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!NTRODUCC!Oll 

La Interacc1dn Planta-Rh1zob1u~~ 

Los Rh1zobia 1 bacterias gramnegativas del suelo~ 1nteractóan 

con plantas leguminosas y establecen una• relación s1rnb1dt-ica. En 

los llltimos ai1os se ha intensificado el estudio de esta s1m-

b1osis, tanto por su importancia acronomica como por su interE!s 

para el conocimiento bdsico. 

Debido a su fácil man1pulac1dn, Rhizob1um es el siznbionte mejor 

caracterizado. La gen~tica molecular de Rhizobium ha contribuldo 

en Torma dete~minante a Ja comprensidn global de su relación s1m

bidt1ca con la planta. S1n embargo, atln desconocemos muchos 

aspectos tanto genéticos como bioquímicos de esta relación. 

Rhizob1um: c1asificacidn general. 

La planta estable~e ur1a s1mb1os1s solo cor1 un grupo determinado 

de Rh1zob1u1n. Tradic1onalmenle, a este grupo se le clas1f1caba de 
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acuerdo a 1 a leguminosa' que infecta. As Í por eJemplo, los 

Rhi2ob1um que nodulan trébol, ch1C11á.ro 1 alfalfa y frijol se les 

me 1 i 1 o t i y .R , phaseol i 1 respectivamente. Esta clasif icacidn ha 

sido inadecuada, por lo que se ha recurrido a nuevos criterios de 

clasificacidn, como son la homolog1a DNA-DNA entre distintos 

Rhizob1um 1 comparacidn de sus patrones de pr'oteinas, requerlmien-

tos nutritivos, etc. (Robert:;, 1980¡ Hollis, 1981¡ Ell<an, 1981!), 

Actualmente, se les clas1f ica de la siguiente manera: 

-E.- leguminosarum: con los biovares viciae, phaseoli y trifol1i. 

-,B. meltloti. " 
-g. que comprende al vasto grupo de los rhizobia de 

crecimiento rápido anteriormente pertenecientes al grupo de los 

11 cowpea 11
• 

-,B. :fredii. 

En esta nueva clasificación aparece un nuevo g~nero, Bradrr-

hi zobium, que contiene al antiguo _E, taponicum de crecimiento 

lento. 

En el presente trabajo y por simplificación, denominaré a E· 
leguminosarurn bv. phaseoli simplemente como E· phaseo1i. 

Rl1lzobium: el proceso simb1ótico. 

Rhizobium establee~ simbiosis con plantas leguminosas, con al-

gunas excepciones como Paraspon1a, de tal manera que la bacteria 
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provee de nitrdgeno a la-:p-1-anta":'._::~~~;:/ ,:a·_ su-vez, l'a-->p1a:i1ta: . .-p:ro_vé·e· 

<fo tos in ta to ) y da: ··~~~-~-_r-~--~:~-:¡:~-,~-~'.<~~--~: ~--ª-·::-~~:~ ~er :¡-~ ~- :· ~~--r:~- · ~'~ -nutrientes 

tablecer la simbiosis; 

que 

minan en la f ormac idn de- .. una- ·estr:uctura. planta-bacteria: altamente 

diferenciada llamada nódu~o_, - Ci"on-de · f inalme-nte se real i'za-·-1a·· 

fijacidn de nitrógeno. 

El nddulo se forma generalmente en las raíces de la planta, 

aunque existen excepciones como en el caso de Azorhizoblum 

caulinodans, el cual puede formar adem~~~ nddulos en el tallo. 

Podríamos dividir al proceso simbidtico en cuatro fases o es-

tadios, aunque no exista un límite entre cada uno de ellos, ya 

que frecuentemente los distintos eventos se sobreponen: 

La primer fase comprendería el reconocimiento entre la bacter.ia 

y la planta, el enroscamiento del pelo radicular y la inducción a 

distancia de una actividad mitogénica de las células corticales 

inmediatas al pelo radicular. 

Existe evidencia de que la unido de la bacteria al pelo 

~adicular emergente esta mediado probablemen~e · por lec tinas de 

origen vegetal (Dazzo, 1982). En la zona donde emergen los pelos 

radiculares se excretan compuestos flavonoides que activan al-

gunos genes del Rhizobium cuyos productos participan en la 

nodulacidn. La bac ter la por su parte, secreta factores des-

conocidos que e aus an enroscarniento del pelo radicular y _que 
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provocan una actividad meristemática en ·las células de la corteza 

externa (Bauer, et. al., 1985). 

En 1 a segunda fase, la b"acter i"a ·,=:invad·e:-:. a1 ~-: ~e_l o -·--rad i ~u lar y queda 
' " . ' ' 

envuelta en una estructura ·tubul:ar·:-d_e-.. -or.-.igen_ vegetal llamada hilo 

de infección, que se prolon·ga ·11asta·-1as·:,·éélulas.de la corteza eK

terna. Se induce entoces por segu~da ocasi_dn -un·a ac.tividad mer1s-

temática a distancia de las células de la corteza interna. En 

est_e momento, Ja planta manda una sefial a la raíz que impide que 

se formen demasiados ndduJos (Pierce, 1983). Sobre este punto en 

particular me referiré mas tarde en La discusión. 

El tercer estadio estaría comprend\~o por la emergencia del 

ncfdulo, su crecimiento y la invasión de las bacterias a cierto 

subconjunto de c~lulas del nddulo. 

Finalmente, en la cuarta fase las bacterias se diferencian en 

bacteroides, se compartimentalizan las fu~ciones en el nódulo, el 

bacteroide fija el nitrdge110 en amonio, la planta lo as 1m i 1 a y 

provee de fotosintato a la bacteria. 

Estos cuatro estadios comprenden eKclusivamente el proceso de 

formación del nddulo¡ faltaría considerar eventos como senescen-

cia del nódulo, competencia y eficiencia de nodulaci6n. 

Genes de Rhi2obium involucrados en nodulación. 

Los cenes que in-erv1e11en en la nodulac1dn se encuentran en un 

plásmido de alto peso molecular al que se le denomina plásmido 



. . 

simbiótico (pSim) (Hooyl<aas, 1981¡ ·zurkowsk-i,, 1982; Scott, 1982:), 

En Bradyrhizobium, es tos genes· son· cromosoma! es (Dj ordj ev_1c, 

1987). 

Se han caracterizado en el pSirn una _gran cantidad de genes que 

inciden de una forma- o de otra:· en- la simbiosis. Aqui referire 

solo aquellos que intervienen en nodulac1dn: 

- Genes nod comunes. Se ha observado que eitos genes participan 

en· el enroscamiento del pelo radicular {fenotipo Hac), la induc-

cidn a distancia de la divisidn c~lular y en la formación del 

hilo de infeccidn (aunque Ja síntesis .P..tl: ~ del hilo corresponde 

a la planta). " Se han. descrito cinco genes hasta el momento: nod 

A, nod B, nod e, nod I y nod J (Egelhoff, 1985¡ DJordjev1c, 

1987) . Se les llama genes nod comu11es debido a que se encuentran 

conservados tanto estructural como funcionalmente en casi todos 

los Rhizobium estudiados e inciuso, en Bradyrhizobium y Azor-

hizobium cauli11odans. Las mutaciones en cualquiera de estos genes 

pueden ser complementadas cuando se introduce una copia homdloga 

aún proveniente de otra especie. Los genes nod A, B yª e es tan or-

ganizados en un operdn. El producto de nod A es citosdlico y eJ 

de e es membrana! y solo se expresan durante la simbiosis, El 

gene nod D es un regulador de la expresidn de Jos genes nod 

comunes, En B· rneliloti se han localizado tres copias del gene 

nod D. La activacidn de nod D esta mediada por compuestos 

flavonoides secretad~s por la pla11ta 1 que pueden activar o inac-

tivar al producto de nod D (DJordjevic, 1967¡ Rossen, 1965), Ac-
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tualmente 1 no se consideran com·o--~~qulvalentes a--.-J_os· ¡fenes __ '. no~ , D 
. ', ' -.. 

de las distintas especies- d.~ Rhl2ohi\Jm1~·::.::·.-y·_~~-.1 !:f1:1é_':-':::~_a_:~-~.: Ü~o:,:~d-_~:<:e·~,-1_~~--': 
. ' ':-- ~~· 

responde de manera d 1 s t In ta a' .los exuda~f s de'un ª'' p !anta. 'd ~ :er:~ • ,· 

:;::::: :: · :::.:·: ::::::: -::::::E~~¡,~¡~t~~~ .. ··'·•.~··.~~~1~~~~:{? ¡~ 
::_._,,_.-,, _, 

genes nod I y nod J. 
. ,- ' - .. . ·- -· 

infeccidn defectuosos, un retraso en: Ja:nodulac~ón· y .. dismi'n_uyen 

el numero de nddulos (DJordJevic, 1987). 

-Genes nod especificas (hsn): son llamaéios específicos porque las 

alteraciones en estos genes no pueden ser complementadas por 

secuencias de otras especies. Inciden en el espectro de infección 

de 1 a cepa Esto significa que 1 as bacterias que 11 e van 

mutaciones en estos genes pueden tener un fenotipo Uod- para una 

planta pero nodu 1 an, aunque deficientemente, a otras plantas. 

Este es el caso para Jo~ genes nod F y nod E (hsnA y B) en .E, 

trifolii, cuyas mutaciones generan un fenotipo no~- en trébol, 

pero pueden nodular chícharo (revisada por Rossen, 1987). En la 

tabla 1 se muestran los genes nod de Rhizobium descritos hasta el 

momento y su fenotipo simbJ.dt1co. 

· Otros genes importantes para Ja nodulacidn son aquel Jos in-

volucrados en 1 a producción de exopolisacáridos (EPS) y 

lipopol1sacar1dos (LPS). Mutaciones en estos genes provocan in-

fe ce iones aberrantes (Finan, 1985¡ Chen, 1985). El pape 1 que 
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juegan los EPS y LPS en la nodulacidn adn es desc·onocida. 

Rh1zob1um phaseol i: caracterlst-ica·s--. 

Rh1zobium phaseoli nodula a Pha.seolus vulearis (frijol) y es _el 

modelo de estudio en este trabajo. 

Se han caracterizado dos tipos de Rhizobiurri phaseoli: el tipo 1, 

que es el más frecuente, tiene varias copias de los genes estruc-

turales de la nitrogenasa (Quinto, 1982), que es la enzima encar-

gada de la red~ccidn del nitrdgeno molecular. Contiene además, 

1 os genes psi (Borthakur, 1985) y psr, ~ue estan involucrados en 

la produccidn de exopolisacár1dos. su espectro de infecc1dn está 

1 imitado a Phaseolus (Martínez, 1985 l. Es, en el tipo 1 1 donde 

meJor es tan caracterizados los genes nod para E· phaseol1 

(Vá2que2, 1988), 

Los Rhizobium phaseoli tipo 2 no tienen reiterados los genes de 

la nitrogenasa, no producen melanina, no contienen a las secuen-

cias psi y psr, son <leido y aluminio resistentes, su espectro de 

infeccidn es mas amplio y la presencia de su pl~smido s1mbldt1co 

r· en el fondo gen,tico de Agrobacter1um conf 1ere las capacidades de 

nodular y fijar nitrdgeno en frijol y Leucaena (Martínez, 

1987¡ Brom, 1988), El modelo de estudio en este trabaJo pertenece 

al .B· phaseol i tipo 2. 
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Hormonas en Plantas. 

El estudio del modo de accidn de una hormona vegetal en par-

ticular se ha complicado debido a:· que _existen varios sitios de 

bioslntesis de la hormona y ·porque al remover un drgano secretor 

de 1 a hormona, se afectan otros procesos de la planta, muchos de 

·los cuales no estan directamente relacionados con aquellos con-

trolados por la hormona. 

La tabla 2 muestra un esquema gener~l de la~ principales hor-

monas encontradas en plantas, así como su participaci6n en dis-

tintos eventos de desarrollo y crecimiento de la planta, 

Para ilustración de este trabajo, me concretaré a describir 

solo los detalles generales sobre ·el efec;to de las citocininas y 

las auxinas: 

C1 toe in inas: 

Las principales citocininas naturales encontradas en planta~ 

son la zeatina y la isopenteniladenina. El principal lugar de 

bioslntesis de estas hormonas es la raíz, Se sabe que intervienen 

en el proceso de germinacidn y en los eventos tempranos de post-

serminacidn. Ac tua lmen te, se acepta que las citoc1n1nas in ter-

vienen en el crecimiento y divisidn celular (Nishinari, 1980). 
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aun .se. desconoce el modo_,._de·. acC1'dn'·'.·~:de-\:'·es.tas .hormonas,<- ex-
·./.· ;,·,:·; _,:·:·.;' . ·, .... 

•;··. 
tr~bajos en los que- .se·- prop~n.e.···i.·qU~_,inte·rvienen-en·el· 

·,; 

aparato traduccional (Fox 1 - 1975), 

Aux in as: 

Los principales compuestos natura.les_-_':.c·°'_n: ... :::acti"~ildad ·_de.: -auxina 

encontrados en plantas son el ácido iridOl-3-acetico_. (IAA) y -dis-. 

tintos conjugados de éste. 

IAA • La estructura y las principales ~!as.de bios!ntesis de' 

IAA en plantas se ilustran en la fig. 1·.''.",.-· 

Los principales sitios de biostntesis de auxinas son los 

tejidos en actividad meristemática 1 pero especialmente el ápice 

_ fol iar 1 1 as hojas en desarrollo Y· las hojas maduras (Wightman 1 

I 97 3). 

se han propuesto dos hipdtesis principales sobre el modo de ac-

clan de las auxinas: 

1) Activacidn g~nica: existe evidencia que indica que las auxinas 

son capaces de alterar la s1ntesis de RNA y proteínas. Tal es el 

caso en los estudios hechos por Yerma (1975) para la celulasa 

(enzima probablemente involucrada ~11 la degradación de la pared 

celular durante el crecimiento mediado por auxina) en epicotllos 

de chícharo tratados.con IAA, ~onde demuestra que ex1ste slntesis 

de novo de mRUA de celulasa. 
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2) Bomba de protones: Esta _hipd.te~:-ís: _fuc!. propÜeSta pár "H~g-_é1..; 1 et. 

. . 

al,(1971). E 1 los ene on traron.<un .::(:-.:--~k-:1-mj_·;_.-.i· tUd :·. 

crec1m1ento provocacto·por 

tratadas con aux1nas, 
·:-:·'./ 

en respues.ta al tratamiento: · -.· 1 ·a--~ :·,-p·i·'.i~~~ ~-~- - respuesta se illlC.ia 

aproximadamente a los los 40 min. La 

segunda fase, rna s no 1a ,~~:i ~-~;·,~:~.{\)_:f(~ :e:_:_: 1nh1 be con c 1c J ol1~x .1.1n1da. 
: .. - . -·--- _ _._,_,;·_,_ 

--'-~=-~--"- ~···"-'- ·~ C'"º 
Entonces, la pr-iínercl reS·P.Y,~'_i(~(~·-·::P-0,i.lr~_ia _-_e_star mediada por la bomba 

'.-._ ~~J -._;.. --·e '; . 

de protones}' la segu1_1da°'·p_o1~<·1:'ii'>':~--~,-~:t~s-is ·cte R1lA y proteíuas. 
·-,;-> 

C1toc1n1nas Produ~idas; __ por Mic~oorga11Jsmos del Suelo. 
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Se ha E"ncontrado que ciertos hOncoS (Crafts, 1974), ílh1zob1u111 1 

l os f 1 top ato' gen o i é o r ;.;,.e b:~·:~ t: e·· r·-1 u~~<-·.f:a· $-:~_i:·.1~1 ~- -. ( E:-1-~·s e t., 1 9 7 7 ). , 
--\ .~:- :~. -·- -

Afíl~O í:iac le ~~-\:uiíi~·-·., -;·t~;:lÍ;~ f-:~¿ r:~ns-\·· ·. -,. l:
0

á ·1-i_-s ".'."Ch:a p1~a~1 1 _-_ domoncls· y 1977) 

·::~-~\-:-~.'·en ÁarOb.ac i.e;:·iu1~ se conoce 
• .• ~--·· •.':'--'~:';o_;·;;':"·:_~ ··.;::"'e'""·~· 

l a f un e i ó n que -. des e~P ~.'i1 ~;.~~~f,gj;Ht:~l:·:~.; ~~:t¿~-~~~::.~· 
- " -- ..-,. ·_;:k,-".'. ··.:.2~~-~-- ~~-"-'_; ->:-'.'_2-; -: ·,~_---

e 1 toe in 1nas ~r~~g-~~~~;1wJ@!~t~rt1cE"~,\u1~ tumef ac iens. 
-. . --;~-_. _ ·'.:_¿~. :-.;:;f.::;¿~~(i~S{iJf f j~7ifr}¡~~~ff ?~~---: :--~:{:-::: 

Ac tua 1 men l e,o-s e:•.cOn o·c.e n;,d·o·s,;:\._-¿g e·1t"es-_· :·~;d-e_ 0• AB ro bac ter i u1n que_ par-

t i e 1 pan· e·n 1 a'·:.-·_-~--¡-~(t:t~~-;-~~~~;;~~~j%1~~~1~~~·;f~~;1";~ ~::{>-· ,-: Ambos : se ·ene ue n tran en -e 1 
: " .. '..~h-t:i:::•; .. ~/--~·i[/~'f:?f{-:::~:;:t:' ;·~· (-':>: 

p l ásm1do in~·,e·~'l{~:~~ :c~l-J·amado~:--_pT·i '.{,:~t(;P.T~~:~i~'o. indUc-t;.or 
..... -· -·'·· .. Y,;(~.;_¡~~:_:~:~:)[~f%;1~~~:;:::·:;:~;:,:: .," .... }:_::: --_,._ .. ___ : · _ .... ·. . __ -- ._ .,. · 

f i g. 2 ) • Un O. -'d e·:·e r1.:os.~;ts.·e:)!-e'1ic·ue11.f·1--a'';'.:en:~: .. ra.,.re g id n: v 1 r¡ ""se-.. expresa en 

1 ª b ª e t ~ r i ·a·._ ·.-.y_ :;,:i-~;~:·-,:~1~::~1jg;:~§t::!f~~;:1~1?fk~~z~~YJ:i::~~D!J_i::;~·E':-i'..~·-r:~V·1:~~~~-- . _:/E 1. º· t r º f º rm ª 
. :" .. :-;:,~'.··;~¡~-~-';_%.:~-~~~;Yi::c~;,;t::?;J~rt~-ii~~·~:-::~~·0~;~~;;:~· ,,_ :;~~:< ::~::.::- ,_·. _.~ .. -: __ :· ... _ -.-: _. ·': 

par te de 1 os ·gen es>.:d e t_.:;·i:.:: DUA~C g e.11 .. e_.¡;_,:4,)',',-;c-"~:' :s_e,~:·ex pres .. a _e 11-. ·1 á _ p 1 anta y 

s u ex pre~-."¡ ,~-~1 ·'·~:~-?'.T~~i;~~~:~'.ff1~f~~~'.~;~;~:j_(.y'.'.~'.~~}~-g·¡'J:~¡~~~-~'.~.:;{:~-,~·;:r S ~-;~ éc ve , .. ; ad e 1 a n te ) . 

. .· ····.•· \···· ·[.·~!IJ~i~~~;·i~Í~~\i~·~;?:-~~-j;~Í-c;;~ :~i~-.~ .. ~.· -·· 
e i t 9 e i n'·l ú_a:s p rod \ié::flt'a-S:\·."'.p_"O_"r.il·R h 'fZ O b 1 urn·~·;: ':-1 .. 

~· ·,;~-~:· --:~ ~:~ ; ·~·f f ¡?;;~~~;E:tf ;1~i~@{¿{filt·5~~~j:;'~~;'.f ·;~-:rf :-" ;;~~ ~r· ;:_:·~' :::::.~:'~-. 

de tumores, 

, .. :·;~: :;:~:_'-:;~·.:::f'.:,'..:_';:~;{,_~~2:-'l:'.:1'.::-é'~::;,,:;:,:¡>:· ~t;:'"-~~~1:.--.: "% '-~-~_.-'·•. '··-~ -

Eil ·-.--~ o·nr-pºri ra¡:··1--dn~-~-~J'.:'c"'-ó"~·'._f:A=-G'.t~-ti'·i~'t-¿~f~~-·r°'t-'lúít~--EfS·c·mu'Y.'"--p--o "e o . 1 o~ -_que .s e_ -e o 11 o e e 
'·:i' ...... ~ .. -.~~:;-'·'/.~~:-T_~ ._:,;::;·':2~~}-~-\:';.;.:·, .. :,,)!·;:~;\' :· J_. __ -._.,_:_ ~-:: _ _ _ · 

ac e r.c ·a· :tt"e :;ras: c-"i.t ~ c:_i11 ~ n:a·s._;t.p.r~_odu_c,1 .. das·.<P.o_r .·Rh i z ob i um_. · se·- sabe que 

pr odu~ e · c:a~·1-t:{~J'~d\~_~'.j_·'~·~~~::::·~~~-;~t~--~~:,¡~)·~.:J-~:;_.1·a · --;lo.Pmón a;;· :·E-i{i"s- ten·.:- trabaJ os 

que ·busc.an es 1.·a-S. e on 

1967). 

t; i toe i 11111<1.s 

_.J·~·~-{;:~·.~{ nduC·i ,~ 
P:r. 

0e u-:,J(,:·¡·,:_~·~t~/(ii'~'~-;f~::· ·:·i\~ :~.;-,·:~:¡;:' ~~:~;{1~:.·· 
.. -1-·.' .' -?~>·- .. 

e 011 ( l 988 J 
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A p ~ s ar -de __ .. e S __ t 0_ S- tr~a ba-J o-S:~'-. -,/il_úff_:· _é-S: Os CU r.o· ::~' J ~> ~;~ ·p:·e~--i--i--~~:~:~-~-~--:~ ;_:uCfi ~-r~t~ 
-, '· __ -. '-~-- ,.,_ 

des emp e ñ·ar. ~ -,¡-3--,'.~>C i'.'t ~:-c-'i\1·1-;i:~--;-'-.~~:-_.·i'~~ri: \::fi·-'ii '-:<~;~:~~·~'¿:·¡\¡ C '.r~r1·:;.,. Fa 1 ta : e rt ton e es 
'"r- ,:·e ·¡ <\':/::;;:;< ··:-;·~::-···-.·•'"''•'-'· •-'_,-,-,'.'•:" •' ':.~:-'" 

:: : ~ ~ : : .. ~ : : ... •::: ~~,;~,¡~:°:~i~i;~~f 'r~i~~~~,c~~~1~1~~:1·f ~~1~f }%1'./·o~:,~~:,l•· d ·~ · .. ···l· as 
;-,~- 7-=-'- ; '-'~ ':: ~":"e;;;_;;-~ ·=<":t~~:f~'f--~c_áo·-·_c-;-:;_,:;~-;ti?'O,-.. '-"i'"¿~;::=-:<-,-,. >.o·-=-"'o';·.-c ;,-,_--o •• -- -

AUX i u as Prod u-~· 1 'il a ~-:._·p~:i~; '.í.iY:~:,~~~-~,;-~:~·~¡{:i:'s ·i~·b· ~ .:-- cre~-1~ -;~:~:~\-~'o'~-:_:· __ ' f: 

!AA, Se ha encont~~~o que existen muchos m1croor·gan1smos del 

suelo que excretan !AA al medio, tales como Flavobacter•ium, 

Azo tobac ter, Azosp11•1llum y Rl11zobium; 1r1cluyer1do tambi~r1 bac-

ter1as patdgenas como Xa11to1no11as Pse
1

Udomonas y Ag1•obacte1·ium 

(Brown, 1968, 19'r2i Fett, 1987). 

Para eJ interes del trabaJo, de3crib1ré algunos de los estudios 

hechos en Pseudomonas, Agrobacter1um y Rhizob1um. 

IAA en Pseudomonas. 

Pseudornonas induce les1011es o hipertt'ofias en la p_lanta. En f· 

sy1•111gae pv. savasto1101 Ja ir1formacidr1 eer1ética requer1da pa1·a Ja 

tumorogénesis se encuentra en ur1 plásmido 1 Jamado plAAl. Este 

cont1ene dos genes b1en caracterizados 1nvolucrados e11 Ja produc-

Cldll de IAA )' son el gene 1aaM que cod1flca para la e11z1ma 

tr1ptofano mor1oox1genasa que 6ataliza la conversión del tri p-

tof.ano en indo J ace•tam1da y, eJ gene iaaH, que cod1f1ca para Ja 

enz11na indolacetamtda JtidroJasa; esla··-enz1ma convierte la 111-
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dolacetamida eu IAA (fi¡:,J). Ambos genes .so.n llltl1spe11sablcs para 

la tumorogé'nesis (Comai, 1981). 

IAA en Acrobacter1um. 

El proceso tumorogé'nico: 

tumefaciens y ~· rhizdceneS inducen·· tumores en la pt·anta-.El 

primero causa tumores en el tal lo y el segundo provoca un 

crecimiento profuso de ta raíz, Aunque de ~· rhizogenes se han 

hecJ10 buenos trabajos, es en!:!.· turnefaciens donde mejor se ha es-
,, 

tudiado el proceso tumor•ogénico y Jos genes que interviene11 en 

él. 

La infeccidn por Agrobacterium se realiza a trav's de ur1a J1erida 

en la planta. Al igual que f. savas lano i, en !J:.. tumefaciens la 

mayoría de Jos genes necesarios para inducir el tumor se 

localizan en el pTi. En el cromosoma se han identificado dos 

genes llamados chvA y chvB importantes en la tumorogénesis 

(DougJas, 1985), Se han encontrado genes equivalentes. a los genes 

chvA y chvB en Rhizobia de crec1m1ento rdp1do que se tlenom1nan 

ndvA y ndvB (Dylan, 1986} •. En Aerobacter1um, estos genes par-

tic1pan en Ja sf11tesis de beta-1-2-glucano y mutaciones en es tos 

genes afectan la u111dn de Ja bacte1·1a a Ja célula vegetal durante 

la infecciefn. Ademiis, tienen efectos pleiotrdp1cos como son la 

d1sminucia:n de la osmotolerancia de la bacteria, inestabiJ idatl de 

sus pl.1'sm1dos y la p~rtJ1da llel flagelo (PuvanesaraJah, 1985). En 
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Rhizobium, las mutaciones 
. . 

nddulos aberrantes no _ _f ijad9.r_e·s, de ·:n.·~·~rtJgeno ~:(Oylan1 i9BG.)> 
e.:_. ;.c. . ·.-_. ' :_;_~'.' -

Después de que se produce u11·~>h~~-i~~: ;!; {,; plant~, • ~,;t;. secrúa 

compuestos f enó 11 cos que l~d~~j~\~~~~~i~~;;~t~t~~J.1~-&~ .. ~i)f2tco~· genes. 
del pTi comprendidos · eil La~ ~~eg_i_ón.,~,,,,... __ v_ir~--.'2_:·cs_oLJon 1 _.,,_-,;-1986¡ ··:L'r"Cí~-~-

, -- _,,._._,_., ,'' '- •;:~::':.:·'-:·:__"'~'"'-~·:'.·::¡·::::-~~··i~.;':~; - ,-,_.--·.e-------~----' 

teinstein, 1986). Estos· g~~te·s son·~=:í~~~s·;rre·sP:il'~n·~raJJ~(e·sc-::~d_~-- 'lo_~: e·ve·n~tos· 

de transferencia e integración· e_r_1 º·e-_.:1·--_-g·'éfi~_ófna_--d_~--~ la ce'lula vegetal 

de un fragmento de· 25 KilopareS --de· -baSes (Kb) de- DUA-del plásmido 

Ti, al que se denomina T-DNA (ver f_ig.2), Una vez integrado el T-

expresan dos regiones codificada'~ por él: una involucrada 

en la b1osíntesis de opinas, que son aminoácidos modificados que 

s l rven como out.rientes para el Agrobdcter1um 1 y otra que par-

ticipa en la s{nt.esis de auxinas y citocin1nas (Schroder, 198ij-¡ 

La producción de estas hormonas provoca un 

crecimiento descont1·olado de las c~lulas en el si t lo de infec-

e ldn, dando lugar a la formación de un tumor. Las células que 

tienen integrado el T-DNA pueden crecer en cultivo sin ne ces id ad 

de afiadir auxinas y c1tocinir1as. 

El gene 1 del T-DNA codificC: para: la triptofano monoo:<i.genasa y 

el gene 2 para la indolacetamida hidrolasa (fig,3). 

En la secuencia nucleot(dica de los genes 1 y 2 se observd que 

para los genes 1 de Aerobacte1um y iaaM de f. savast~1r101 existe 

un sox de homologfa ~ 11ivel de secuencia de amino~c1dos; en ca1n-

b i o, entre los genes 2 de Ae1·obacter1um y 1aaH de f. sdvastanoi 

1 r; 



existe solo uri 27?. .cíe_·_1iom0Jogfa. c_l".'amada·.- 1_9.85) •. ·Una d ifereric ia. 

.importante ent_re ·J __ os ge_nes __ 1 r: 2: lle :.A@rObac't·e"rluiri~- Y_.. l_OS.- de ~ 

domonas ·es que Jos de A'(irob-aCtE!f.1uffi 

(Breathriach, 1981). 

IAA en Rhi:zobium. 

Muchos son los trabajos en los que- se demuestra que Rh1zobium 

·es capaz de produc 1r IAA (Badenoch-Jones, 1982¡ Bauer, 1981 ) • 

Esta produccidn se estimula añadiendo trlptofano al medio de cul-

tivo (DuJiaart, 1970). En algunos de est;os estudios se ha querido 

corcrelac1onar la produccidn de IAA con e 1 proceso sin1biót1co. 

Tal es el caso para .fi. legurniuosarum bv, vlciae y tr1fol 11 1 en el 

que se encontr~ que no existía una correlac1dn entre la produc -

cid"n de auxina y la nodulacidn (Wang, 1982¡ Badenoch-Jones, 

19 82 ) . 

En ,B. phaseol i tipo 11 Ernstsen y colaboradores (1987} midieron 

las pozas intracelulares de lndoles.·- aSt;como Ía -b1osíntesls y 

catabolismo de !AA. Enco11tra~o~._qtie ~~ta v{a de biosl11tesis de 

IAA difiere de la vía utilizada .·-p~··r P;e~d-6monas y Aerobacterium. 

En el caso de .B· phaseol1 1 ·el. tr'iPtofa.Í1o es convertido en in-

doletanol, este en ác1ctO indolaC·é.tico y, finalmente en indo!-

metano! {flg.4). lndolacetamida·:no es catabol1zada. SJn embargo, 

este trabaJo fuE hec;ho con Rhizob1um en vida 1 ibre 1 por lo que no 

se descarta la postb1l1dad de que exista ur1a ~la alte1-11a que !un-
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c1one tlurante la sin1b·1osis. 

Objetivo. 

Con el fin de detectar en Rhizobium secuencias que fuesen 

homdlogas a los genes 1 y 2 del T-DNA de ~· tumefaclens, E. ?-lar-

t!nez realizd ur1 eKperimer1to de J11bridl~ac1dn de ONAs de 

tos Rhizobia contra es tos detecto res. Entre los 

distin

Rhtzobla 

utilizados se encuer1tr•a11 represenlar1tes de B· lei¡:um1nosarum bv. 

~ y tr1fol1i, ll · rnel J lott, fi. freUJ, fi. il.E· y fi. Phaseol 1 

tl po 1 y 2. llo encontra l1ibr1dizacid11 del ge11e 1 con el DNA de 

ninguno de los Rh1zobia utilizados, pero las cepas de B· phaseoli 

tipo 2 (CFll 299 y CJAT 899 J, as1 como la cepa CFN 244 

(aislamiento natural de Macropl1lu1n g1bosifol1um que_nodula tam

b11!n al frijol) hlbrtdizaron con el gene 2. 

Si en Agrobacterium e 1 gene 2 participa en e 1 proceso 

tumorog~nico, entonces er1 Rl11zobium ql1d papel JUgari Ja secue11c1a 

homóloga al gene 2? 

Nosotros estamos interesados e11 el papel que pudieran tener las 

hormonas durante la·simb1os1s.· Puesto que hemos identtfiGado en 

Rl11zobium una secue11c1a l1omlfl o{la d un ge11e cuyo p1•oducto sin-

1 ~ 



tet1za IAA;. nos pregunt_amos ;.Si. ~sta secuenc_ia incide en el 

proceso simbióti.co, El -Ob_j'e·i-_ivO __ ' cte e·ste trabajo fué t~ratar de 

contestar 'esta- - PJ:"egunta. 

., 
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MATER !AL Y METO DOS. 

Las .. ce pa.s construí dos 

1 os pres en.'to 

--Medio_.s 

y 7mH 

d,e cae 1 • 
,· .. 

LB.- o·.1r. Peptona cte'·cáse_i:n·~--. 

NaCl. 

Cuando ~ué necesarlo, 
'_;,.'• 

Concentrac1dn de Antibióticos: 

Para Rhizobium y Aerobacter1um:-·· 

p1c111a 50mg/lt, Na1idíx1co Spec-

t1nomic1na lOOmg/lt. 

l:anamic in.a 30mg/)lo:, -tetraci'cl ina IOmg/ 1 t, 

Nal1d{x1co lOmg/lt. 1 Carbinicifi~~ i~b~i/ll.-

Temperatura de crecin11ento: Rhizobium y Aerobacter1um fueron 

crecidos a 3(1 g1·ados c. _g: • .f.Q...L! a ·37 grados e excepto durante las 

conJugac1ones con Rhizobium o Ac1~obacter1um. 

Cundic1ones de co11Jugac1d'n: En rncdio F'Y a 3(1 grados e usando 



una relacidn de donadOras./1~.ec:ep.t_ora's ·cte 1/1(1, 

-:: __ ; --,,-~~<~: /-,:,:_: ., 

--:: tr::: ~:na d: a:
11

: e:::ª:: •5 ~;',. d ~{::;~~: úi:,o. ..Cent!' i.f ugar 1 os 5 

:::'.. ::::: ''. .. ::; ::: :: :: .. ;~· ñilii~~i~l!~ri: .. ;;;:: ::::: 
mg/m1 y o. 05 ml de sos· tOY. -:e11·_-:.";~y:-~b;~~~~~~~%:~~;~_

2

[~.'.~~~~~t.~\'_ .. h"~'-!:·' a· 37 grados 

por --'j~r-1rl8~---~-'~·JJE;:~\~:~~~~~-'.:~·:::~~i: ',_·:_vec·e·s· con fenol-c. Pasar 3 veces 

Ex traer 2 veces 
. ' . -.- _. - ':_ : :; ; - :. ·,· ~-

con cloroformo-isoamiíi~o .~11 una relacidn 2q-1 

respectivamente. Añad1r a la fase acuosa 2.5 vol. de etanol y 

1/25 de vol. de fJaCl 5 M. Prec1pltar por lJ. hrs. o toda la noche a 

-20 grados C. Centrifugar por 15 m1n., dec an tar 1 1 avar 3 veces 

con etanol al 70Z, secar al vacío y resuspender la pastilla en TE 

10/1 pH O que contenga RUA.sa a una concentrac1dn de o.z mg/lt. 

Pur1i1cac1d'11 de pl.1sm1dos reco1nb1na11tes en E. ~· 

Se llevd a cabo por el método de B1rnboim y Doly (1979). 

Perfil electrofor~t1co de plismidos de alto peso molecular. 

Se utilizó la t~c111ca de Eckl1a1~ctt (1976). 

Co11dlciones de h1brid1zacid11: 

La tra11sfere11c1a del DllA a filtros de nitrocelulosa se hizo de 
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acuerdo al método de Southern· (1975)". Los. detel:tore~ -fueron ma_r-

con n [P] cactos por ''nic~ traritlation•• 
' ·-' 

h 1 br id i z ac iones homd l og as, i -óºS >·i--i\ i:-,.{~~-'~--:- f -ue-r:d~-_.;/.1 ·av~1Cfos'~~· :;;·~,-on·: o.:-.-i X "_, 
. r. >1-;n;· ··,-'•· · 

de sos ª · 55 , g ~,~-,~{~:·~:: :"-c-{~-:\~-~-~:;~~-:~·¡::~:i~f:~·tffb::~T'¿f·--f.i;~f~~t~;h ~ s :~.:;· 
lavaron con 2X ss_c- ·y_. o";,·i:t:.!SDS~;:~·:,·5 .. 5·¿~:-~:~,d~·:1:::~h''~\ 

. --·.'"'- -·,:.~:... ···- ·~·--- ,· -"-:':'.::_':;- ::<·,· 
. , ,: -:_· ~ : . ' -:.•' ' 

' ... -. 

y 0, !X ssc 

heterdlogas, se 

ni trdgeno. 

Se utilizd el cultivar de frijol ~Negro Jamapa 11
• Las semillas se 

esterilizaron con etanol por 10 seg, y con hipoclorito de sodio 

al sox por 15 min. Se lavaron exausti~amente con agua estéril y 

se pregerminaron por 3 dlas en obscuridad. Luego se pasaron a 

frascos de 1 lt. que contenian vermicul ita con solucidn nutritiva 

sin nitrógeno {Wacek 1 197&). Las plantas fueron inoculadas con 1 

ml de cultivo bacteriano denso, Se mantuvieron a los frascos con 

las plantas inoculadas por 2 dias mas en oscuridad y finalmente 

se transf !rieron a 30 grados e con luz, obscuridad y humedad con-

trol ad as. 

La actividad de la n1trogenasa fu' determinada a los 11! ÜÍclS 

despué's de la inoculaCidn. Esto se realizd colocando a la raíz en 

frascos de 25 ml que sellan herméticamente e inyectando 

acetileno. Después de 1 hr. se determind el contenido de etileno 

por cromatograf!a de gases, 
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RESULTADOS 

La cepa CFH 299 de· Rli."izOb1um .. phaseol res- del tipo 2, Esta cepa 

es un aislamiento _11atural de 11ódulo de Phaseolus vulsaris de 

Brasil, es resistente a·--aC'ido---y-alurninio y contiene 3 megaplás-

midos (fig,5) siendo e·l ~ayor-e( pl~smi~o simbidt1co (pldsmido 

e). El pSim de esta cepa, al igual que el de la cepa CIAT 899 

perteneciente al R. phaseol1 tipo 2, confiere las capacidades de 

nodular y fijar nitrdge110 estar1do en un fondo genético de 

Asrobacterium (Mart!nez, 1987). De acuerdo a los datos publicados 

hasta e 1 momento, ningún pSim de o~ros Rhizobium confiere la 

capacidad de fijar nitrogeno 

terium (Brom, 1988¡ r.?visado 

en el fondo 

en Martínez, 

genetico 

1987). 

de Asrobac-

Otra característica de E· 
cepa CFll 244 (que es un 

phaseol i tipo 2 1 que comparte con la 

aislamiento natural de l·Iacroptllum 

g1bosifol 1um1 pero que tamb1E'n nodula friJol ), 

su genoma de una secuencia homdloga al 

Agrobacleriuin tume!aciens (fig.6). 

es la presencia en 

cene 2 del T-DUA de 

El gene 2 se local iza en el pTi y está íntimamente ligado al 

proceso tumorogénico de 6· tumefaclens, por lo que análogamente 

qu1s1mos saber la local1zacidn e11 el ge11oma de Rl1izobium de esta 

secuencia homdloga al 

proceso slmb1dtlco. 

gene 2 1 así como su participación e11 el 

Para saber en qué.replicón de la CFU 299 se encuentra esta 

secue11c1a, llevé a CJbo u11 cxppr1rnento que consiste e11 l11br1d1zar 



,~·:--' · ... -

gene · 2 con genomas de Agrobacterium que contienen uno u otro 

de Jos pl~smidos de la CFN 299 (fig.7), Encontr~ que la secuencla 

se localiza en el pSim (cepa Ac). 

.. •.·. Para conocer la participacidn de la secuencia homáloga al gene 

2 en la simbiosis. primero se mutar¿ esta secuencia y despuis ie 

probara' el fenotipo para nodulacidn. 

Se llevcJ a cabo una mutage'nesis .!.!! .Y..!.1.!:::.Q que consiste en inser--

tar al gene 2. un fragmento de DllA que confiera resistencia para 

algún antibidtico y despue's, por recombinacidn, transferir la 

mutacidn a la secuencia homdloga del Rhizobium. 

La mutag~nesis del gene Z se ilustra e'n la fig.aa. En ella se 

muestra la inserción de un cassette de resistencia a tetraciclina 

Fel lay, 1987) en el sitio de restriccidn Xma, generándose 

el vehículo intermediario pG2.n.Tc. 

La transferencia de esta mutaciefn se hizo de acuerdo al con-

cepto de "plctsmido suicida" (Beringer, 1978), que dice que aquel-

los p 1 ásmidos cuyos orígenes de replicacidn no son reconoc1dos 

en un fondo genético determinado, como es el caso ~e pla'smidos 

derivados de ColEi en Rhizob1um y Agrobacterium, podra"n es-

tabilizarse solo si recombina con regiones homólogas del genoma 

de la cepa receptora (recombinación sencilla), El resultado de 

esta recombinacidn es la cointegracidn del pi étsmido con e 1 

genoma. Cuando ocurre una segunda recombinacidn (doble 

recombinante) entre .la regidn silvestre y la regidn mutada del 

pl a'smido, se genera un intercambio de secuencias homdlogas, 
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. - --· . 
quedando mut'ada. J·a: r_eé19i1 s.i'lv~stre· .. como_, resul t'ildo. de es tci 

·se segunda ·re c Omb;'fn ac--í.óif{o',- ;·_:::'(e i:'·._:_---:::~/_-p--1 ·d·s'~~--d_~;~~.-'~ · · ··-¡-rl~fº;:O.d~-~:1:-d o-. 

es e t n ct e y . se::- p:J."e:¡~.d~_:_~e n-:.~_:-í--,k:i:~-~~-~-T:·~-~·j'd-~~-~::·~;::-,· --~-- _ ,e~::_ ·. ::·:;_~:~,=_:_:·:.'· --· - .. ---- _._ ,,,_ 

En este·· trab ~.~.E··~Á·~·i±:;f;t¡~,~~f .. (·~~i~~*~jgkt:i~~~.lJ~1~~;~Z.~,'.~~r.t~/~ , P• r-
t ir -de J · · ''PCfZ:._A:TC;-:~: · .s_e-..:.:._-0 d.~.f-;i,c u_tJ:.o·",,p_or;;;l o s_·--~t~e s__:;»f~C?·t-! 1Y~:~·-'-..'.:.~_1 g_u l_en_te s: 

- -· - -_~-_:o_:·---/; ~--· <-!~:_:_~ .. ~~:~~{-t~~~~'.?~;:::::?t:·i~-;:~1~{f ~:~~!~~~~-~;~~lf:i:t~~~;~~tr:t~~~;~w~~'.1~~:: -.:::{:·'..- ... 
primero¡_:- ··e- i~- pG2A Tc--;-·:c ar_e e e-;;d-e,:'l:l·o·s:e:-'.'gen_e_s;:,-:n e c_e·s_-ar.J:o_s;.:---para-: s_u_- mob 1 -

-::-- ., '. . ';: .:. :'. _- :,-~·-·:: :\ L'. ;_;:{-:-:_ ;._::~:~, .'}~~~l-~~-(~c;;,;-~0~;~_: ~~i~~i-~~ií\'Ii~,~~:'.{~~~:i~~~YJf{:1~r(!{':-; ::·,::,'_.: 
l i z ac i dn . ( f UrlC i 0"11 ·mob_ )---_Y'º tr~ri1iS·fe·r·e¡:1 c::La'fl'.(f ún"2i 1fn·:~'.t'"f·a'.):;·":_- __ ,_. Los gen es 

- -->·::·., :: .: : . :.-._·~-;: -~~-~~: __ ~--~;:,~!·;~?;~~?::~~*'(:'.'j'.~~~t';t~~~;tt~~~~%Il?]~:{(;J;:~~~i:'~~~o'.'_ :'J 
que conf-ier~en ambas __ fuliC-l:i.:ilíe·S'_·.deberf."-s.er_~~.:c~mpa.t·ib_-res.;~.con~ e·l pl".1s-

mido por tr-ansfcrir. Para el .Pcit,f~}!';:~~~?G~~~~~~¡¡~-~Ji~,o~es mob y 

tra compatibles cor1 pl~smidos derivados 0~d~~CrilE1~~t:Es-~e problema 
. ·_. ', -_.-:_ ":·: ··:;·;;:.~/:.~;f_'~'.t;f.\"};¿~;:_--~:";·:~:-":_.·:;,:, 

fue' resuelto manteniendo al pG2JL-Tc>~eh;_,·,'pr.esé"n._C._ia'"_deJ plásm1do 

pGJZ8 que posee la reg1dn mob de Co.IE(;_.-(~r·~=,~--~~ri-¡;y·;:·~i~aO) y el pJás
··";; ,:, .. ~~: . .- )L <'.·:~: :,~.t-

mido pR64drdl1 (W11 letts, 196(1) 

patibles con derivados de fué 

utilizada para Agrobacter1un1 por· ~- colaboradores 

.. . . :· _·--,~.-.~'.: .. L .. __ :;':,,~-·. . --:·: . . . 
no se obtuve1eron recombiniiil-t'e··;· s"~n·c--11·¡-as usando como 

(1983). 

Segundo, 

receptor a Ja cepa CFN z99, Este _p~ob}~.m~::·:f_u-if_:_-re.Sue.lto utilizando . 
. como receptor a ia cepa de Aarobaclerium.'~ue COrit_iene al _pSim de 

la CF!l 299 (cepa Ac), 

Tercero, una vez obtenida Ja recombinante sencilla, la frecuen-

c1a con que se genera Ja ~egunda·r'ecombinacidn resulta ser ex-

cesivamente b.iJa, r·azan por Jo cual r10 se pudo obter1er u11a doble 

recombi11a11te por el metodo de selecciór1 riegatlva. Deb ( 1mp 1 emen-

tar entonces una estrateeia que me permitiese seleccionar 
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otro s.• gene~,'····.····· a.•··l·o~:.·~en e.~:'s.~;c~J"t~~~;d;j'.~~;~jJ:~fci'~1·/~··?~t~b;~j)J~; •. r.· ·•1 as 
cepas bac ter i an as·: que. ·. ~c ó ·n t-e_1,-gan:;·.'~.: eS: tos<·.1.I os.:.rge:n.es·,,.,mue_ren _.·_S 1·~ .son 

cultivadas en un medio .de. cu! t.!~·~ ~~~·'_sx": ·~~· 's·a~·fr·Qsa.: be' este 
modo, las re c omb 1 nantes' s e·nc:1-1 ra:s- :'tfe_-·1·;~ ~~-~:-_;~·J·:::m~e·re-~-----~,~--- pres en-

cia de sr. de sacarosa. Eti" · camb.io¡·-.· ·durante J~ segu11da:· recom-

binacidn e I ve11!culo 

cassette Sac ), Jo que permite- a Jas doliies·recombinantes crecer 

en presencia de sacarosa. De esta· man~ra Ja.selecc1dn de dobles 

recomb1uantes es surn<1111ente f.Jc1J:· bast"a cre_c_er· un cuJ·l1vo denso 

de Ja recombi11a11te se11c1.1Ja er1 u11 medio si11 sacarosa, cleSpllt'S 

J1ace1· d1Juc1011es deJ cuJt:ivo_. e :J1i':cuba~· .. -j·o_·.::e:1~';.:pres~nC.1a de sacarosa 
' -:..- . 

: :" _" :,_. -. -; ,_; __ /, ,-_,, -':-::::<'-. -. ·¡'-~> ·_: ,;;· .. ·: ---. -' . - : :- . : --.. 
aJ sz. Las colon1as que_ apa_r_~:z:ca·n_·-:s,-·e·~:--,_P_·r_lfe_:J:i_an::,_pa_r~_a:·.:,-:i __ ª pc!rU1da de 

las 1·es1stenc1as del -y las· que 

haya11 perct1do estas La 

f ig. tOa muestra es, la co111-

t.egración del pf.JAS-T23._. :·En Ja· f1g.!Ob Ja 

gene rae idn de una dob,f_e:_'_i_~_~):~\lnlb.:_i_,.1i:<;ii(~~~;,::t-.~~'.pá;:1.,-:Ac_ .. _54 )','_ ·.Las frecuen-

: '. :: "'.: .. : :·::· ::::::·Jf iiilllt!f {::i' ::· ': .:: '::' :··:: 
secue11c1a rr1utada, era::l_fn·p~o1~i_'.i;i~·~.~·-.'.·:·_t1~-rin_S_-re·,..¡·¡ .. e_1 pS1m mut.1<10 a su 

lf 



fondo· genético natural', Ja ce.Pa··~F_Z.l 299 .. .- .Este ·psim se -transfier.e 

por s! solo a b~j·a,.-·---f';~.~c_uén·~~1~; .,por Jo que, bastct "é:onjügar~ á·, fa:· 

e epa Ac -S'l e on fa: .. c_é p~·:.~·cFJi;:.-~2 ·9·9 ~q;'i' :"'/qiie':- e:~·>~una ;--~:-e,~'j:'_~~:d"a-\:_Íd.-e·:L':_1-ii '~C-FN . 
. : ,·/ º.' ,:·.-,- _;·:~;. ; .~·~;~~-\: "-.-'.: :_- -~;~~•", c;;_Ci-_ -:, , .. _ • _, ---•,-_";'.I'~>-:·:

0

:.-"_,, ':3:_::, '.' i_,.~s'._ . · .. < '."-. ._¡·) .. ·". ·-: ~--- ·. 
2 99 que e on t i'ene Lin'a""i::·rn~s·e~ .. c_·,i d'li~:':,d e ~ Tn S'';'en:~.--e-i::; c-r'.iifn~ s_._brñ-~;-:(\~·,:~y~·¿_d~·~_Ru·_és"<'' 

.· >·· < .-:" ·,- .. ::';·:::.-.::..t~.-;;:~-~ .. ;t~\~:_: .... :·:.;F;:/-'; ·:;:;>: ;.F¿;_'.:: :·:;:, ~;-.;~;;;:> _-~/ó?·J.;tt: _.: ::;r::'t:;:{~{-\§i.F~-:t >\~:::_.·,i,_~{t~0~-¡,:· '.- .--.<;-•. ,. : -
sel e e e 1 on ar fas· tr_ans.c onJ u·gan_t_es~-::·_qu:e:es ea1ri·~'--es_:i_s,t:en.t:e·s~:~a:;;1-:~~1~).Y::;:Tc:, ·' ·· 

.: .-'.--- .. · ... _._ ... ~{~/~~ :~ S :·~~:: ~::,_:g~:~~:;-:~.'.~±~A~.S'~~;·~~~~,,i·~t,~~~f~~;:t;f3~iflit;}~~:54fr:f~:,¡;'f;;¡';,t~:~~--.;5f,~:;::':~~;:.::~. .. ._ ~ . _. 
Se 1 ec e i onf!-. a ·.:·iuÓ;~ ;.O e-.:-e·s t'a's"~triins e onj ugaii te_s 0·,p_ara::~·l'_o_s·;:¡~;::ex p~ r imen.t:o.s,·~:----;.-,: 

d. º º d u .1.ac ·i .~1l·•··< 0·.~; •. :.tF,~;¡z0\f 1.~~f~i¡~~~Y~llf:lJ2~pji1~l~f~~\i~f~®í;f f zéic·;c• ···.···· 
P~ r-a --_de t ~ .. ~n;;~ ~;~~~: '.·· e-J.:_~,f en o t'-l po:~-~-s 7finb'i~·d t_i e o·:;::'d e';~-:J"·á·;~~·c epa ; _CF1l·::2_9 9 ,-;,6, . :: se 

: : ::::::::·: :::::::;·:f :'~1~:r~1f 'lf lll'l'f '.i~':::::::::: 
. - ,' . .-.: ·, ·-.::--_ .. : :: '···-- ', ·'\\'t.?i-' 

peso de nódulos y namero de nddUt:O-S·;_.:·p_0-1~:.c(·pj·á"ii'tá:~-;~L'o ... s· resultados de 
' .;_~-. ·o:-e• •• 

este experimento se muest1~ar1 er1 

Se observa que 

plantas 1nocuJadas 

e 1 

e o 11 

peso seco de j"~:.-~!~·~,~-\es·.;idéntico para Jas 

una u otra ceprif:,;·'.;c¡;d~,::";·:¡::~fac-i-d'~ de nitrógeno 
, .. ' .. ---. '· ' ,• 

medida por actividad específ' ica (por.-P·~-1·6-~~-~d:é~\:~·i-'·~-·d'·~t[>) es semejante 

en ambas cepas¡ s ir1 ernl.targo, 
. •.--.'-·.;;_' 

por pJ anta, Ja s1J-
.. /(:'-~·' . ·; ... 

vestre. EJ peso e.Je los UddUJos de __ · Ja-~ CF'u::-z·9~f;:,;"6·~--es-· e-1__5(1?.: "(ett peso 
·--'---~-:~-,"-.--, ., ___ ,,_, ___ ----

total) aJ de la CFll 299-'-l-. En cu.anto,_ aJ .. '_·namero- de riddulos, Ja CFll 

299-& i nd uc e solamente el 50?. co11 resp_ecto -a la CFU 299-IJ., Los 

datos de Ja fig.11 son el resultado de.cuat1~0 exper!mentos inde-

pendientes. La desv1acidt1 estJndar presentada en la flg.11 es el 

promedio de las desviaciones estJndar resultantes 
• 

per1mento. 

,, 
..... ~.:-~ .. --.:--

en cada ex-



t1! SCUS I Oll 

Rhizobium, as! como otros microorganismos que 111teraccionan 

con plantas, producen compuestos que en la_ planta funcionan como 

hormonas 1 por lo que se co11cibe a esta producción hormonal como 

una seflal que utiliza la bacteria durante su 

planta. 

relacidn con 1 a 

Por eJemplo 1 en Pseudomonas savastanoi y Agrobacterium se ha 

comprobado que estos compuestos se requieren para alterar 1 os 

balances hormonales de la planta, '•dando lugar al ef e c to 

tumorogénico. 

Es por ello que en Rhizob1u1n, que perte11ece a la misma familia 

de Agrobactcrium y que tamblé11· establece u11a estreclta inter-

relacidn con Ja planta, se piense que los compuestos hor1nona les 

que secreta inciden en su relacidn con la planta, es to es, 

durante la simbiosis. Des af o r tunad amen te 1 aún se carece de 

suficiente evidencia que lo confirme. 

Si analizamos los dos primeros estadios de Ja interacc1d11 sim-

biótica observaremos que se inducen dos efectos de divisidn 

celular a distancia, el primero en la corteza externa y luego en 

c~Julas de la corteza interr1a. Ex is ten datos que sugieren que 

este efecto bien pudiera estar mediado por l1ormo11as de orige11 

bacteriano. Por eJerpplo, Bauer y colaboradores (1985} encontraron 

que Rl1izob1um induce un gran 11~mero Je sitios susceptibles de i11-



que 
' 

·'Con t ac·t.-O'-, d '!-r·e C t'O :_:-e·-;-ttr'e :i(~~~}i~-~-'1 i·:_:-i7'i"'d~·:i-b·~~--t~~~-:~2{-a>~~ es ta··. 
·.:- _:-·-;:-· ··:"·:.::,·.:-.; 

induce ion e~ es p ~-e i e.' e_ s p .. ~-~) i·f:~ ~-:,:.\~-:; ~-~:'i:~:¡::~--rri-~~-,:;·¿/b~:-~:-~~~-~-~\r;~:_:;;-.q·u;~ --.:·~:¡ 

pues to-- b·e-n i i i a den t n-a-- rc\-:t~:-~-,,i ~·1,¿-~·:·,~· ;_.p--~'ó\í:~''¿ k}?;e~-:t~~{~~~f~-;;~:~',L'~i-~·-ci't~ti-~:::. ·pa·r ~ 
,o,-,,..; < >,,,. '•'r" •,, 

Long y' -e o 1 abo I~ cld o r e_s_ -:-,t'1'9."8 a~-»-i-~- L~'~ ~~:at~~:6--~·:.~:~ l~~-LIC::1·~:~«:::,_,- és"-tr_u e---:-·. -

om-. · 

hubiese 

otr_o_ lado 1 

turas pseudonodulares en presencia de· ieatinai cómo sustituto de 

los genes nod comunes A ·y a. 

En este trabajo se reporta 1 a presencia de una secuencia 

homologa al gene 2 de Agrobacte1•ium lumefaciens en el plásm1do 

simbidtico de la cepa CFN 299. Ya antes se hab!a reportado la 

presencia de secuencias homólogas al 'pTi en los plilsm1dos s im-

bidticos de Rl1izobium de crecimiento rilpido (Pral( as h, 196 2 ), 

aunque no fu~ deierm1nada la 11aturale2a de estas secuencias. Cor1 

respecto a los genes cl1vA y chvB y sus homd l ogos e 11 Rhizob1um 

ndvA y ndvB, estos sor1 c1·omosomales y aunque son necesarios para 

la infecc1d11, sus efectos so11 pleiotrdpicos sobre otras funciones 

de la c~lula que no esla11 1·elacior1ados co11 el proceso i11fecL1vo 

En camb 10 1 en este trabajo r·~porto un~ secue11cia en el pS1m de 

la cepa de .H· phaseoli tipo 2 CF~ ~9~ -~u~ es homdloga al gene 2 

del T-DNA, cuya función se ~on_oce,~ .,_·:Esto,: pudiera ser entonces el 

primer gene involucrado en-nodu1a:~·1dÍf' -:en;_: que se conociera a 1 .... -·::- -' - , .. 
producto que codifica. La -indofa·c:et---ámJ.da·~:h1._dro·1asa codificada por 

e 1 gene 2 del 

acético a partir de 11 o 1 o he 



demostrado, ésto nos sugiere que el_ prod.uc~_o _:de- la.--secuenc ia 

saberlo, serrí 
' , - , -- _': ::-;: ", -_,·:'e,.·'-·:-_:-': _ _.:-.;-,:·:··:,- , '._' __ : - ::·'' 

necesario medir su activi.dad·-.ei1'Zi1n~i."1Ca--:.ya '.sea-.. ·_e.n'' 

compuesto alfa-naftalen acetamida, y el pr_o.~uct_o-~fé_':-, ... ·é~S_:ta<--~·-eai:Ció-n-~c 

tiene actividad aux1nica (Inzé, L96ll). 

El objetivo de este trabajo es demostrar· la de 

esta secuencia en la simbiosis. 

demostrarlo fué la siguiente: mutar a la secuencia y_ o.bservar qué 

evento de la simbiosis es afectado. 

La mutagdnes1s represento un serio problema debido a dif icul-

tades en los eventos de transfet•encia y re-combinación del pG2. El 

problema fué resuelto compleme11tando en trans las funciones com

patibles de mobilización y transfe1·encia. E~te sistema es de gran 

utilidad para transferi~ plasm1dos derivados de ColEl que carecen 

de las funciones mob y tra. 

Otro problema representd la seleccid11 de las dobles recom-

binantes debido a la baJa frecue11cia de r·~combinacidn. Sin cm-

bargo, este problema fue· resuelto insertando en el pG2.n.Tc un cas-

sette que co11fiere ,e11s1blidad a sacarosa. Esto permitid se lec-

c1onar positivamente a las dobles 1•ecombi11antes, Esta estrategia 
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1 a mutant-e íri-ti'~j;~;~,~~{d{¡~~~d~:~~~'~;§,ó-~:-·~-~-'.~>~-,~;ddu l~s_; con respecto a 
-:-\:::·-':_Li ;?<_::· <_,,··:: '"!'··-

embargo, 

la silvestre. ·.,_ ~;y<·_-~_J_·:·:.-.- -_.__ . 

As Í pues, la fu'n·c,.id'~--'::·· d,~- <_''.'~:~,:~·,:-Sec~enci<i.. homdloga al cene 2 de 
. ··, ,·,_-" '>:' :_. -- _; .. 

Agrobacterium incide_ en 1·a_ capaCi~ad_ de la cepa CFU 299 de in-

ducir un mayor nómero d~ n~dulos~ 

Como lo descr1bt anteri-orrÍii·n'te 1 •• Rhlzoblum induce en la raíz un 

gran nl1mero de sitios suscept"ib~ es de ser infec lados. Estos 
. . . ·- . 

sitios aparecen como "grupos de_:--c-é __ lui'as corticales en div1s1dn¡ de 

todos estos sitios s'usc e-·~ _t:í;b..t e~ 
- .-,,,_. sd·to un pequeno r1ómero forma 

nódulos. 

demasiados 

El proceso_ inh-ib:i:t-~.i'.-.. i~· _que impide que se formen 

nddulos se --~-:0'.~co·d-;~---:- ~-¿,~o:::,-:·,;_.aul:of.f•eguJación" y esta deter-

r~-1-~~:r·'~--~:::,~, ;:/.~_i:9,~'j\.-: ··no l fe, minado por Ja pla11ta 1966). Este proceso 

probablemente los 

nddulos, lo que ac<Jrr'e·a-r,1-·a,-_·-~·-:p·µ·Ob_-Je·mas nutricionales para el resto 

de la planta. Carrol'l <~é"·:r-9·~-~-~-i-'-'-:r~·p_ó_1~la. una mutante de soya alteratla 



. -- -,. ,'. ·_/_- _·. 

en el sistema de aut·o-rregu'(a--Cfd1~ s_~P~-~--~:ri_·d;~º(~-~~-:t.·~·:) .En--'chíchiiro se 

Ahora bien, una., 

homdloga al gene :2. 

regulacidn de_ 1-a-::pLárita~ 

mayor ndmero d~ s)t(ói·~ 

a 1 a de 

-.~::: ;-.,--_. -

los balances horm.on·a1·e·s: que rnan_ti_e11e:::a/láS.-·--·c-éfÜi"a·s·- ___ -c·ori:!"é_a_les" en 

act1v1dad mer1stemática. En un futuro; ·_:'pie-nS'o hacer_ experiment·os 

tendientes a demostrar si dsto es ciertd:o no. 

Sólo los Rhizobium phaseoli tipo 2 y la cepa CFN 24~ (que es un 

a1lamiento natural de Hacroplilum gibos1follum y que r1odula a 

Phaseolus vulsaris) poseen ur1a secuencia homdloga al gene 2 de 

Agrobacter1um. Se pregunta uno s1 el pSim de estos Hh1zobium son 

mds cercanos al pTi de Agrobacte1·ium que los pSim de los dem.:i'.s 

Rhizobium. Esto resulta posible si se piensa en el hecho de que 

no sdlo existe una secuencia homóloga al gene 2 1 sino tambie'n al 

gene 5 del T-DUA (E. I•larli11ez, comunicdc ion personal) y no es 1m-

probable que la homología se extienda a otros genes. Sin embargo, 

por qtief los demgs Rh1zobium no comparten esta secuericia?. Prob-

ablemente se deba a que existe11 varias estrategias infeccidn 

entre los Rhizobia y por ello utilizan genes distintos o bien 1 

~e>eisten genes que son heterólogos a nivel de secuencia 

nucleotldica 1 pero que son homdl-ogos funcionalmente al producto 

5 



del gene 2. 

Por otro lado 1 es impo.rtante con·ocer .la se-cuenc1a nuc.leol-!dica· 

2: del T-DUA posee un promotor-- eucar_lote·,-. no así el gene _iaaH de. 

savastanoi. La se·cuenc lci--

sobre la divergencia de este_ gene.-. .-_en Rhizobiu1n 1 · Acrobacterium y 

Pseudomonas. 

También creo importante cono·cer la regulación de la expresión 

del producto de esta secuencia, Todo et lo nos ayudaría a entender 

con mayor eKactitud la func1dn que desempefia este gene u11a vez en 

contacto con la planta. ,, 



Gene 

nod A 

nod B 

nod e 

nod D 

nod E 

nod F 

nod G 

nod H 

nod I 

nod J 

nod L 

nod M 

nod o 

nod X 

NOTASz al 

b) 

*l 

TABLA I: 

Fenotipo en cepas de Rhizobium 

!!.• 1eguminosarum !!_ .. ·trifo1ii R. meli1oti 

Hac - a 

-Hac 

-Hac 

-Hac 

Retraso 

Retraso 

Retraso 

? 

** 

Hac .- Enroscamiento de1 pelo radicu1ar. 

Retraso.- RetrAso en la nodu1ación. 

Nod+ en chícharo. 

**) En chícharos Afganistán. 

Ref. Vázquez (1988) 



c.· 
e:- a ~ 

"O u d e 
~ E e "O ~ u e ·e u u º u a: u 

·~ 
c. u ~ 111 '¡; > 

T}-pe: of hormone (showing a - = = e d e =~ .e - .e 
o e ~ ~ o >- " e-" 

~ reprcsen1ative example of "" e ·.:: e ·:; u 
e :!!! e ~ " ~ "' e ""u e o "O 

eachclass) o .~ e e ~a u ·v; e 
''ñ .::! ·- = ca•;: u ~a "" u ti= "O = ¡¡ - = e E ~ 'ü 111 

·~ = u g :;: " ~·5 :¡¡ :¡¡ ":J :r. -= ~ " ~ e 
e = e = cr: .E 

~e u <-= u u - > - > """ "' "-

Auxins @:JCH,COOH 
lndole~J~acetic acíd (IAA) .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ 

H 

Gibberelins H~OH .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ 
Gibberellic acid (GA:1) CH 

CHJ COOH 
1 

/CH:OH 
NHCH1CH=C 

Cytokinins O'> 'CH, 
.¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ 

Zeatin 

H 

CH, 

~ lnhibi1ors .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ 
Absciscic acid (ABA) OH COOH 

o 
H H ' / .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ .¡ C=C 

Ethylene .( '\ 

Tabla II. Esquema general de las principales hormonas en plantas y su efecto 

en el crecimiento y desarrollo. 

(Hal.l., 1984). 
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TABLA III 

Cepas y plásmidos utilizados y constru!dos en e.ste trabajo. 

CEPAS 

~- ~ 
HB 1 01 

!!:.• phaseoli 
CFN 299 

CFN 299-4 

CFN 299-6 

Agrobacterium 

GMI9023 

Ac 

Aa 

Ab 

Ac-54 

PLASHIDOS 

pG2 

pHP-45 omegaTc 

pGUS3 

pG2 omegaTc 

GENOTIPO 

p-,hsdR, hsdM, recA-, snr: 

Acido y aluminio resistente 
Nalr. 

Derivada de la CFN 299 con 
una inserción TnS en el 
cromosoma. 

Derivada de la CFN 299-4 
(omega-Te en el pSim). 

A. tumefaciens sin plásmi
dos, smr, Rifr. 

Derivada de la GMI9023 que 
contiene el pSim de la C~N 
299. 

Derivada de la GMI9023 que 
contiene al plásmido a de 
la CFN ·299, Kmr por -un TnS 
en el plásmido a. 

Derivada de la GMI9023 que 
contiene al plásmido b de 
la CFN 299, Kmr por un Tn5 
en el plásmido h. 

Derivada de la J\.c con una 
inserción omega-Te en el 
pSim de la CFN 299. 

Derivado del pCK7 que 
contiene al gene 2 del 
T-DNA de~· tumefaciens,Kmr. 

Derivado rlel pHP45 (Prentki, 
1984) qne lleva el cassette 
omega-Te de 2Kb. 

Derivado del pUC0800 

Derivado del pG2 con una 
insersión omega-Te en el 
gene 2. 
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pHAS-T23 

pGJ28 

pR64drd11 

TABLA III (continuación) 

Derivado del pG2 omegaTc 
con una inserción de1 
cassette Sac en e1 sitio 
de BamHi de1 pG2. 

Derivado de Co1D que 11eva 
clonadas 1as funciones mob 
de Co1E1. 

,, 

Este trabajo. 

Van Haute, 1983. 

Wa-rren, 1980. 



NH 

Triptamina 

NH 

Triptofano 

NH 

NH 

:tndol-3-acético 

H 

Indol-3-etanol 

.Fig.1. Principales vías de biosíntesis de IAA en plantas. 



Fig. '2 

Representaci6n del plSsmido T~ de ~· tumefaciens c 58 • 

pTi esa 

,,.. 
_ ... / 



Fig3. Biosíntesis de IAA por P. savastanoi y~· tumefaciens.• 

'>--~--,n-CH2-CH-COOH 

NH 

Triptofano 

• 
NH2 

~ 'º'"ºº'ººº "ººººº'ºººººº 

~-oo,-;:, 
NH 

Indo1-3-acetamida 

,, 

indo1acetamida hidro1asa 

NH 

I.ndo l.- 3-acético 

* Bef. Kosuge,19821 Scroder,1984. 



Fig.4. Bios!ntesis de IAA en R. phaseoli ltipo 1). en vida libre.* 

'\.-~--.·-cH 2-rH-COOH 

NI! 

H 

Indol-3-etano1 

NH 

Indol.-3-acético 

NH 

Indol-3-metanol 

* Ernstsen,1987. 
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•• : 1 ·~ .. •"' 

. ,~:·¡: e ·-·-b -a 

-
- -4 Kb 

--

Fig.S. Perfil de p1ásmidos de la cepa 
CFN299 obtenido por la técnica 
de Eckhardt(197B) • 

Fig.6. Hibridización del pG2 en genoma 
de la CFN 299 digerido con Bam
H1 .En EcoR1 hibridiza un frag-
mento del mismo t;amaño (4Kb). 
f.= fago Lambda digerido con -
Hind III. 



a b e d 

' ·' 
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Fi9. 7. llibridización del pG2 en genomas de las 
cepas: a)CFN 299, b)Ac, c)Aa y d)Ab. En 
(a) y (b) las flechas indican hibridiza 
ción del 9C?n!'.! 2. En (e) y {d) las fle-=- i ,. 
chas indican hibridización con TnS (ge-
ne de Km).llibridización en condiciones
laxas (2XSSC,!:i5 ºC) •. 
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Sistema de transferencia del pMAS-T23 a la cepa Ac. 

pMAS-T23 

pGJ28 

--~~-~~....,,,,_.~~~~~~~~~~~ - Ac 
( 7" (GMI9023/pSim 299) 

pR64dZ:d 11 

TABLA ¡.V 

• 

ESTA TESIS NO BEBE 
SALIR DE LA BIBLIBTECA 

Frecuencia de recombinación de la cepa Ac con el pMAS-T23. 

8!.E.!!. Recombinación sencilla Recombinaci6n doble. 

Ac 1 • 5 X 10-9 s.o X 10-S 

C59* 6.0 X 10-B 2.s X 1 o- 4 

; 

\ 

•Reportado para la recombinaci6n 100% homóloga en A. tumefaciens(van Haute 
1983). 
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~&Kb 
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~&Kb 

Fig.10 (A) .Hib"rid:iZaci6n- del- pG2 en 
·pe_rfi1e·s __ .. -ae_ -Ptásmidos de 
recombi na·n tes :>sen ci 11as-

. (c0irit'egrciC-iórl -del.. pM1\S
T23) .. inde~endiontes en -
l.a_cepa·'Ac.condiciones· -
ae'hibridizaci6n estric
ta·_-(para· alta homolci~!a). 

Fig.10' (B). Hib~idización del. pG2 (a} 
Y Te (b) en el genoma de 
lá doble recombinante Ac-
5~ _digerido con EcoR1.En
la dobl.e recombinante se
genera un fragmento de 6-
Kb (por las 2 Kb del ca-
ssette de Tc).Este frag-
mento de 6Kb fué clonado
en el. pUC19 y usado como
detector en el experimen
to de 1 a f i g. 1 o (e) • 

Fig.10 (C).Hibridizaci6n del fragmen
to de 6Kb (fig.108) e~ l.os 
genomas· de las cepas: a)C
FN 299-4; b) Ac-54 y e) c
FN 299-6. La cepa CFN 299-
6 corresponde a una trans
conjugan te de la CFN 299-4 
que recibió el pSim mutado 
de la Ac-54. 
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Fig.11. Nodulaci6n de la CFN 299-6.(A) Peso de la raíz por planta; 
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de nitrógeno1 (O) Número de nódulos(porcentaje por planta). 
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