA total. El DNA fue purificado 

y digerido con BamHI, y los fragmentos de restricción fueron 

separados por electroforesis en geles de agarosa al 1%. El DNA 

fue transferido a membranas de nitrocelulosa y los filtros 

fueron hibridizados contra un fragmento de 54Dpb que contiene 

el extremo 3' del gene nifH de la CE3. En la parte A de la 

figura 5 se muestra~ los perfiles de hibridización de 19s cepas 

CE3, asi como las clonas recombinantes construidas a partir de 

los plésmidos que llevan la región nif a con la fusión lacZ en 

cada una de las orientaciones. En la cepa CE3 se revelan con 

este detector tres bandas de hibridización de 9.8, 5.6 y 4.0 



Kpb, que representsn a las regiones nif a, nif b v nif e 

respectivamente; en los carriles b y c, que contienen los 

fragmentos de restricción de las cepas EM407 y EM409, se 

observa que la ban~a corresp6ndiente a la región nif a no 

aparece, pero se aprecia una nueva banda de hibridizaci6n de 

17.7 Kpb, que es la suma d~l fragmento de restricción de la 

región nif s y del cassette lacZ (como el cassette BamHI con 

lacZ fue clonado en BglII, se crea un sitio hibrido que no es 

reconocido por ninguna de las dos enzimas). En la parte B de 

la misma figura esta la clona construida por recombinación del 

plásmido pEM121, con la capa CE3 el cual contiene la región nif 

b con el cassette lacZ en la orientación precisa; esta cepa, 

denominada EM410 ' (carril e), muestra las bandas 

correspondientes a 

de 13.5 Kpb, que 

las regiones nif a y c, asi como una banda 

es el hibrido de la región nif b con lacZ. 

Por último, en la µarte C de la misma figura se muestran los 

perfiles de hibridización de las cepas EM403 (carril g) y EM406 

(carril h), construidas por recombinación de los p~ásmidos 

pEM231 V pEM123 con la CE3; en estas cepas se puede apreciar 
\ 

que el cassette lacZ recombinó con la región nif c, dando como 

resultado la desaparición de la banda de 4.0 Kpb v la 

generación de una nueva banda de 11.9 Kpb. 

CONSTRUCCION DE DOBLE~ MUTANTES EN LOS GENES nifH. 

Por otra parte, también fueron construidas cepas con 

inserciones en dos de las tres copias de los genes ~ifH. Estas 

cepas fueron construidas por conjugación del plásmido pJL115 a 

la cepa EM403. Este plásmido tiene clonado el fragmento EcoR1 

de la región nif a con una inserción del cassette Kan/Neo en el 

gene nifH. El an~lisis de las dobles mutantes permitió la 

selección de cepas en las que el plásmido recombinó tanto en su 

región original, cQmo en la región nif b; estas cepas fueron 

denominadas EM411 y EM412 (Fig. 6). 



LOCALIZACIDN FISICA DEL CASSETTE lacZ. 

En la figura 7 se muestra la hibridizaci6n del DNA de las 

dobles recombinantes en las regiones nif a v c contra el 

plásmido pGS1DD. Estas hibridizaciones demuestran que el 

incremento en el tamaño de las bandas de las regiones nif en 

las diferentes mutantes, es el resultado de la integración del 

cassette lacZ, y que éste se encuentra en una copia. 

Las hibridizaciones con el plásmido pGS100 revelan también 

cuatro bandas de aproximadamente 6.5, 5.0, 4.0 y 0.8 Kpb, 

inclusive en la cepa silvestre, indicando que en R. phaseoli 

existen secuencias homólogas a lacZ. 

FENOTIPO SIM8IDTICD OE LAS MUTANTES~ 

Para determina·r el fenotipo simbiótico de las mutantes, se 

inocularon plantas de frijol de la variedad "Negro Ja11apa" de 

tres días de germinadas con cada una de las cepas a probar. En 

la Tabla 4 se obser~an los r~sultados de un experimento llevado 

a cabo con plantas crecidas en c~mara de cultivo. La fijación 

de nitrógeno y la actividad de la 8-galactosidasa de los 

nódulos fue determinada a los 15 días después de la infección. 

El ensayo de reducción de acetileno fue positivo para todas las 

cepas estudiadas. En vida librR, tanto la cepa CE3 como las 

fusiones nifH: :lacZ, independientemente de la orientación, 

tienen una actividad muy baja de 8-galactosidasa (Tabla 3), sin 

embargo, en los n6dulos la actividad da esta enzima en todas 

las mutantes es superior al encontrado para la cepa silvestre, 

independientemente de la orientación en la que se encuentre 

insertado el cassette lacZ. En las cepas EM409, EM413 y EM406, 

en las que el cassette se encuentra en la orientación inversa, 

la actividad de B-galactosid~sa se incrementa aproximadamente 

cinco veces en relación a la CE3, mientras que la actividad de · 



las cepas EM407 y EM403, en las que la transcripci6n de lacZ 

depende de los promotores nifH, aumenta de manera más 

significativa (Tabla 4). 

Las propiedades si~bi6ticas de las mutantes nifH::lacZ tambi~n 

fueron determinadas en plantas crecidas en macetas en el 

Tabla 5 se muestran los resultados de un invernadero. En la 

experimento en el que las plantas fueron cosechadas a los 15, 

18 y 23 días despu~s de la infecci6n. Todas las plantas 

infectadas con cada una de las mutantes analizadas, 

desarrollaron n6dulos que fueron positivos en el ensayo de 

nitrogenasa. 

actividad de 

Al igual que en el experimento de la Tabla 4, la 

8-galactosidasa de las cepas con la inserci6n del 

cassette lacZ en la orientaci6n inversa fue superior que el 

encontrado para la CE3, pero significativamente inferior que en 

los casos de las inserciones en la orientaci6n precisa. En 

estos experimentos se puede observar que la transcripción de 

lacZ .a partir d8 108 promotores nifH, se incrementa al aumentar 

los días de infecci6n de las raices por las bacterias. 

El patr6n de resistencia a antibióticos, asi como el genotipb 

de los bacteroides aislados de los n6dulos obtenido9 en los 

experimentos anteriores fueron determi~ados. Después de 

esterilizar la superficie de los n6dulos, se recuperaron las 

bacterias y éstas fueron crecidas en PY para posteriormente 
1 

checar los patrones de resistencia a antibi6ticos de varias 

colonias aisladas. El 100% de las colonias analizadas 

conservaron 

parte, se 

bacteroides 

se muestran 

generados 

interno de 

su patrón de resistencia característico. Por otra 

purific6 , una fracci6n de nódulo enriquecida para 

v el ~NA fue pu~ificado. En las figuras 8, 9 y 10 

los experimentos donde los fragmentos de digestión 

con BamHI fueron hibridizados con el fragmento 

nifH. El patrón de bandas de hibridización ,del DNA 

de los bacteroides extraídos de ltJs nódulos de los experimentos 

anteriores, no mastró ninguna diferencia al genotipo ,. 



determinado para las cepas en vida libre, excepto en la 

recombinantes de la región nif c (ver discusión). 

\ • 



DISCUSIDN 

La reiteración de secuencias genómicas ha sido considerada como 
't 

una generalidad en las c~lulas eucarioticas, estas secuencias 

comprenden tanto a regiones transcripcionalmente activas, como 

a familias repetidas carentes de genes funcionales. Por otra 

parte, el genoma de los organismos procariotes est~ costituido 

exclusivamente por secuencias únicas y la reiteración de zonas 

del genoma ha sido reportada en muy pocos organismos (ver 

introducción). 

La reiteración de los genes nif de R. phaseoli es uno de los -- -
pocos ejemplos bien documentados de genes repetidos en 

procariotes (Quinto et al 1982, 1985, Martínez et al 1986) y -
constituyen un buen ejemplo para estudiar la regulaci6n 

transcripcional de familias genómicas en procariotes. 

En este trabajo se estudia la expresi6n independiente de cada 

uno de los tres gengs nifH de la cepa CE3 de ~· phaseoli. La 

homología de estos genes es completa y abarca más de 1DDpb de 

la región promotora, estando presentes en las tres copias la 

secuencia consenso reportada para los genes nif de varios 

organismos, 
, , 

la secuencia recientemente reportada mas no asi 
1 

necesaria para la activación por el producto de nifA; esta 

secuencia solo se encuentra en las regiones ni f a y nif b (ver 

introducción). Estos resultados sugieren que probablemente la 

e~presibn de las tres reiteraciones no sea idéntica, puesto que 

no comparten todas .. las seAales de activación. El análisis de 

las mutantes construidas previamente en los genes nif de la 

cepa CE3, demostraron la funcionalidad de los genes nifM de las 

regiones a y b, sin embargo la funcionalidad de la tercera 

reiteración no fue demostrada, puesto que en esta región solo 



está presente el gene nifH y la expresión de ésta no puede ser 

monitoreada por actividad de nitrogenasa. 

La estrategia seguida 

expresión individual de 

en este trabajo para analizar la 

las regiones nif, fue la construcción 

in vitro de fusione s. génicas en 1 as que e 1 gen e 1 a c Z de E . 

coli qu~da bajo el control de las seAales de transcripción de 

cada uno de los gene s nifH. En las figuras 5 y 6 se muestra la 

construcción de las fusiones lacZ en cada una de las tres 

regiones nif, y en la figura 7 se demuestra que el cambio en el 

tamaAo de los fragmentos de restricción es el resultado de la 

integración del cassette lacZ en la región correspondiente. El 

análisis 

demostró 

del 

que 

fenotipo simbiótico de las dobles recombinantes 

al igual que lo reportado por Quinto et al 1985 y 

las cepas con mutaciones en una o en dos de las 

siem ~ re y cuando se respete la total integridad 

de las regiones nif a o nif b, retienen la capacidad de fijar 

nitrógeno. 

Segovia 1985, 

regiones nif, 

En todas las mutantes, la actividad de 8-galactosidasa en vida 

libre es muy similar a la que presenta la cepa silvestre 

(Tabla 3); sin embargo, cuando el ensayo se lleva a cabo con 

extractos de nódulo, las cepas que llevan el cassette lacZ en 

la orientación precisa llegan a tener hasta 300 veces mayor 

actividad que los nódulos de la cepa silvestre (Tablas 4 y 5). 

La actividad en los nódulos de las cepas con la inserción 

inversa también es superior al valor de la CE3, aunque 

significativamente más bajo que en la orientación adecuada; 

esta actividad paruce ser el resultado de una pequeAa síntesis 

de escape carente de regulación. 

Los resultados ant~riores indican que en las cepas con el 

cassette lacZ en la orientación correcta, la actividad de 

8-galactosidasa depende de las seAales de transcripción propias 

de los genes nifH y que las tres copias de este gene se 

expresan en nódulo. 



La diferencia en la actividad de 8-galactosidasa encontrada en 

las distintas cepas puede estar ocasionada por un desfasamiento 

en el crecimiento, y no en una real diferencia en la expresión 

de las tres regiones, va que los valores escontrados para una 

misma fusión, como el caso de las cepas EM411 y EM412 tienen un 

amplio rango de variación. Para poder determinar si 

efectivamente existe una difernte expresión de cada una de las 

tres regiones nif, es necesario construir nuevamente cada una 

de las fusiones, de tal manera que el fenotipo pueda ser 

atribuido a la inserción y no como una característica de la 

clonación particular, puesto que se ha observado repetidamente 

que al clonar ciertas cepas de R. phaseoli, entre ellas la CE3, 

la organización de algunas secuencias genómicas aparecen 

alteradas (Flores et al sometido a publicación). 

Por otra parte, el r.echo de que en ninguna de las tres fusiones 

se pierda la capacidad de fijar nitrógeno indica que la 

expresión de los genes nif es simultánea, puesto que la 

t~anscripción de uno• se observa por actividad de nitrogenasa, y 

el otro por 8-galactosidasa. Asimismo, estos resultados 

comprueban lo reportado previamente en el sentido de , que con 

una sola de las regiones ni~ a o nif b intacta es suficiente 

para mantener la fijación de nitrógeno. 

A pesar de . la gran diferencia en los ensayos de reducción de 

acetileno para plantas infectas con una misma cepa, la 
1 

tendencia más significativa es que al mutar las regiones nif a 

o nif b, se ve disminuida la fijación de nitrógeno (Tablas 4 y 

5). Esta disminución en la actividad de la nitrogenasa se 

refleja en la marcada diferencia en el desarrollo de las 

plantas. A los ?.5 días después de la infección, las plantas 

inoculadas con cualquiera de las cepas que tienen interrumpida 

las regiones nif a e nif b, se muestran etioladas y desarrollan 

mucho menor follaje que las . plantas infectadas con la CE3; 

mientras que las plantas inoculadas con las cepas EM403 o 



EM406, no presentan diferencia con la cepa silvestre (Fig. 11). 

Los resultados anteriores sugieren que si existe un efecto de 

dosis génica que podría ser la causa de la conservación de la 

reiteración de los genes de la nitrogenasa. 

La carencia de alt e ración del · fenotipo simbiótico de las cepas 

con mutaciones en la regi6n nif c, podría ser el resultado de 

la creación de una nueva reiteración de nifH, puesto que en 

ellas invariablemen t e aparece una nueva banda que hibridiza 

contra el detecto~ . especifico para este gene. En la figura 12 

están las cepas derivadas de las fusiones con el cassette lacZ 

en la región nif b; en la parte A de la figura está el DNA de 

las cepas EM403 v EM406 que, a diferencia de la hibridización 

de la figura 5, muestran una nueva banda de S.2 Kpb. Esta 

nueva banda se observó después de haber purificado las cepas, 

por lo que debe de ser el resultado de algún tipo de rearreglo 

muy especifico que además sucede a una muy alta frecuencia, ya 

que ocurre en ambas cepas. Después de haber observado lo 

anterior, se construyó nuevamente la cepa con la inserción lacZ 

en nif c, v el DNA se analizó inmediatamente después de 

obtenerla, asi como después de crecerla e.n medio liquido. Como 

se puede observar e l la parte C de la misma figura, en la nueva 

construcción la banda de 5.2 Kpb aparece después de un ciclo de 

crecimiento. Asim5. smo, la cepa EM412 presenta también después 

de ser purificada una nueva banda de 6.9 Kpb(Fig. 12 8). La 

diferencia en el tamaño de las bandas generadas tanto en la 

EM403 como en la doble mutante EM412, es de aproximadamente 1.7 

Kpb, lo cual coincide con el tamaño del cassette Kan presente 

en la última cepa. Si recombinaran las regiones nif a
1 
v nif b 

v se generara una región híbrida con el extremo 5' de nif b v 
el 3' de nif a, los fragmentos de restricción generados serían 

de 5.2 v de 6.9 Kpb en las cepas EM403 v EM412 respectivamente, 

lo cual coincide con lo encontrado. Por otra parte, la 

intensidad relativa de las bandas de hibridización apoyan esta 

hipótesis puesto qu~ genealmente las bandas de menor intensidad 

en un mismo carril s on la correspondientes a las regiones nif a 



y nif b, que en caso de llevarse a cabo una recombinación como 

la arriba mencionada, estasdos bandas tenderían a desaparecer. 

Si esta recombinación sucede realmente, probablemente ocurra 

algún cambio en el tamaño del plásmido simbiótico. 

Las fusiones construidas en este trabajo pueden servir como una 

h.erramienta para el estudio de la regulación de los genes ni f, 

tanto en vida libre como en simbiosis, ya que la expresión de 

los genes nifH puede ser monitoreada fácilmente por la 

actividad de 8-galactosidasa, asi como por la modificación del 

análogo de lactosa x-gal, que se metaboliza a un compu e sto azul . 

de fácil identificación en placas. 

En la figura 13 se muestran esquemáticamente los resultados del 

presente trabajo. 

,. 



TABLA I. 

CEPAS BACTERIANAS. 

C E P A CARA~TERlSTICAS PRINCIPALES 
Rhizobium phaseoli. 

CE3 Derivada . Strr de la cepa CFN42. 
EM403 

EM406 

EM407 

EM409 

EM410 

EM413 

EM411 

EM412 

Derivada de la CE3 con el casse 
tte lacZ, Sp, Kan/Gm en el geni 
nifHcen il a orientacion correcta 
Derivada de la CE3 con el casse 
tte lacz, Sp, Kan/Gm en el geni 
nifHc en la orientacion incorrecta 
Derivada de la CE3 con el casse 
tte lacZ, Sp, Kan/Gm en el geni 
nifHa--in la orientacion correcta 
Derivada de la CE3 con el casse 
tte lacz, Sp, Kan/Gm en el geni 
nifHa enla orientacion incorrecta 
Derivada de la CE3 con el casse 
t te 1 a c Z , s p , Kan / Gm en e 1 gen i 
nifH~n la orientacion correcta 
Derivada de la CE3 con el casse 
t te 1 a c Z , S p , Kan / Gm en e 1 gen i 
nifHDeñ l a: orientacion incorrecta 
Derivada de la CE3 con el casse 
tte lacz, Sp, Kan/Gm en el geni 
nifH'Ce"n la orientacion correcta 
V-Con el cassette Kan/Neo en el 
gene nifHa 
Derivada de la CE3 con el casse 
tte lacZ, Sp, Kan/Gm en el gene 
nifHcen la orientacion correcta 
V-Con el cassette Kan/Neo en el 
gene nifHa 

Escherichia coli. 
HB101 recA, hsdR, hsdM, pro, leu, StrA 

TiiT, lac'r, Eñ001 
MC1061 g a 1 U , g a l'K , h s d R , S t r A , .l ( a r a , 

TeU), .1(1acI"P1YZYA)xTiL 

REFERENCIA 

Noel et al (1983) 
Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trábajo 

Este trabajo 

Boyer et al (1969) 

Casadaban (1980) 



T A B L A II. 

PLASMIDOS UTILIZADOS Y CONSTRUIDOE PARA ESTE TRABAJO. 

PLASMIDO 
pRK2013 

pSUP205 

pGS100 

pCQ15 

pCQ12 

pCQ23 

pEM15 

pEM12 

pEM23 

pEM151 

p EM 11 5 

pEM121 

pEM112 

pEM231 

pEM123 

CARACTERISTICAS PRINCIPALES 
Derivado de ColE1 con la Región 
tra del plásmido RK2 
Derivado del plásmido pBR325 con 
el sitio Mob del plásmido RP4 y 
elrsitio

5
cos del fago A· Cmr, 

Te , J.\ r:,p • 

DerivaC.:o del plásmido pBR322 con 
e 1 cassette 1 a e Z , s p , Kan / Gm en 
BamHI. -

Derivado del tylásmido pBR328 con 
la región nif a de~- phaseoli. 
Derivado del plásmido pBR328 con 
la región nif b de~- phaseoli. 
Derivado del plásmido pBR328 con 
la región nif c de~- phaseoli. 
Derivado del plásmido pSUP205 con 
la región nif a de . ~- phaseol i. 
Derivado del plásmido pSUP205 con 
la región nif b de~- phaseoli. 
DerivaüO del' plásmi.do pSUP205 con 
la reg!ón nif c de~- phaseoli. 
Derivada del plásmido pEM15 con 
el cassette lacZ, Sp, Kan/Gm en 
la oriehtacioncorre •:ta en el 
gene !:!~!Ha 

Derivado del plásmido pEM15 con 
e 1 c a s s et te 1 a e Z , s p , Ka n / Gm e n 
la orientaci'Oflincorrecta en el 
gene nifHa 
Derivado del plásmido pEM12 con 
e 1 ca s set te 1 a e Z , S p , Kan / Gm en 
la orientaci'Oflcorrecta en el 
gene nif _~b 

Derivado del plásmido pEM12 con 
el cassette lacz, Sp, Kan/Gm en 
la orientaci'O'flincorrecta en el 
gene nifHb 
Derivado del plásmido pEM23 con 
e 1 c a s s et te 1 a c Z , S p , Ka n / Gm e n 
la orientaci'Oflcorrecta en el 
gene ni _f_Hc 
Deriva ~o del plásmido pEM23 con 
e 1 ca s set te 1 a c Z , S p , Kan / Gm en 
la orientacionincorrecta en el 
gene nifHc 

REFERENCIA 
Guiney et al (1979) 

Simon et al (1983) 

Gu id o d 1: Vos . no 
publicado. 

Quinto et al (1982) 

Quinto et al (1982) 

Quinto et al (1982) 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 



TABLA 3 

EXPRESION DE B-galactosidasa EN VIDA LIBRE 

C E P A ACTIVIDAD ESPECIFICA 

CE3 2.3 

EM407 3. 5 

EM409 1 . 5 

EM410 2 . 7 
EM413 o. 7 

EM403 2. 5 

EM406 1 . 6 
EM411 1 . 9 

EM412 3.6 

Las actividades de B-galactosidasa estan expresadas en riM/min/mg prot. 

T A B L A 4 

EXPRESION DE s-galactosidasa EN NODULO 

CEPA EXPERIMENTO DIA ENSAYOS PROMEDIO e!> v. RELATIVO F de N§ 

CE3 1 18 1 18.73 1 -ti !_ 

EM407 1 18 1 313.70 16.75 + 

EM409 1 18 1 94.99 5.07 +·· 

EM403 1 18 1 1120.52 59.80 + 

EM406 1 18 2 94.81 5.06 + 

EM411 1 18 1 361.67 19. 32 + 

EM412 1 13 1 1177.69 62.89 + 

ct> Las a·cti vi dades de s-galactosidasa estan expesadas en nM/min/mg prot. 
§ Las actividades de nitrogenasa fueron determinadas por reducción de 

acetileno. 



T A B L A s 
EXPRESION DE e-galactosidasa EN NODULO 

CEPA EXP No . . DIA ENSAYOS PROMEDI04> § 
D. E. V. RELATIVO F de N

00 

CE3 3 15 4 13.63 5.45 l. 00 1OO.0% 
EM407 3 15 4 64.63 22.79 4.74 183.2% 
EM409 3 15 4 22.00 7. 3 7 l. 61 131.5% 
EM410 3 15 4 244.04 52.65 17.90 29.0% 
EM413 3 15 4 43.42 (9.90 3.18 33.9% 
EM403 3 15 4 ' 338.04 157.40 24.80 216.8% 
EM406 3 15 4 56.37 18.02 4.14 215.8% 

EM4 l l 3 15 4 9 5. 11 23.07 6.Y8 84.0% 
EM412 3 15 4 811.89 207.25 59.57 195.8% 

CE3 3 18 3 5 .,2 l. 7 l. o 100% 
EM407 3 18 4 389.8 245.2 74.9 65.7% 
EM409 3 18 3 34.6 6.0 6. 6 58. 7% 
EM410 3 18 4 760.l 357.4 14 6. 1 28. 7% 

EM413 3 18 4 122.4 65.8 2 3. 5 21. 0% 
EM403 3 18 4 805.9 405.5 154.9 65.7% 
EM406 3 18 4 95.4 52.9 18. 3 148. 7% 

EM411 3 18 4 430.4 162. 7 82.8 82.0% 
EM412 3 18 4 1596.7 1333.6 307.0 65.3% 

CE3 3 23 7 8. 1 l. 4 l. o 1Q0,0% 

EM407 3 23 6 628.S 129.1 77.U .37. 0% 
EM409 3 23 6 61. u 24. 1 7.4 54. 0% 
EM410 3 23 9 1109.5 268.8 135.9 26.6% 
EM413 3 23 1 Bb.O o.u 10.4 33.1% 
EM403 3 23 6 2464.2 903.6 301.9 219.4% 
EM406 3 23 7 229.1 48.6 28.2 49.8% 
EM411 3 23 8 643.7 17 3. 5 79.8 40.4% 
EM4 l 2 3 23 8 2437.2 963.2 298.7 14.3% 

!Las actividades de s-galactosidasa estan expresadas en nM/min/m0 prot. 
Las actividades de nitroqenasa fueron determinadas oor reducción de : 
acetileno. 

00

Desviaci6n estandart. 
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Fig. 11. Plantas i rfec tadas con las distintas mutantes desoués de 25 dias 
de inoculacj.Ó11. 
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Fig. 1'f. PATRONES DE HIBRIDIZACION DE LAS CEPAS DEREIVADAS DE LAS RJSIONES nifHc:.:lacZ. El DNA total de las cepas de
rivadas de las construcciones nifHc::lacZ se purificó y se digirió con BamHI, los fragmentos de restricción fueron sepa 
radas por electroforesis. La Iiíbridización se llevó a cabo usando como detector un fragmento interno del gene nifH. 
A: Derivadas de las cepas EM403 (b) o de la cepa EM406 (c) después de un ciclo de crecimiento. (a) CE3, lb) EM403*~ (c) 
EM406*. B: Derivadas de las cepas EM411 (e) o de la cepa EM412 (f) después de .dos <J:id:los de crecimiento. ld) CE3, (e) 
EM411, (f) EM412*. C: Cepas construidas por recombinación del plásmido pEM231 con la cepa CE3. lg) EM404, lh) EM404* 
(después de tm ciclo de crecimiento). 
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