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INTRODUCCION 

Importancia 

En las últimas décadas ha aumentado la demanda de alimentos; 
para cubrir esta demanda incrementando la producción agricola, se 
ha hecho necesaria la fertilización inorgánica de los suelos para 
una óptima producción en el campo. Sin embargo la utilización de 
fertilizantes presenta 3 grandes inconvenientes: 

a) la producción de fertilizantes nitrogenados comprende un 
proceso de alto consumo de energia lo que hace muy costoso su uso 

b) los fertilizantes presentan efectos negativos en los suelos 
cuando se usan indiscriminadamente ya que va empobreciendolos 
cada vez más ocasionando una mayor demanda de estos fertilizantes 

c) contaminan los mantos freaticos y nitrifican lagos y ríos 

sin embargo la naturaleza tiene resuelto desde hace mucho 
tiempo este problema mediante la fijación biológica del 
nitrógeno: que se da en organismos en vida libre como Klepsiella 
o Anabaena o en bacterias de la familia de las Rhizobiaceae que 
establecen una asociación con las raices de las leguminosas donde 
forman un nuevo órgano, el nódulo, en el que fijan el nitrógeno 
atmosférico en amonio. Este proceso es muy especifico, es decir, 
la bacteria se asocia solamente a un tipo de leguminosa im
plicando múltiples interacciones entre ambos organismos. Recien
temente el estudio de la simbiosis entre Rhizobium y las 
leguminosas se ha incrementado debido no solo a su potencial en 
la agricultura, sino además de ser un proceso biológico fas
cinante que implica la relación entre un organismo eucariote 
(leguminosa) y un organismo procariote (Rhizobium). 

El estudio de los nódulos de las raices de las leguminosas 
se encuentra documentado a partir del siglo XVI: 

a) Dalechamps en 1586, apuntó sobre los abundantes nódulos de Or
nitopodium tuberosum 
b) Malpighi en 1679, observó "tumores" en Pisum sativum 
c) Al principio del siglo XIX el concepto de que los nódulos eran 
estructuras provocadas por patógenos o por picaduras de insectos 
u hongos era ampliamente aceptada; y otros pensaban que eran 
raices deformadas u órganos de almacenamiento o de absorción 
d) Trevinarus en 1851, pensaba que los nódulos no se debian a in
vasiones de patógenos sino que eran gemas adventicias 
e) Woronin en 1867 en sus estudios de anatomía de nódulos de 



Lupinus mutabilis descrbió pequeños corpúsculos que se en
contraban dentro del nódulo y que eran capaces de moverse en 
medio liquido. Aunque no los pudo cultivar, estuvo seguro de que 
estas "bacterias" eran la causa de la formación del nódulo. Pen
saba además que los nódulos eran inducidos por mixomicetes y los 
"bacteroides" eran las esporas 
f) Eriksson y Frank en 1879, pensaron que el nódulo aparecía por 
una infección que comenzaba fuera de la raíz 
g) Hellriegel y Wilfarth en 1879, demostraron que las leguminosas_ 
eran noduladas por microorganismos que se encontraban en extrac
tos de suelo y que podían fijar nitrógeno 
h) Ward y Prazmowski en 1890, describieron en Vicia faba y Pisum 
sativum el proceso de infección por el hilo de infección hasta 
el córtex de la raíz 
i) Beijerinck, Prazmoswski y Frank en 1888 aislaron las bacterias 
j) Beijerinck llamó a las bacterias Bacillus radicícola que 
además dividió a los organismos del nódulo en grupos de 
crecimiento rápido y de crecimiento lento 
k) Nobbe en 1881, Atkinson en 1899, Kirchner en 1895 y Hiltner en 
1900 se dieron cuenta de que existía cierta especificidad en 
cuanto cuales leguminosas eran noduladas · 
1) Wobbe y Hiltner en 1896 cultivaron Rhizobium en un medio al 
que llamaron Nitragin 
m) Fred, Baldwin y McCoy en 1932, reconocieron 8 grupos de 
inoculac~ón cruzada 

El proceso de nodulación: la simbiosis Rhizobium - leguminosa 

Las bacterias del género Rhizobium definidas como aquellas 
que establecen una simbiosis con las raíces de las leguminosas 
han sido reclasificadas en 3 géneros distintos dentro de la 
familia de las Rhizobiaceae: 

Rhizobium 
Bradyrhizobium 
Azorhizobium 

Para que se lleve a cabo la simbiosis y la fijación de 
nitrógeno, es necesario que la bacteria infecte las raíces de las 
leguminosas mediante un proceso que comprende diferentes niveles ·" 
(Long, 1984): 

a) colonización de la superficie de la raíz 

b) deformación y enroscamiento de los pelos radiculares 

c) mitósis de las células del córtex de la raíz 

d) penetración de las bacterias a través de los pelos radiculares 
por el hilo de infección, división y proliferación de las bac
terias 

f) formación del nódulo 

q) liberación de las bacterias del hilo de infección dentro del 
nódulo rodeadas de una membrana de origen vegetal llamada 
membrana peribacteroidal 
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h) diferenciación de las bacterias en bacteroides y fijación de 
nitrógeno 

i) funcionamiento del nódulo, estabilidad y persistencia 

j) a su vez la planta empieza a sintetizar unas proteinas nódulo 
especificas llamadas nodulinas 

Las especies de Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium se 
clasifican de acuerdo con la planta a la que infectan y a su 
velocidad de crecimiento: 

BACTERIA· 
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli 

Rbizobium leguminosarum bv. yiceae 

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

Rhizobium meliloti 

Rhizobium fredii 

Bradyrhizobium japonicum 

Azorhizobium caulinodans 

Genética da la nodulación 

PLANTA CRECIMIENTO 
frijol rápido 

chicharo, veza rápido 

trébol rápido 

alfalfa rápido 

soya lento 

soya lento 

sesbania 

. La identificación de los genes simbióticos abrió nuevas 
posibilidades de estudio en el proceso de la nodulación 
(Kondorosi, 1984). En la mayoria de las especies de Rhizobium la 
información genética para llevar a cabo la simbiosis (genes de 
nodulación comunes y de especificidad) y de fijación de nitrógeno 
(genes .t1x y nif) se encuentra localizada en plásmidos de alto 
peso molecular llamados plásmidos simbióticos (Banfalvi, 1981). 
Cuando los plásmidos simbióticos se transfirieron a cepas curadas 
de sus plámsidos, Nod- Fix- o a Agrobacterium, estas cepas 
adquirian la·capacidad de nodular y en algunos casos de fijar 
nitrógeno (Hooykaas, 1978). Además se han localizado otras fun
ciones en plásmidos no simbióticos que pueden estar o no par
ticipando en la simbiosis: 

-En Rhizobium meliloti GR en el plásmido pRmeGR4b se encuentran 
funciones de eficiencia para la formación del nódulo y parece ser 



que estos genes están relacionados con nifA (Sanjuan, 1989) 

-En un plásmido de Rhizobium meliloti 41 se encuentran los genes 
cae que pueden catabolizar la calistegina como única fuente de 
carbono y nitrógeno. Este compuesto no se encuentra en las raíces 
de las leguminosas sino sólo en 2 especies de convolovulaceae y l 
especie de Solanaceae (Tepfer, 1988) 

Los genes de nodulación localizados en estos plásmidos 
simbióticos se agrupan en 3 clases: los genes nod comunes, los 
genes de especificidad y los genes nodo. 

a) los genes nod comunes, nodABC 

Están involucrados en las primeras etapas de la nodulación. 
son genes conservados funcional y estructuralmente entre los 
Rhizobia. Funcionan como alelos equivalentes a través de los 
diferentes especies de Rhizobium sin nigún efecto en el espectro 
de especificidad. Es decir mutantes en nodA, nodB y nodC tienen 
el mismo fenotipo: no inducen enroscamiento ni deformaciones en 
los pelos radiculares ni división celular en las células del 
córtex de la raíz, no hay nodulación (Nod-¡. Estas mutantes 
pueden ser complementadas por los genes nodABC de diferentes 
Rhizobia. 

Los genes nodABC no se expresan en vida libre y se inducen 
en presencia del producto de n.rum mas los compuestos flavonoides 
que se encuentran en exudados de las raices o semillas de las 
leguminosas (Mulligan, 1985, Rossen, 1985). Estos genes nodABC 
se expresan exclusivamente en Rhizobium o en Agrobacterium y no 
en.&.... &Q.li, Xantomonas ni pseudomonas (Yelton, 1987). La 
ubicación física de estos genes se encuentra en la figura l. 

Características de los genes nru! comunes: 

. DQ!ID: 

codifica para un producto de 21.8 kd que se encuentra en 
citoplasma y también se puede encontrar asociado 
a membrana citoplámsica (Johnson, 1989) al principio de la 
nodulación y en el nódulo (Schmidt, 1986). Se encuentra en 
mayor cantidad que nodB y que nodc (Schmidt, 1988) 

codifica para un producto de 23.8 kd que se encuentra en el 
citoplasma, junto con nodA se requiere para producir 
factores difusibles que a bajas concentraciones inducen la 
mitósis en protoplastos vegetales: se encuentra en una 
concentración mucho menor que nodA y que nodc (Schmidt, 
1988) 

nodc: codifica para un producto de 46.8 kd (John, 1988) que se 
ensambla en la membrana externa con un dominio extracelu
lar (Johnson, 1989) y se encuentra en nódulos maduros 
en los bacteroides donde aparece procesada a una proteína 
de 34 kd (Schmidt, 1986), su función es de transducción de 
señales (Schmidt, 1988) 

Para que se lleve a cabo la nodulación se necesita que los 
productos de J1Q!!A.ru;; no asten en grandes cantidades (Mulligan, 
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1989) ya que la sobreexpresión de estos genes inhibe la 
nodulación. 

b) Los genes de especificidad 

La caracteristica principal de estos genes de especificidad 
es que parecen estar relacionados con la eficiencia de nodulación 
y con la selección sobre la planta hospedera. Pueden actuar 
positivamente para nodular una planta determinada o negativamente 
para prevenir esta asociación. No funcionan como alelos a través 
de las diferentes especies de Rhizobium. 

El fenotipo de las mutantes en estos genes a diferencia de 
los genes nodABC es que causan ligeros cambios en la nodulación, 
afectan el espectro de especificidad (ampliandolo o reduciendolo) 
y el porcentaje y frecuencia de formación de nódulos (Mulligan, 
1989). Sin embargo mutantes en el gen nodH presentan fenotipo 
Nod-. 

Los genes de especificidad hasta ahora descritos para 
Rhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum bv. yiceae y 
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii y cuya organización fisica 
se encuentra en la figura 1 son: 

Para Rhizobium meliloti 
nodH codifica para un producto de 28.5 kd, presenta un 
promotor con las caracteristicas de una caja 11.QQ consenso, y 
mutantes en este gen da fenotipo Nod- y afectan el espectro de 
especificidad (Faucher, 1988). Se encuentra involucrado en la 
modificación de una señal extracelular especifica de alfalfa 
(Banfalvi, 1989) 
~ forman parte de una misma unidad transcripcional y 
mutantes en estos genes presentan un fenotipo de retraso en la 
nodulación (Mulligan, 1989, Honma, 1990). D.QQ.E presenta un 
promotor con las caracteristicas de una caja 11.QQ consenso y 
codifica para un producto muy hidrofilico (Debellé, 1986) de 97 
kda (Shearman, 1986). nodE codifica para un producto de 41.7 kd 
(Debellé, 1986) que se encuentra asociado a la membrana 
citoplásmica que se transporta al exterior y cuya función 
seguramente es de transducción de señales (Spaink, 1989). nodG 
codifica para un producto de 26 kd (Debellé, 1986) 
.11.Q!!fQ se encuentran al extremo 3 1 de nodFEG (Schwedock, 1989) 
y codifican para productos de 34.7 kd y 70.6 kd respectivamente 
(Cervantes, 1989) 

Para Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Cremers, 1988, de Maagd, 
1989, Spaink, 1989) 
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nodIJ se transcriben a partir del promotor de nodABC, 
mutantes en estos genes presentan un fenotipo de retraso en la 
nodulación. nodI codifica para un producto de 34.3 kd y nodJ 
codifica para un producto de 27.6 kd muy hidrofóbico (Evans, 
1986) 
~ n.Qfll: tiene promotor con las características de una caja 
DQg consenso y mutantes en estos genes presentan un fenotipo de 
retraso en la nodulación y reducen el espectro de plantas para 
nodular (Surin, 1988) 
~ Il.QQM tiene promotor con las características de una caja 
DQg consenso y mutantes en estos genes presentan un fenotipo de 
retraso en la nodulación 
nodo tiene promotor con las características de una caja nod 
consenso y mutantes en este gen presenta un fenotpio de retraso 
en la nodulación 

Para Rbizobium lequminosarum bv. trifolii (Surin, 1990) 
.llQ.!lll¡ n.Q!ll'. tiene promotor con las características de una caja 
n.Qll consenso y mutantes en estos genes presentan un fenotipo de 
retraso en la nodulación 
IlQQ.URi D.Q!ll,, tiene promotor con las características de una caja 
n.Qll consenso y mutantes en estos genes presentan un fenotipo de 
retraso en la nodulación y reducen el espectro de plantas 
hospederas (Surin, 1988) 
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Regulación de la expresión de loa genes de nodulación: los genes 
nodD 

La regulación de la expresión de los genes D.Ql! es un 
mecanismo de control importante en la primera parte de la sim
biosis (Mulligan 1985). Los genes nodD son los responsables de la 
regulación positiva de los genes nod comunes y de especificidad. 
Los genes de nodulación se inducen en presencia de la flavona 
especifica mediado por el producto de llQ.l!Q, Nodo. Se han descrito 
1,2 ó 3 copias funcionales de nodo en las diferentes especies de 
Rbizobium y se encuentran generalmente a un lado de nodA a una 
distancia que puede variar entre 300 pb o hasta varias kb 
(Gottfert, 1989)(figura 1). se transcribe en forma divergente de 

D.Q9A y se expresan constitutivamente tanto en vida libre como en 
simbiosis (Mulligan, 1985) ~alvo en Rhizobium leguminosarum bv. 
viceae donde se autoregula (Rosen, 1985). Nodo se encuentra 
asociado a la membrana citoplásmica independientemente de la 
presencia o ausencia de inductor (Schlaman, 1989). D.Q!ll! se ex
presa solamente en bacterias de la familia de las Rhizobiaceae 
(Yelton, 1987). 

Para que el producto de .nm;lQ active la transcripción de los 
genes de nodulación requiere de: la presencia de compuestos 
flavonoides que son exudados por la raiz o la semilla de las 
leguminosas y que los genes de nodulación que sean inducidos por 
Nodo tengan el promotor consenso, la caja .DQQ, donde se une Nodo 
y que representa la región de control transcripcional para los 
genes DQfl (Mulligan, 1989). En general nodo se une a la caja .DQQ 
e inicia la transcripción, en presencia de la flavona, entre 26 -
28 pares de bases al 3 1 de la caja (Mulligan, 1989) actuando corno 
multirnero cuando se pega al ONA (Fisher, 1989, Honrna, 1990). Por 
experimentos a sensibilidad a ONAsa, nodo forma una huella de al
rededor de 50 - 60 pares de bases cuando se une a la caja nQSl y 
alrededor de 25 - 85 al 5 1 del sitio de inicio de la 
transcripción (Mulligan, 1989), 

Se tiene solo evidencia indirecta de que Nodo interactúa con 
la flavona: 

a) la sustitución de un D.Q!!.D de un Rhizobium por otro ~ de 
otro Rhizobium puede determinar el espectro de compuestos que in
ducen la expresión de genes ngg y por lo tanto cambiar el 
espectro de infección (Spaink, 1987) 

b) mutantes en nodo pueden ampliar el espectro de plantas a 
nodular o el espectro de compuestos que puedan inducir (Mulligan, 



1989) 

Existen en los diferentes Rhizobia una o más copias de nodD 
que son capaces de detectar diferentes compuestos flavonoides: 

En Rhizobium meliloti se han descrito 3 genes nodD (Rodríquez
Quiñones) nodDl, nodD2, y nodDJ (figural) que por secuencia son 
muy similares entre si(Honma, 1987): 

NodDl induce los genes nQ!! en presencia de luteolína que se en
cuentra en el exudado de raíz de alfalfa {Peters, 1986). Se han 
identificado otros compuestos como la chalcona y crisoeriol como 
inductores (Hartwig, 1990, Maxwell, 1989). Por experimentos de 
sensiblidad a DNAsa no presenta diferencia en su huella de pegado 
al DNA (footprint) en presencia de luteolína o sin inductor. La 
relación parece ser mas bien con la RNApol y no con la unión al 
DNA (Fisher, 1989). 
NodD2 induce los genes nQ!! en presencia de algún compuesto del 
exudado de raíz de alfalfa (Mulligan, 1989, Honma, 1990) y 
requiere de una secuencia localizada a su extremo 5 1 para su fun
cionamiento 
NodDJ requiere de la presencia del locus ~ para inducir los 
genes nru! en ausencia de inductor (Mulligan, 1989, Honma, 1990). 
Por experimentos de sensibilidad a DNAsa, se observa que NodDJ 
genera un patron diferente al de NodDl, lo que indica que nodDJ 
se une en un sitio distinto al de NodDl y que la unión a este 
otro sitio es independiente de la presencia de inductor. También 
pudiera ser que este patron se deba a la forma de purificación de 
NodJ (Fisher, 1989). Además no se ven diferencias entre nodDl y 
nodDJ cuando inician la transcripción, es decir, el transcrito 
comienza en el mismo sitio (Fisher, 1989). 
Mutantes sencillas o dobles en estos genes nodo 
fenotipo Nod+ con retraso en la nodulación. Con 
mutante nodDl-nodD2-nodDJ- o nodDl-nodD2-syrM
fenotipo Nod-. 

tienen un 
una triple 
se obtiene 

En Rhizobium lequminosarum bv. viceae existe una copia de 
ll.QQ12 (figura 1) cuyo producto induce los genes nru! en presencia ., 
de luteolína o narigenina (Zaat, 1987). Este D.QQ.Q se autoregula y 
mutantes en este gen tienen fenotipo Nod- (Rossen, 1985). 

En Rhizobium lequminosarum bv. trifolii se ha descrito una 
copia de~ (figura 1) cuyo producto induce a los genes nod en 
presencia de 7,4'-dihidroxiflavona (Redmond, 1986) 

En Bradyrhizobium japonicum NodDl induce a los genes nQ.Q en 
presencia de daidzeína o genisteína (Kosslak, 1987) 

Se ha descrito además de nodo, otra molécula relacionada con 
la regulación de la expresión de nodABC (Kondorosi, 1989): en la 
cepa de Rhizobium meliloti AK631 existe una molécula represora de 
la expresión de nodABC que compite con la RNA ol por su sitio de 
unión entre los promotores sobrelapados de noSo y nodA. En ausen
cia de esta molécula aumentan los niveles de nodD y por lo tanto 
los niveles de nodABC se incrementan. 
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señales moleculares de la planta 

Las flavonas (figura 2), como se mencionó anteriormente, se 
necesitan para que se activen los genes de nodulación en presen
cia de Nodo. Las ralees de las leguminosas producen una gran can
tidad de compuestos flavonoides (Zaat, 1988) sin embargo la 

FLAVONA ISOFLAVONA FLAVANONA FIGURA 2 

expresión de los genes D.Qll es inducida por concentraciones muy 
bajas de flavonas y a los pocos minutos de su exposición (Zaat. 
1987). Además de este efecto inductor de las flavonas, pueden 
presentar efectos represores sobre los genes D.Qll dependiendo del 
Rhizobium: 
las isof lavonas son inductores de los genes de nodulación de 
Rhizobia de crecimiento lento, pero inhiben la inducción de los 
D.Qll en Rhizobia de crecimiento rápido (Firmin, 1986). Por otro 
lado la umbeliferona que es un compuesto flavonoide que se en
cuentra en el exudado de las ralees de trébol también tiene un 
efecto negativo sobre la inducción de los genes nod de Rhizobium 
leguminosarum bv. trifolii (Djordjevic, 1987). 

Se ha demostrado por lo menos para el caso de la narigenina, 
que la entrada de la flavona a la célula no es un paso limitante 
para llevar a cabo la inducción de los genes D.Qll (Recourt, 1989): 
la acumulación de narigenina en la célula no requiere de ninguna 
conversión metabólica ni del pSim, no se inhibe por otras 
flavonas, no hay sitios da alta afinidad, no se ve afectada por 
cambios de temperatura, no se satura y es muy reversible 



ANTECEDENTES 

En el laboratorio hemos estado interesados en el proceso de 
nodulación entre Phaseolus vulgaris - Rbizobium leguminosarum bv. 
phaseoli. Se han estado investigando 2 lineas principalmente: 

-el estudio de las proteinas nódulo especificas de frijol, 
nodulinas 

-el estuqio de los genes bacterianos involucrados en el proceso 
de la nodulación especificamente n.ruID, .DQQA, nQ.!!D y ~ 

El estudio de los genes de nodulación de Rbizobium 
leguminosarum bv. phaseoli comenzó al construirse un banco 
genómico de DNA de la cepa silvestre CFN42 en cósmidos cuyo 
vector fue el pSUP205(Simon, 1983). El tamaño promedio de los in
sertos iba de 30 - 50 kb. Con la idea de identificar a los 
cósmidos que llevaran los genes nodDABC, se hizo una primera 
selección probando el banco de cósmidos por hibridización contra 
un probador de nifHDK de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli 
(pCQ12) (Quinto, 1982), dado que en otros sistemas descritos los 
genes ni.{ se encuentran cerca de los genes nm;!. Posteriormente 
los cósmidos que dieron señal positiva se transfirieron por 
conjugación a la cepa CFN2001 curada del plásmido simbiótico(Nod
Fix-) derivada de la cepa silvestre, con el objeto de hacer un 
ensayo de complementación para nodulación. Sólo 2 cósmidos, el 
pSM991 y el pSM927, complementaron para nodulación pero no para 
fijación de nitrógeno. Estos cósmidos se caracterizaron por en
zimas de restricción y se hibridizaron con un probador de nodDABC 
de Rhizobium meliloti (pKSK5) (Kondorosi, 1984) identificandose 
los siguientes fragmentos en EcoR I: 
pSM991(35 kb) nggJ2 5.5 kb 

~ 7.2 kb (6.8 kb, Cevallos, 1989) 
nifHDK 4. 6 kb 

pSM927(30 kb) nodABC 7.2 kb 
~4.6 kb 

El pSM927 era capaz de complementar para nodulación a la CFN2001 
pero sorprendentemente no hibridizaba contra el probador de D.Q!;!Q. 

Se caracterizaron de igual modo los cósmidos pSM828 y pSM367 
debido a que hibridizaron con los genes ni!b y n.!1c respec
tivamente, y contra nru;lil pero no complementaban la CFN2001 para 
nodular (Cevallos, 1989). 

Del pSM991 se hicieron digestiones parciales con EcoR I para 
obtener deleciones y asi conseguir el paquete mínimo de 
nodulación. Se obtuvieron entre otros el pSM991-40 de 5.5 kb, 
pSM991-B2 de 7.2 kb, pSM99l-32 de 13.3 kh y el pSM991-25 de 18.8 
kb que fue el unico que seguia complementando a la cepa CFN2001 
para nodulación. con la caracterización de deleciones derivadas 
del pSM991 se identificaron 2 bandas esenciales para que se lleve 
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a cabo la complementación para nodular en la CFN200l: 
nodABC 7.2 kb EcoR I 

? 3.5 kb EcoR I 
el resto de los derivados que no contenian estas dos bandas no 
complementaban para nodulación a la CFN2001.(Tésis de doctorado 
de Miguel Angel Cevallos y Cevallos, 1989). 

Posteriormente se mutagenizó el pSM991-25 (Tésis de maestría 
de Martha Vázquez) con la cual se delimitaron los fragmentos 
esenciales de: · 
7.2 kb EcoR I que hibridiza con nodABC a 4 kb 
3.5 kb EcoR I a 1 kb y cuyos productos se desconocian 

Paralelamente al presente trabajo de maestria, Araceli 
Dávalos (tésis de maestria) y Martha Vázquez (tésis de doctorado) 
secuenciaron la banda de 7.2 kb EcoR I que hibridizaba con nodABC 
y la banda de 3.5 kb EcoR I respectivamente. Los resultados de 
las secuencias fueron sorprendentes: 
a) en el fragmento de 7.2 kb EcoR I se encuentra un promotor con 
las caracteristicas de una caja Jl2!i consenso, ORFl, ORF2, nodB y 
~ 
b) en el fragmento de 3.5 kb EcoR I se encuentra un promotor con 
las caracteristicas de una caja IlQ9 consenso y nodA 

Estos resultados eran sorprendentes ya que en los otros 
Rbizobia los genes comunes de nodulación nodA, nQ!!ll y nodC se en
cuentran formando un operón, sin embargo aún cuando en Rhizobium 
leguminosarum bv. phaseoli estos genes nodBC y J199A no forman 
parte de la misma unidad transcripcional, tienen una alta 
homologia con el resto de los nodABC descritos y posiblemente 
estén sujetos a la misma regulación. 



OBJETIVO 

Dados estos antecedentes, se conocia la localización de nodA 
y nodBC asi como su función esencial en la nodulación. Por otro 
lado se desconocía cómo eran regulados y cual era el papel de 
nodD(s) en dicha regulación ya que se tenia el cósmido pSM927 que 
no hibridizaba contra DQ!;}I2 pero complementaba para nodulación a 
la CFN2001 y los cósmidos pSM828 y pSM367 que no complementaban 
para nodulación a la CFN2001 pero daban señal de hibridización 
contra el probador de DQ!;}I2 indicando la posibilidad de más de una 
copia de nodo en la CE-3. 

Para poder estudiar la regulación de los genes comunes de 
nodulación ~ se hicieron inserciones en estos genes con el 
gen lAQZ de Escherichia 'º2li como gen reportero de la expfesión 
de ~ y se utilizaron la cepa silvestre CE-3 (Nod+ Fix ) y la 
cepa curada del plásmido simbiótico derivada de la silvestre 
CFN2001 (Nod- Fix-). 

De esta manera el objetivo del presente trabajo fue el de 
conocer cómo era la regulación de la expresión de los genes DQlll!Q 
de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli y el efecto de llQ9º en la 
regulación de estos genes. 
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RESULTADOS 

1. Aislamiento 4e fusiones 4el promotor 4e ORF1-0RP2-no4BC con el 
gen~ 

Para poder estudiar la regulación de la expresión de nodBC y 
el papel de nodo en Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, se 
mutagenizaron los plásmidos pSM991-B2 (ORFl-ORF2-nodBC) y el 
pSM991-32 (nodo, ORFl-ORF2-nodBC) con el bacteriófago MudIIPR13 
(Ratet, 1989) formando fusiones traduccionales con el gen lacZ de 
Escherichia coli usandose como gen reportero de la expresión de 
los genes nodBC, 

se seleccionaron 3 inserciones en pSM991-B2: 

pAP4 inserción en ORFl 
pAP7 inserción en nodC 
pAPll inserción al extremo 31 de nodc, fuera de este gen 

Se seleccionaron 3 inserciones en pSM99l-32: 

pAP21 inserción en nodB 
pAP25 inserción en nodC (análoga a la pAP7) 
pAP27 inserción al extremo 31 de nodc, fuera de este gen (análoga 
a la pAPll) 

Se seleccionaron además fusiones en pSM991-25 (Cevallos, 
1989): 

pMV13.2 inserción en el extremo 51 de nodC 
pMV16.l inserción en el extremo 31 de nodC (análoga a la pAP7 
pAP25) 
pMV17.l insercion al extremo 31 de ~. fuera de este gen 
(análoga a la pAPll y pAP27) 

y 

Los mapas de los plásmidos y de las mutantes se encuentran en la 
figura 3. 

2. Expresión 4el promotor 4e ORF1•0RF2-nodBC en pSM991-B2 en las 
cepas CE-3 y CPN2001 

Como primer experimento para determinar la expresión e 
inducción de nodBC, las mutantes pAP4, pAP7 y pAPll se intro
dujeron como cointegrados con el pNC206 por conjugación a la cepa 
CE-3 y a la cepa curada del plásmido simbiótico derivada de la 
cepa silvestre, CFN2001. Las actividades especificas de p galac
tosidasa se determinaron en presencia de naringenina 120 nM y 
genisteina 440 nM. Estas concentraciones se utilizaron por lo 



reportado por una colaboración con el grupo del Dr. B.J.J. Lug
tenberg de la Universidad de Leiden, Holanda. Los resultados se 
encuentran en la tabla 2 y en las figuras 4 y 5. 

En CE-3pAP4 se observó una inducción de 11 y 14 veces, en 
CE-3pAP7 de 8 y de 10 veces y en CE-3pAPll de 3 y 4 veces con 
narigenina y genisteína respectivamente. Mientras que en 
CFN200lpAP4, CFN200lpAP7 y CFN200lpAPll no presentaron inducción 
con ninguno de los inductores. 

Estos datos indican que las moléculas regulatorias se en
cuentran en el plásmido simbiótico. Se observa también que las 
fusiones estando en multicopia y en menor número de copias los 
reguladores se logra obtener la inducción. Si se pone en menor 
número de copias las fusiones se sigue obteniendo inducción pero 
con menor número de veces de inducción. 

3. Complementación en CFN2001pMP15C con los cósmidos pSM927, 
pSM367 y pBH828 para la identificación de no4D(s) 

Como se pudo observar en el experimento anterior, en el 
plásmido simbiótico de la CE-3 van las moléculas responsables 
(nodo) de inducir los genes ~. Para ubicar el gen(es) DQQ..Q 
se buscó por complementación a la cepa CFN200lpMP154 este gen 
(DQQQ) que pudiera complementar para la inducción que se observa 
en la cepa silvestre CE-3pAP7, con los cósmidos pSM927 que com
plementa para nodulación a la CFN2001 pero no da señal de 
hibridización contra un probador de nodo, con el pSM828 y el 
pSM367 que no complementan para nodulación a la CFN200l pero 
hibridizan contra un porbador de nodo. El pMP154 lleva un fusión 
del promotor de ru;illA de Rhizobium leguminosarum bv. viceae con 
~ (Zaat, 1987) que se induce 10 y 13 veces con narigenina 120 
nM y genisteina 440 nM respectivamente de forma similar a la CE-
3pAP4. Por esta razón de presentar un número similar de veces de 
inducción se utilizó este plásmido. Como inductores se utilizaron 
naringenina, genisteina y exudado de raíz de frijol concentrado 
10 veces. Los resultados se encuentran en la tabla 3 y en la 
figura 6. 

Ninguno de los cósmidos complementó para inducción indicando 
que el pSM828 y el pSM367 que dan señal de hibridización contra 
DQllD no llevan una copia funcional de este gen y el pSM927 tam
poco lleva una copia funcional de nodo pero es capaz de com
plementar para nodulación la CFN2001 posiblemente por la sintesis 
de escape de nodA, y nodBC amplificada por el efecto multicopia 
del plásmido pNC206. 

c. Expresión del promotor de ORF1-0RFZ-nodBC en pSM991-25 en las 
cepas CE-3 y CFN2001 

El pSM991-25 lleva al igual que el pSM991-B2 ORFl-ORF2-
nodBC (7 •. 2 kb EcoR I) pero a diferencia de este lleva además 
JlQQA(J.5 kb EcoR I), 0.6 kb EcoR I, 2.0 kb EcoR I y nQ.!lQ (5.5 kb 
EcoR I) lo que le permite complementar para nodulación a la 
CFN2001. Por esta razón nos interesaba saber cómo se encontraba 
la expresión de nodBC con el nodo putativo que se encuentra en 
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esta construcción. Se introdujeron como cointegrados con el 
pNC206 por conjugación a la CFN2001 y CE-3 las mutantes pMV13.2, 
pMV16.l y pMV17.l y se determinaron las actividades especificas 
de p galactosidasa de cada una en presencia de naringenina y 
genisteina. Los resultados se encuentran en la tabla 4 y en las 
figuras 7 y a. 

Las 3 fusiones·en los plásmidos pMV13.2, pMV16.l y pMV17.l 
tanto en CE-3 como en CFN2001 se encuentran expresandose en forma 
alta (niveles de inducción) y constitutiva (en ausencia de 
inductor) indicando que el pSM991-25 se encuentra desregulado, 
es decir, ya no se requiere de inductor para su expresión. Se ob
serva una inhibición de la expresión con narigenina en los 3 
plásmidos, pMV13,2, pMV16.1 y pMV17.1, de 44%, 37% y de 30% 
respectivamente en CE-3 y de 46%, 37% y de 12% respectivamente en 
CFN2001. Aunque el porcentaje de inhibición por narigenina en am
bas cepas es semejante, las expresiones en CFN2001 son menores 
que en CE-3 indicando posiblemente que en CE-3 hay más moléculas 
involucradas en la regulación o esto es un fenómeno de ex
presiones basales de estas dos cepas que podria .contribuir en 
esta diferencia. 

s. Expresión del promotor de ORF1-0RF2-~ en pSH991-32 en CE-3 
y CFN2001 

Para ir delimitando en que parte del pSM991-25 va la secuen
cia responsable de esta desregulación en la expresión de nodBC, 
se utilizaron las mutantes en nodBC en el pSM991-32 que lleva los 
fragmentos de DQ9º (5.5 kb EcoR I), de 0.6 kb EcoR I y ORFl-ORF2-
nodBC(7.2 kb EcoR I) eliminando los fragmentos de nodA(3.5 kb 
EcoR I) y el de 2.0 kb EcoR I que van en el pSM991-25. Se deter
minaron las actividades especificas de p galactosidasa en presen
cia de naringenina y genisteina. Los resultados se encuentran en 
la tabla 5 y en las figuras 9 y 10. 

Los resultados demuestran que la desregulación de la 
expresión, alta constitutiva, se mantiene presente en estas 
construcciónes apuntando al fragmento de 5.5 kb y/o al de 0.6 kb 
como responsables de este fenotipo. La inhibición de la expresión 
por narigenina también se repite en los 3 plásmidos pAP21, pAP25 
y pAP27 en CE-3 de 61%, 50% y 44% respectivamente y en CFN2001 en 
pAP25 es de 32%. La inhibición por narigenina es mayor en estas 
fusiones que las que se encuentran en pSM991-25 (pMV13.2, pMV16.1 
y pMV17.1) debido posiblemente a que es menor la expresión en es
tas mutantes que las que se encuentran en pSM991-25. Pudiera 
deberse esta diferencia también a que las fusiones se encuentran 
en lugares distintos o por ser fusiones traduccionales 
presentarían una estabilidad distinta. 



6. caracterización de la desregulación de la expresión de nodBC, 
Como se había observado, nodBC en pSM991-25 y pSM991-32 se 

encuentra desregulada su expresión (alta constitutiva) tanto en 
CE-3 como en CFN2001 a diferencia del pSM991-B2 que no se expresa 
ni se induce en CFN2001 pero si hay inducción en CE-3 en presen
cia de inductor. Para determinar cual de los fragmentos es el 
responsable de la desregulación de la expresión de nodBC en estas 
construcciones, si es el de 5.5 kb EcoR I o el de 0.6 kb EcoR I 
ya que estos fragmentos son los que comparten estos 2 plásmidos 
(el pSM991-25 y el pSM991-32), se complementó la cepa 
CFN2001pMP154 con el pSM991-40 que lleva solo el fragmento de 5.5 
kb EcoR I y que hibridiza contra nodD, con el pSM991-25 que lleva 
los fragmentos de 5,5 kb EcoR I, 0.6 kb EcoR I, 7.2 kb EcoR I 
(ORFl-ORF2-nodBC), 2.0 kb EcoR I y 3.5 kb EcoR I (nodA) y con el 
pSM991 que es el plásmido de donde se obtuvieron los anteriores, 
y que lleva además de lo que tiene el pSM991-25, 
nifHDK , y varios fragmentos en EcoR I equivalentes a casi 19 kb. 
Se determinaron las actividades especificas de p galactosidasa 
con narigenina, genisteina y exudado de raíz de frijol con
centrado 10 veces. Los resultados se encuentran en la tabla 6 y 
en la figura 11. El pSM99-40 y el pSM991-25 presentan en esta 
complementación la desregulación de la expresión del pMP154, alta 
constitutiva, lo que indica que en el fragmento de 5.5 kb EcoR I 
va codificada la molécula(s) responsable(s) de este fenomeno. 
También se repite la inhibición por narigenina con el pSM991-25 y 
el pSM991-40 de 49% y 37% respectivamente y también el pSM991-25 
presentó inhibición con el exudado de raíz de frijol de 36%. Esta 
inhibición demuestra que en el exudado va la narigenina a una 
concentración suficiente para inhibir y que las otras flavonas 
que van también en el exudado no compiten con la narigenina. Por 
otro lado el cósmido pSM991 de donde se obtuvieron las deleciones 
no complementa para la desregulación, es decir, no presenta 
niveles altos constitutivos pero tampoco es posible su inducción. 
Al parecer en las casi 19 kb que se le quitaron al pSM991 para 
dar el pSM991-25 va la molécula(s) responsables de regular la 
expresión o actividad del activador que se encuentran en el frag
mento de 5.5 kb EcoR I (posiblemente un nodD) y además esto 
sugiere que en el resto del plásmido simbiotico fuera de lo cubre 
el pSM991 se encuentra codificada la molécula resposable de 
desactivar este represor para liberar la actividad de este 
posible nodo y activar los genes nod. 

7. Inhibición a inducción por narigenina de la expresión de nodc 
en pSH991-25 y pSH991-B2 en CE-3 y CFN2001. 

Hasta este momento se tenían 2 fenómenos interesantes: la 
desregulación de la expresión de nodBC, alta constitutiva, en el 
pSM991-25 y la inhibición de esta expresión por narigenina. Para 
tratar de determinar a que nivel se da esta inhibición que 
presenta la narigenina sobre la expresión de nodBC en el pSM991-
25 se hizo una cinética con narigenina a diferentes tiempos usan
dose el pMV16.1 tanto en CE-3 como en CFN200l y el pAP7 en CE-3: 
Control, 18 hrs de crecimiento sin narigenina, Tratados a) 18 hrs 
de crecimiento con narigenina, b) se agregó narigenina a las 14 
hrs de crecimiento y se incubó hasta las 18 hrs (4 hrs con 
narigenina), c) se agregó narigenina a las 16 hrs de crecimiento 
y se incubó hasta las 18 hrs (2 hrs con narigenina), y d) se 
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agregó narigenina a las 18 hrs de crecimiento y se detuvo el 
crecimiento inmediatamente (O hrs con narigenina). Se deter
minaron las actividades especificas de p galactosidasa y los 
resultados se encuentran en la tabla 7 y en las figuras 12, 13 y 
14. La inhibición que se da por narigenina en CE-3pMV16.1 a los 
tiempos 18 hrs, 4 hrs, 2 hrs y o hrs es de 36%, 46%, 44% y 50% 
respectivamente y para la CFN200lpMV16.1 con los mismos tiempos 
la inhibición fue de 37%, 48%, 48% y 38%. El efecto de la 
narigenina es inmediato y se da probablemente no a nivel de 
transcripción de ~ sino a nivel postranscripcional. Esto se 
puede afirmar ya que a las 18 hrs sin narigenina en el medio se 
tiene el 100% de expresión de nodBC fusionada con p galactosidasa 
y que al agregar narigenina a las o hrs a 4° e, temperatura a la 
que se para la transcripción, del 100% se baja a aproximadamente 
a un 40%. Si fuera a nivel de transcripción esta inhibición en 
estas mismas condiciones no sucederia, se deberia tener.el 100% 
de la actividad. En cuanto a la CE-3pAP7 a las 2 hrs y 4 hrs con 
narigenina se obtiene aproximadamente un 60% de la inducción y a 
O hrs no se obtiene ninguna inducción indicando esta velocidad de 
inducción probablemente que para que comience la inducción se 
requiere de sintesis ~ D.QYQ de alguna otra molécula. 



OISCUSION 

Las bacterias de la familia de las Rhizobiaceae son capaces 
de infectar las raices de las leguminosas y establecer una 
asociación especifica, la simbiosis, destinada para fijar 
nitrógeno atmosférico dentro de un nuevo órgano formado por la 
raiz de la planta para este fin, el nódulo. Los genes ~ comunes 
y de especificidad de Rhizobium se inducen cuando la bacteria se 
pone en contacto con los compuestos f lavonoides exudados por las 
raices de las leguminosa mas el producto de una proteina 
regulatoria codificada por el gen nodo, Nodo, 1a cual activa los 
genes D.Q!!. 

Para el estudio de la inducción de los genes nodABC por 
medio de Nodo y el compuesto flavonoide, la estrategia que mas se 
ha usado es la de construir fusiones nodC::~ en los diferentes 
Rhizobia. En Rhizobium meliloti se han descrito J copias de nodo: 
NodOl induce ~::1ª..g¡ en presencia de luteolina (Petera, 1986) 
Nod02 induce ~::1ª.Q¡ con algún compuesto del exudado de raíz 
(Mulligan, 1989, Honma, 1990) · 
Nod03 induce nodc::~ en ausencia de inductor, pero requiere de 
la presencia de otro locus, ~ (Mulligan, 1989, Honma, 1990) 
Rhizobium leguminosarum bv. viceae tiene una copia de nodo y cuyo 
producto induce nodC::lacZ en presencia de naringenina o 
luteolina (Zaat, 1987) 
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii tiene una copia de nodo y 
cuyo producto induce~::~ en presencia de 7,4'
dihidroxiflavona (Redmond, 1986) 
Bradyrhizobium japonicum tiene dos copias de nodo: 
NodDl induce D.QQ.Q::lacZ en presencia de daidzeina o genisteina 
(Kosslak, 1987) 
Se requiere entonce para la inducción de nodABC por lo menos una 
copia de nodo y la flavona correspondiente. 

Para el estudio de la regulación de la expresión de ORF1-
0RF2-~ de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli se utlizaron 
dos cepas: 
CE-3 cepa silvestre Nod+ Fix+ (Noel, 1984) 
CFN2001 cepa curada del plásmido simbiótico, Nod- Fix- (Palacios, 
1983) 

Inducción de loa ganes ~ da Rhizobium laguminosarum biovar 
pbaaeoli 

Para poder estudiar la regulación de los genes nodBC de 
Rhizobium lequminosarum bv. phaseoli e identificar las moléculas 
involucradas en la dicha regulación se mutagenizó el pSM991-B2( 
ORF1-0RF2-~) con el bacteriófago MudIIPR13 (figura 17) para 
formar fusiones traduccionales con el gen lacZ y usarlo como gen 
reportero del promotor de ORFl-ORF2-nodBC (figura 3). Por los 
datos de la secuencia del fragmento de 7.2 kb EcoR I del pSM991-
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B2 (tésis de maestría de Araceli Dávalos) se demostró que nodA no 
se encuentra en la misma unidad transcripcional con nodBC que van 
precedidos por 2 ORFs. Estos genes ORFl-ORF2-nodBC se encuentran 
contiguos y posiblemente formen un operón. Se seleccionaron 3 
mutantes en pSM991-B2 (figura 3) y por los datos de las ac
tividades especificas de p galactosidasa (figura 4) se observó 
inducción de estos genes nod en CE-3: 
el pAP4 tiene más veces de inducción tanto con naringenina como 
genisteína (10 veces y 14 veces de inducción respectivamente) que 
el pAP7 y el pAPll posiblemente debida a su cercanía al promotor, 
el pAP7 presenta 8 veces y 10 veces de inducción y el pAPll se 
induce menos que el pAP4 y pAP7 (3 veces y 4 veces). Esta 
inserción pAPll se encuentra fuera de nade e inserciones análogas 
a esta mutante en pSM991-25 son Nod+ (ie pMV17.1) en la cepa 
CFN2001. Puede deberse su expresión a que: a) sea un "read 
through" ya que por secuencia no hay posibles terminadores de la 
transcripción después de nade; de 8 veces y 10 veces de inducción 
que presenta la CE-3pAP7 con narigenina y genisteína, la CE
JpAPll presenta una reducción drástica en número de veces de 
inducción, de 3 veces y 4 veces con narigenina y genisteina; b) o 
que se encuentre en este sitio algún otro gen nQS! no esencial 
para la nodulación como seria el caso de nodIJ de Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae que se encuentran al extremo 3 1 de nade, 
se transcriben a partir del promotor de nodA y mutantes en estos 
genes retrasan la nodulación. 

No se observó ninguna inducción de estas inserciones (pAP4, 
pAP7 y pAPll) ni con narigenina ni genisteina en la cepa CFN2001 
(figura 5). Este resultado confirmó que en el plásmido 
simbiótico, pSim, de la CE-3 van las moléculas regulatorias 
(nodD(s)) responsables de la inducción de los genes ORFl-ORF2-
nodBC. Aún cuando al estar en multicopia las fusiones y en menor 
número las moléculas regulatorias en el pSim, es posible lograr 
la inducción, indicando que se requieren de pocas moléculas 
regulatorias para poder llevar a cabo la inducción. Por datos de 
Martha Vázquez, al recombinar una fusión en nodA en el pSim, el 
número de veces de inducción que se observa como cointegrado baja 
de 10 a 5 veces. 

Tanto la narigenina (flavanona) como la genisteina 
(isoflavona) a pesar de las diferencias estructurales que presen
tan (Zaat, 1989) el doble enlace entre c2 y c3 y el anillo B 
pegado en ca o c3 (figura 2) son buenos inductores de ORF1-0RF2-
~ de.Rh1zobium leguminosarum bv. phaseoli considerado como 
Rhizobium de crecimiento rápido. Estos compuestos se encuentran 
formando parte del exudado de semilla y de raiz de frijol 
(comunicación personal con Ma. Angela Hungría) . Sin embargo las 



isoflavonas, como la genisteína, que son inductores de los genes 
Il.QQ de Rhizobia de crecimiento lento como Bradyrhizobium 
japonicum o Rhizobium fredii (Kosslack, 1987) son inhibidores de 
la inducción de los genes nod de Rhizobia de crecimiento rápido 
como Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Firmin, 1986). Esto no 
se puede generalizar ya que las isoflavonas son buenos inductores 
de los genes de nodulación de Rhizobium leguminosarum bv. 
phaseoli considerado de crecimiento rápido. Debería de buscarse 
una relación de consensos específicos con los genes nodD y con 
las cajas nod entre Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli y los 
Rhizobia de crecimiento lento y tratar de ubicar esta relación 
tan particular que existe entre estas 2 especies de Rhizobium. 

FLAVANONA ISOFLAVONA FLAVONA 

FIGURA 2 
El gen nodD 

Como se pudo obervar, es en el pSim donde van codificadas 
las moléculas reguladoras (nodO(s)) de los genes nru;!. Como se es
taba interesado en identificar estas moléculas se buscó la 
presencia del gen nodO(s) que pudiera inducir a nodBC con narin
genina, genisteína o exudado de frijol tal como sucede en CE-
3pAP4. en los cósmidos pSM828 y pSM367 que daban señal de 
hibridización contra un probador de nodo pero no complementaban 
para nodulación a la CFN2001 y en el cósmido pSM927 que no 
hibridizaba contra el probador de nodo pero complementaba para 
nodulación a la CFN2001 (Cevallos, 1989). El cósmido pSM991 que 
da señal positiva de hibridización contra nodo se discutirá mas 
adelante. Para este fin se utilizó la CFN2001 con el pMP154 que 
lleva una fusión del promotor de nodA de Rhizobium leguminosarum 
bv. viceae con lacZ (Zaat, 1987) complementado en trans con estos 
cósmidos. Los cósmidos pSM828 y pSM367 no complementaron para la 
inducción del pMP154 con los inductores probados: naringenina, 
genisteína o exudado de frijol (figura 6). En estos cósmidos por 
lo tanto no se encuentra ninguna otra copia funcional de nm!!!· 
Esto se puede afirmar debido a que con sólo la presencia de un 
DQQ.Q y su inductor especifico es suficiente para inducir los 
genes JlQl! (Honma, 1987, Mulligan, 1989, Honma, 1990). El pSM927 
no da señal de hibridización contra nm!!! y además no complementa 
para la función de nodo a la cepa CFN200lpMP154 (figura 6), sin 
embargo a la CFN2001 es capaz de complementarla para nodulación 
(Cevallos, 1989). Esto se debe a que la síntesis de escape de los 
genes nodBC y nodA amplificada por el efecto multicopia del 
pNC206 permite la complementación para nodulación a la cepa 
CFN2001. Se tiene evidencia de que se requiere muy poco 
transcrito de nodABC para nodular ya que con una mutación en 
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.. 1 nodDl en.Rbizobium meliloti casi no se induce nodc, pero sigue 
nodulando esta mutante: 
La cepa JM57 derivada de la cepa de Rbizobium meliloti Rm1021 
lleva una fusión nodC::lacZ ;la cepa JMBl lleva nodDl::Tn5 y 
nodC::lacz. La JM57 se induce 5 veces con inductor y la JMBl se 
induce 1.6 veces con inductor. Por datos de hibridización 
(comunicación personal con Maluye Girard) con un probador intra 
nodo, se sabe que hay otra banda que da señal positiva de 
aproximadamente 13 kb BamH I al extremo 5 1 del inicio de nodA. 
Habría que complementar con esta clona la CFN200lpMP154 para 
saber si este fragmento lleva una copia funcional de nodo. 

Expresión alta constitutiva y represión de nodBC. 

Faltaba saber cómo se estaban expresando nodBC en el pSM991 
y sus derivados ya que este hibridizaba contra D.Q.Q.Q. La expresión 
de nodBC se analizó entonces mediante inserciones en estos genes 
en los plásmidos a) pMV13.2, pMV16.l y pMV17.1 (pSM991-25 que 
complementa para nodulación a la CFN2001 y que lleva en fragmen
tos de EcoR I nodA(3.5 kb), 2.0 kb, ORFl-ORF2-nodBC(7.2 kb), 0.6 
kb, nod0(5.5 kb por hibridización), b) pAP21, pAP25 y pAP27 
(pSM991-32 que lleva en fragmentos de EcoR I ORFl-ORF2-nodBC(7.2 
kb), 0.6 kb, D.Q.Q.Q(5.5 kb)) en CE-3 y en CFN2001 y por 
complementación a la cepa CFN200lpMP154 con el pSM991-25 y el 
pSM991-40 (5.5 kb 11.Q!!Q) en presencia de narigenina, genisteína y 
exudado de raíz de frijol. 

La expresión de nodBC en estas 8 construcciones se encuentra 
a niveles altos consitutivos en ausencia de inductor tanto en CE-
3 como en CFN2001 (figuras 7, a, 9, 10, 11), es decir, se en
cuentra desregulada su expresión. Esto indica que el activador de 
~ se encuentra presente y en forma activa, no requiere de la 
flavona para inducir estos genes y se encuentra codificada en el 
fragmento de 5.5 kb EcoR I. Se tienen identificadas 2 inserciones 
en el fragmento de 5.5 kb en pSM991-25 (pMVJ y pMV4) que cubren 
una distancia de aproximadamente 1.5 kb cerca del sito BamH I y 
dichas inserciones en CFN200lpMP154 no complementan para la 
expresión alta constitutiva del pMP154 como se ve en el pSM991-
25. Esto indica que en esas 1.5 kb va codificado el activador de 
la expresión de nodBC o posiblemente también el activador del ac
tivador. En R... meliloti nodc presenta también niveles de 
expresión altos constitutivos en ausencia de inductor por efecto 
de D.Q!llU. y de~ (Mulligan, 1989, Honma, 1990). De igual manera 
es posible que al aumentar las copias de EY.rM y nm!Q;! ya no se 
requiera del inductor (Honma, 1990), pero por otro lado se tiene 



evidencia de que al aumentar el número de copias de nade y nodo 
en Rhizobium leguminosarum bv. viceae no hay expresión de nade a 
niveles de inducción sin inductor (Rossen, 1985,· Zaat, 1987, 
Maagd, 1989). Sin embargo en el presente caso no se puede descar
tar la posibilidad de que en el fragmento de 5.5 kb EcoR I vaya 
una pareja de genes como nodD3-syrM. 

Las expresiones de pMV13.2, pMV16.1 y pMV17.1 en eE-3 son 
mayores que en eFN2001 indicando probablemente que si bien es un 
efecto real que apuntaría a más moléculas regulatorias en el pSim 
o un efecto propio de expresión basal de la eFN2001 y de la eE-3. 
Además estas fusiones pMV13.2, pMV16.1 y pMV17.1 en eE-3 son 
también mayores que las fusiones pAP21, pAP25 y pAP27 en eE-3. 
Esto podría explicarse· de 2 maneras: o en el pSM991-25 en el 
fragmento de 3.5 kb o en el de 2.0 kb, va codificada alguna 
molécula que contribuya a una mejor expresión de nodBe , o que 
las diferencias que se ven se debe a que las inserciones no son 
las mismas y que como son fusiones traduccionales, la proteína 
hibrida puede tener un comportamiento distinto. Esta es la razón 
del porque es muy difícil compara una fusión traduccional con 
otra. Comparando cada grupo de mutantes (pMV13.2, pMV16.1, 
pMV17.1) (pAP21, pAP25, pAP27) entre ellas mismas, se observa que 
la que tiene más expresión es la que esta más cercana al promotor 
y la que menos expresión tiene es la que se encuentra al extremo 
3'. 

La presencia de este activador que esta desregulando la 
expresión de nodBe indicaría que en el resto del pSim fuera de lo 
que cubre el pSM991-25 va la molécula responsable de evitar que 
esta.desregulación suceda. La existencia del represor fue 
evidente cuando se complementó el pSM991, el cósmido del cual se 
obtuvieron las demas consturcciónes (tabla 1), con la 
eFN200lpMP154. El pSM991 en esta cepa sorprendentemente no 
presentó esta expresión desregulada, alta constitutiva, aún 
cuando lleva el fragmento de 5.5 kb EcoR I (figura 6). Este 
cósmido pSM991 tiene 3 veces más actividad que el control 
(eFN2001pMP154) debido posiblemente a que la relación represor
activador no es total, es decir, puede haber un escape de esta 
relación y esto verse en las 3 veces más de expresión que la 
CFN200lpMP154 (figura 15). Posiblemente este represor podría es
tar actuando en eE-3 o bien a nivel de la regulación de la 
transcripción de nodBe o de nodD (el activador) o bien a nivel de 
actividad de la molécula activadora. En las casi 19 kb que se le 
quitaron al pSM991 para dar el pSM991-25 va este represor que 
regula la actividad del gen(es) codificado en el fragmento de 5.5 
kb EcoR I (DQQQ). sorprendentemente el pSM991 no solo no 
presentó los niveles altos constitutivos sino que la información 
que lleva no es suficiente para inducir la CFN200lpMP154 con 
narigenina, genisteina ni con exudado de raíz de frijol. La 
presencia de este represor en el pSM991 implica además que se 
requiere de otra molécula probablemente un sensor del inductor 
que debe de encontrarse en el plásmido simbiótico fuera de lo que 
cubre el pSM991 puesto que ni aún con inductor es posible la 
inducción. Se ha descrito en una cepa de Rhizobium meliloti 
AK631 la presencia de un represor que compite con la RNA 
polimerasa por su sitio de unión entre los promotores 
sobrelapados de DQQ.Q y DQ!!A (Kondorosi, 1989). En ausencia de 
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este represor aumentan los niveles de nodo y por lo tanto aumen
tan los niveles de nQlli;; inducido. Pareciera que este represor 
está relacionado en la regulación fina de la expresión de nodABC 
en la cepa de Rbizobiym meliloti AK63l dado que las mutantes en 
este represor nodulan menos que las silvestres. 

Inhibición de la expresión de nodBC por narinqenina 

La naringenina es una flavanona que funciona como inductor 
como se puede ver en las fusiones pMP154, pAP4, pAP7 y pAPll en 
CE-3 que se inducen 10, 10, 8 y 3 veces respectivamente. sin em
bargo la naringenina presenta un fenónmeo de inhibición en las 
expresiones de nodBC en: a) pSM991-25 (pMV13.2, pMV16.1 y 
pMV17.1) de 44%, 36% y 30% en CE-3 y de 45%, 36% y 12% en CFN2001 
respectivamente (figuras 7 y 8), b) pSM991-32 (pAP21, pAP25 y 
pAP27) de 61%, 50% y 43% en CE-3 respectivamente y de 32% en 
CFN2001pAP25 (figuras 9 y 10), c) CFN2001pMP154 complementado con 
pSM991-25 y pSM991-40 de 49% y 37% respectivamente (figura 11). 
También el exudado de raíz de frijol presentó una inhibición de 
la actividad en CFN200lpMP154pSM99l-25 de 36% indicando que la 
cantidad de narigenina que va en el exudado de la raíz de frijol 
es suficiente para inhibir y que no se ve afectada por las otras 
flavonas que van tambien en el exudado (figura 11) • El porcentaje 
de inhibición que presentan estos 2 grupos de mutantes en pSM99l-
25 (pMV13.2, pMV16.l y pMV17.l) y en pSM99l-32 (pAP21, pAP25 y 
pAP27) es similar para cada grupo tomando en cuenta la desviación 
estandar de cada uno, tanto en CE-3 como en CFN2001. 
Sin embargo comparando los porcentajes de inhibicón entre las 
mutantes en pSM99l-25 y pSM99l-32 se observa que hay una mayor 
inhibición por narigenina en pSM99l-32. Esto podría explicarse de 
igual manera que las diferencias de expresión que se ven entre 
estas 2 construcciones: a) o bien hay algo en el pSM991-25 que 
permita una menor inhibición de la expresión de nodBC por 
narigenina, b) o que las fusiones en pSM99l-25 no son las mismas 
que en pSM991-32 dando una actividad diferente, c) o dado que son 
fusiones traduccionales, presentarían las proteínas fusionadas 
con p galactosidasa un comportamiento distinto, d) o se debe a 
que las fusiones en pSM991-25 se expresan mas que las del pSM991-
32. . 

Esta inhibición por narigenina sugiere algún tipo de 
regulación debido a que aún cuando presetan diferencias en sus 
expresiones estas inserciones sin narigenina, es decir, presenta 
más expresión la inserción más 5 1 y menor expresión la más 31 , al 
agregarle narigenina hay una nivelación en las expresiones de es
tas inserciones. Por este efecto de la narigenina era importante 
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saber a que nivel se esta dando esta regulación. Para contestar 
esta pregunta se hizo una cinética de inhibición por narigenina a 
la CE-3pMV16.l y la CFN200lpMV16.l y se usó como control de 
inducción la CE-3pAP7. Los tiempos que se tomaron fueron: a) 18 
hrs totales con narigenina, b) 18 hrs sin narigenina, c) se 
agregó narigenina a las 14 hrs de crecimiento y se incubó 4 hrs 
más, d) se agregó narigenina a las 16 hrs de crecimiento y se 
incubó 2 hrs más y e) se agregó narigenina a las 18 hrs de 
crecimiento y se detuvo el crecimiento inmediatamente. No se ve 
diferencia en los porcentajes de inhibición por narigenina en 
cualquiera de los tiempos tomados (figuras 12 y 13). La 
inhibición del 40% de la actividad no se puede explicar por un 
evento de la transcripción de nodC, mas bien lo que se observa se 
puede deber a una regulación postranscripcional. En el tiempo de 
O hrs antes de agregarle la narigenina se tiene el 100% de ac
tividad, es decir, expresión de nodBC fusionada con lacz, y al 
agregarle la narigenina y detener el crecimiento inmediatamente a 
4 e se registra la inhibición de la actividad. Probablemente la 
narigenina se pegue a la proteina fusionada y modifique su ac
tividad. El mecanismo de la inhibición de la expresión del pMP154 
que se ve en CFN200lpMP154pSM991-25/pSM991-40 a las 18 hrs 
pordria ser diferente al del sistema de inhibición que se ve 
sobre la expresión de nodBC en pSM991-25, ya que la fusión que va 
en el pMP154 es transcripcional y se tendria que hacer la misma 
cinética del exprimento anterior y esperando que al tiempo de o 
hrs no haya inhibición. En este caso la narigenina se pegaria a 
la proteina naciente e inhibiria la continuación de la 
transcripción. Como control de inducción se usó la CE-3pAP7 
usando los mismos tiempos: 18 hrs. con naringenina, y se agregó 
naringenina a las últimas 4hrs., 2 hrs., y o hrs •• En las últimas 
4 hrs. y 2 hrs. de crecimiento con naringenina se llega a un 61% 
de actividad mientras que a o hrs. no hay ninguna inducción 
(figura 14). Esta velocidad de inducción sugiere que debe de 
haber un sintesis de novo de otro producto en la célula para 
llevar a cabo la inducción. Ya que no hay molécula activadora 
presente que requiera de la modif icacion de la flavona para in
ducir porque si si hubiera, el efecto activador vía naringenina 
deberia de verse inmediatamente dada su rápida entrada a la 
célula y a su rápido efecto sobre la expresión de nodBC. La 
entrada de narigenina no es un paso limitante debido a las 
características que presenta la narigenina para entrar a la 
célula (Recourt. 1989): la narigenina se acumula en la célula sin 
ninguna conversión metabólica hasta 80 veces, no se requiere del 
plásmido simbiótico, no se satura y es muy reversible, no se in
hibe por otras flavonas, no hay sitios de alta afinidad, entra la 
narigenina en 1 ó 2 minutos a una concentración de 100 nM fuera 
de la célula y la entrada no se ve afectada por cambios en la 
temperatura a 4ºc o a 20°c. Esta inhibición de la actividad que 
presenta la narigenina no es un efecto inespecífico ni general ya 
que inserciones en el pSM991-25 en llQ9A que ocasionan fenotipo 
Nod- en la cepa CFN2001, y que tienen la misma caracteristica de 
expresarse constitutivamente en ausencia de inductor, su 
expresión no se ve modificada por la narigenina. Se tendría que 
buscar en los extremos 5'de ~ y~ diferencias en su 
secuencia y tratar de explicar en base a esto esta diferencia. En 
otros sistemas hay también evidencia de inhibición de la 
expresión de los llQ!l como en Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 
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donde la expresión de .nQQA se reprime drásticamente por un com
puesto flavonoide, la umbeliferona, que se encuentra en el ex
udado de raiz de trébol {Djordjevic, 1987). 

La qenisteina además de ser un buen inductor de ~ en las 
fusiones pAP4, pAP7 y pAPll en CE-3, no afecta la expresión de 
pSM991-25 (pMVll.2, pMV16.l y pMV17.l), ni del pSM991-32 (pAP21, 
pAP25 y pAP27), ni de la CFN200lpMP154 complementado con el 
pSM991-25 o el pSM991-40, se mantienen los niveles de inducción. 
Pareceria que ya no se necesita inductor para inducir ya que los 
qenes nru;t estan ya expresandose. 

CONCLUSION 

Las conclusiones sobre la regulación de nodBC de Rhizobium 
leguminosarum bv. phaseoli cepa CE-3 son las siguientes: 

-las moléculas reguladoras de la expresión de nodBC se encuentran 
codificadas en el pSim de la CE-3. 

-en el fragmento de 5.5 kb EcoR I, en un segmento de 
aproximadamente 2 kb, que va en el pSM991, pSM99l-25, pSM99l-32 y 
pSM991-40 va codificada la molécula responsable que desregula la 
expresión de nodBC para dar expresión alta constitutiva 

-en el fragmento de 18 kb que va en el pSM991 y no en el pSM991-
25 va codificada la molécula que regula la actividad o la 
expresión de la molécula activadora, el represor 

-en las construcciónes pSM991-25 y pSM991-32, la actividad de 
~ presenta un fenómeno de inhibición por narigenina apuntando 
posiblemente a una regulación postranscripcional 

-no se puede excluir todavia la existencia de algún otro D.QQR en 
el plásmido simbiótico fuera de lo que cubren los cósmidos 
pSM991, pSM927, pSM828 y pSM367 y que sea el responsable de la 
activación que se ve con narigenina y genisteina en CE-
3pAP4/pAP7 /pAPll y que el D.QQR del fragmento de 5.5 kb EcoR I ac
tive en algún otro momento de la nodulación. 

-no se puede excluir la posibilidad de que en el fragmento de 5.5 
kb EcoR I vaya un n.29.Q tipo IlQ!llU. de Rhizobium meliloti y por lo 
tanto que también vaya el l22!olli él!l11, y que activen la expresión 
de ~ sin inductor. 

-la evidencia que se tiene para pensar que el nodo que va en el 
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fragmento de 5.5 kb EcoR I interviene en la primera activación de 
los genes nod es la siguiente: 
los niveles de inducción que presenta nodC (pAP7) en CE-3 en 
presencia de narigenina son semejantes a los niveles de 
inhibición que presenta nodC cuando va en el pSM991-25 (pMV16.l) 
en CE-3. Lo mismo sucede con el pMP154, los niveles de inducción 
por naringenina en CE-3pMPl54 son semejantes a los niveles de 
inhibición por naringenina que presenta la cepa 200lpSM991-25 y 
200lpSM991-40 (figura 16). 

-puede existir una molécula sensora que va en el plásmido 
simbiótico que al contacto con la flavona pudiera degradar, 
desactivar, o reprimir la transcripción del represor liberando 
asi la actividad del .llQ9Q (fraqrnento de 5.5 kb EcoR I) o 
posiblemente su transcripción (por los datos de la cinética de 
inducción con narigenina), al liberarse la actividad de nodo, 
activaria a nodBC, pero a la vez sensaria a la narigenina que no 
le permitiria una expresión mas alta como lo es en ausencia del 
represor o con genisteina. Esta puede ser la razón de porque la 
narigenina activa menos que la genisteina. 

Perspectivas del trabajo 

-Habria que mutagenizar en el pSim la region donde va codificado 
el activador en el fragmento de 5,5 kb EcoR I (recombinar los 
plásmidos pMV3 o pMV4) 

-si el fenotipo de esta recombinación es de Nod-, indicaria que 
es el único nQ!!Q funcional; pero si no tiene este fenotipo, 
habria que complementar la CFN200lpMPl54 con el fragmento de 13 
kb BamH I que hibridiza con n.QQil 

-Habria que delimitar al represor y complementarlo con una cepa 
que llevara ~::1ª.!;;Z y ver si la represión es a nivel de 
transcripción de D.QQ.12 o complementar una cepa que llevara DQQI2, 
~==~con el represor y ver si la represión es a nivel de 
transcripción de nodc 
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Tabla 1 
Bacteriófagos, cepas y plásmidos usados en este trabajo. 

CEPAS 
BACTERIANAS CARACTERISTICAS 

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli 

REFERENCIA 

CE-3 Cepa smR derivada de la cepa silvestre Noel (1984) 
CFN42, Nod+ Fix+ 

CFN2001 Cepa RifR derivada de la CFN42 Palacios (1983) 
curada del plásmido simbiótico Nod-
Fix-

Escherichia coli 

MC4100(Mucts) araD139, dCargF-lac)Ul69. rpsL150, 
relAl. flbB5301. pstF25, deoCl, 
(Mucts),lisógena para mini-Mu 

M8820(Mu) araD139, dCaraCOIBA-leul7679. 
dCproAB. arqF-lacIPOZYAlXIII. 
~,(Mu),cepa receptora para 
la transducción del mini-Mu 

Ratet (1986) 

Casadaban (1975) 

PLASMIDOS 
pMP190 Derivado de 15 kb del pKT214 lacZ siH 

promotor, fusión transcripcional, cm , smR 
mob+ 

Zaat (1987) 

pMP154 

pNC206 

pRK2013 

pSUP205 

pSM991 

Fusión promotor !!.Q.QA::1ª.QZ. de Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae en pMP190 

IncPl, cbR, KmR, Tra+, mob+ 
cointegra con pSUP205 para replicación 
en Rhizobium 

KmR, incP, Tra+, ID.Qh+, plásmido 
ayudador para cruzas triparentales 

TcR, emR, ColEl, .s;;.Q§, mob+ 

pSUP205 que lleva la región n.i.1a, 
ORFl-ORF2-nodBC, !!.Q.QA, nodD, 35 kb, 
Nod+ Fix-

zaat (1987) 

A.Pühler 

Ditta (1980) 

simon (1983) 

cevallos (1989) 
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: l 

' .... 



! 
..;· 

·¡ 

1 

pSM927 pSUP205 que lleva la región nifa, 
ORF¡-oRF2-nodBC, nru;lA, 30.5 kb, 
Nod Fix-

pSM828 pSUP205 que lleva la región nifb, 
40 kb Nod-

pSMJ67 pSUP205 que lleva la región nifc, 
40 kb Nod-

pSM991-25 deleción del pSM991, lleva 
nodD,ORFl-ORF2-~, nodA, 
18.8 kb, Nod+ Fix-

pSM991-32 delación del pSM991, lleva 
DQQ.!2,0RF1-0RF2-~, 13.3 kb, 
Nod-

pSM991-40 delación del pSM991, lleva 
DQQ.!2, 5.5 kb, Nod-

pSM991-B2 deleción del pSM991, lleva 
ORFl-ORF2-nodBC, 7.2 kb, Nod-

pSM991-B2, ORFl::~ 

pSM991-B2, n.QQ.Q::~ 

Cevallos (1989) 

Cevallos (1989) 

Cevallos (1989) 

cevallos (1989) 

cevallos (1989) 

cevallos (1989) 

Cevallos (1989) 

Este trabajo 

Este trabajo 

pAP4 

pAP7 

pAPll pSM991-B2, inserción ~ al 3 1 de~, Este trabajo 

pAP21 

pAP25 

pAP27 

pMV13.2 

fuera de D.QQ.Q 

pSM991-32, nru;lli::~ 

pSM991-32, .IlQQg::lacZ 

pSM99l-32, inserción ~ al 3' de 
fuera de nodc 

pSM991-25, nodC::~ al 5 1 Nod-

pMV16.l pSM991-25, n.QQ.Q::~. al 3 1 Nod

pMV17.l pSM991-25, inserción~ al 3 1 de 
nodc, fuera de n.QQ.Q Nod 

BACTERIOFAGO 
MudIIPR13 Mini-Mu, ~. cmR, fusiones 

traduccionales 

MuQil. Mucts62 

22 

Este trabajo 

Este trabajo 

nodc, Este trabajo 

Cevallos (1989) 

Cevallos ( 1989) 

cevallos (1989) 

Ratet (1988) 

Howe (1973) 



Abreviaturas de fenotipos 

smR resistente a estreptomicina 
cmR resistente a cloranfenicol 
RifR resistente a rifampicina 
Nod+ nodulación 
Nod- no hay nodulación 

TcR resistente a tetraciclina 
KmR resistente a kanamicina 
cbR resistente a carbenicilina 
Fix+ fijación de nitrógeno 
Fix- no hay fijación de ni-

trógeno 



Promedio de 3 experimentos hechos por duplicado 
Actividad especifica expresada en nmol/min/mg de proteina 
Naringenina 120 nM 
Genisteina 440 nM 
Control medio de inducción 

pAP4 
pAP7 
pAPll 

pSM991-B2 (pSUP205::0RFl-ORF2-nru!J!g) ORF1::1ª..gk 
pSM99l-B2 (pSUP205::0RF1-0EF2-nru!J!g) nodC::1ª..gk 
pSM991-B2 (pSUP205::0RFl-ORF2-nru!J!g) fusión lacZ al 3 1 

de nodc, fuera de nodC 
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Tabla 3 
Expresión del promotor ~ de Rbizobium legW11inoaarU111 bv. yiceae 
(pHP1St, ~::lacZ) en la cepa CB-3 y en la cepa CFNZOOl en 
presencia de pSH927 (pSUPZOS::ORF1-0RF2-nodBC, nifHDK, nodA, 35 
kb, Nod ), pSM828 (pSUP205 que lleva la región n!f.b, 35 kb, Nod-) 
y pSM3'7 (pSUP205 que lleva la región n!f.c, 35 kb, Hod-) 

ACTIVIDAD ENZIMATICA p - GALACTOSIDASA 
CEPA CONTROL NARINGENINA GENISTEINA EXUDADO 

CE-3pMP154 279.2 ± 25.4 2894.2 ± 490.4 3658.5 ± 299.9 

CFN2001 
pMP154 112.5 ± 26.0 121.1 ± 7.3 109.6 ± 6.8 

CFN2001 
pMP154 
pSM927 80.9 ± 10.0 88.5 ± 24 .o 102.3 ± 12.0 

CFN2001 
pMP154 
pSM828 61.6 ± 12.7 88.1 ± s.2 87' .1 ± 24.7 

CFN2001 
pMP154 
pSM367 100.2 ± 8.7 125.7 ± 10.8 117.2 ± 5,9 

Promedio de 2 y 3 experimentos hechos por duplicado 
Actividad especifica expresada en nmol/min/mg de proteina 
Naringenin~ 120 nM 
Genisteina 440 nM 
Exudado de raiz de frijol concentrado 10 veces 
control medio de inducción 
NO no se determinó 

NO 

NO 

109.7 ± 

101.0 ± 

83.9 ± 

...... . 

·-

2 

1 



Tabla 4 
Expresión del promotor ORP1-0RP2-nodBC de Rhizobium leguminosar~m bv. 
phaseoli en pSMttl-25 (pSUP205::nodD,ORP1-0RP2-nodBC, nodA, Nod ) en 1 
cepas CE-3 y CFN2001 

ACTIVIDAD ENZIMATICA: p - GALACTOSIDASA 
CEPA CONTROL NARINGENINA GENISTEINA 

cE-3pMV13.2 716.9 ± 52.5 401.9 ± as.o 694.5 ± 41.0 

CE-3pMV16.l 732.7 ± 50,l 466.0 ± 41.2 

CE-3pMVl-7.l 518.8 ± 3.1 360.7 ± 32.4 

CFN200lpMV13.2 715.8 ± 23.6 393.0 ± 6.9 

CFN200lpMV16.l 447.6 ± 8.7 283.4 ± 25.9 

CFN200lpMV17.l 223.9 ± 15.1 197.4 ± 1.5 

759.4 ± 

540.3 ± 

678.8 ± 

478.3 ± 

205.4 ± 

Promedio de 2 y 3 experimentos hechos por duplicado 
Actividad especifica expresada en nmol/min/mg de prateina 
Naringenina 120 nM 
Genisteína 440 nM 
control medio de inducción 

pMV13.2 pSM991-25 (pSUP205::nodD,ORF1-0RF2-nadBC, llQ!!A) 
~ Nod-

pMV16.l pSM991-25 (pSUP205::nodD,ORFl-ORF2-nodBC, DQQA) 
~ Nod-

pMV17.1 pSM991-25 (pSUP205::~,0RF1-0RF2-n~dBC, llQ!!A) 
lacz al 3 1 de nodC, fuera de nade Nod 
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3.8 

59.1 

42.3 

27.1 

10.0 

nade:: 

nade:: 

fusión 



Tabla 5 
lxpr••ión del promotor ORl'1•0Rl'2-~ d• 8hizobiwg leqwginosarwg bv. 
ph111oli en pSH991-32 (pSUP205::~,0RF1•0RF2-no4BC) en las cepas CE
CFlf2001 

ACTIVIDAD ENZIMATICA: p - GAIACTOSIDASA 
CEPA CONTROL NARINGENINA GENISTEINA 

CE-3pAP21 455.5 ± 15.8 175.5 ± 20.9 428.6 ± 

CE-3pAP25 414 .1 ± 6.0 206.9 ± 3.8 467.5 ± 
CE-3pAP27 342.6 ± 27.4 192.7 ± 27.9 323.l ± 

CFN200lpAP21 ND 204.2 ± 4.0 377.0 ± 

CFN200lpAP25 372 .1 ± 45.3 252.8 ± 14.6 351.8 ± 
CFN200lpAP27 ND ND ND 

Promedio de 2 y 3 experimentos hechos por duplicado 
Actividad especifica expresada en nmol/min/mg de proteina 
Naringenina 120 nM 
Genisteina 440 nM 
Control medio de inducción 
ND no se determinó 

9.6 

69.2 

33.4 

63.0 

8.1 

pAP21 
pAP25 
pAP27 

pSM991·32 (pSUP205::IlQ!!ll,ORFl-ORF2-~) JlQ!!D::1ª.gZ 
pSM991-32 (pSUP205::IlQ!!ll,ORFl-ORF2-~) 11.Q!!Q::.ll!gZ 
pSM991-32 (pSUP205::IlQ!!ll,ORFl-ORF2-~) fusión lacz 
al 3 1 de .n.ggg, fuera de nodc 

"" 

... 

... 
t" 



Tabla ' 
Expresión del promotor ~ de Rhizobium leguminosarwn bv. 
viceae (pMP15C, nodAp::~) en la cepa CE-3 y en la cepa 
CFN2001 en presencia de pSK991 (pSUP205::nodD,ORF1-0RF2-nodBC, 
nifHDK, nodA 35 kb Hod+), pSM991-25 (pSUP20S::nodD,ORF1-0RF2-
nodBC, ~ 25 kb Nod+) y pSM991-CO (pSUP20S::nodD s.s kb) 

ACTIVIDAD ENZIMATICA p - GALACTOSIDASA 
CEPA CONTROL NARINGENINA GENISTEINA EXUDADO 

CFN2001 
pMP154 112.5 ± 26.0 121.l ± 7.3 109.6 ± 6.8 ND 

CE-3pMP154 279.2 ± 25.4 2894.2 ± 490.4 3658.5 ± 299.9 NO 

CFN2001 
pMP154 
pSM991-25 4649.6 ± 395.3 2370.9 ± 60.8 4333.3 ± 549.1 2954.9 ±24 

CFN2001 
pMP154 
pSM991-40 4259.6 ± 931.3 2680.5 ± 259.0 4849.0 ± 10007. o 

CFN2001 
pMP154 
pSM991 372.2 ± 54.9 220.4 ± 23.7 315.3 ± 25.0 

Promedio de 2 y 3 experimentos hechos por duplicado 
Actividad especifica expresada en nmol/min/mq de proteina 
Narinqenina 120 nM 
Genisteina 440 nM 
Exudado de raiz de frijol concentrado 10 
Control medio de inducción 
ND no se determinó 

25 

NO 

271.0 ± 2 



'l'üla 7 
Expresión 4• ~ 4• Bbi1obiW1 lequminosal'W!l bv. phaseoli en pSM991-,!!2 
(pSUP20Ss¡ORl'l•ORl'2·~) y pSM991•25 (pSUP20S:: godD,ORl'1-0RF2-~ g 
D9,A, Nod ) con naringenina en las últimas 4 brs., 2 brs., y o hrs .. :d 
crecimiento en las cepas CE•3 y CFN2001 

CEPA 

CE-3pMV16.ll 

CE-3pMV16.12 

CE-3pMV16.13 

CE-3pMV16.14 

CFN200lpMV16.ll 

CFN200lpMV16.12 

CFN200lpMV16.13 

CFN200lpMV16.14 

CE-3pAP7 1 

CE-3pAP72 

CE-3pAP73 

CE-3pAP74 

ACTIVIDAD ENZIMATICA: p - GALACTOSIDASA 
CONTROL NARINGENINA 

732.7 ± 50.1 466.0 ± 41.2 

388.4 ± 37.2 

410.5 ± 82.B 

366.9 ± 60.5 

447.6-± 8.7 283.4 ± 25.9 

232.9 ± 2.4 

230.7 ± 17.3 

278.2 ± 22.9 

60.4 ± 0,7 489.1 ± 16.4 

302.1 ± 18.4 

278.6 ± 32.3 

60.7 ± 6.0 

Promedio de 2 y 3 experimentos hechos por duplicado 
Actividad especifica expresada en nmol/min/mg de proteina 
Naringenina 120 nM 
Iontrol medio de inducción 

2 18 hrs. de crecimiento con narinqenina 
Se agregó naringenina a las 14 hrs. de crecimiento y se 
incubó 4 hr. más con nariqenina 3 Se agregó naringenina a las 16 hrs. de crecimiento y se 
incubó 2 hrs. más con narigenina 

4 se agregó naringenina a las 18 hrs. de crecimiento y se 
detuvo el crecimiento inmediatamente, o hrs. con narin-
genina 

pAP7 pSM991-B2 (pSUP205::0RFl-ORF2-nodBC) nodC::.l.ru;:.Z. 
pMV16.l pSM991-25 (pSUP205::nodD,ORFl-ORF2-nodBC, Dill!A) 

pode:: lacz Nod-

'j 

'1 

; i 

¡ 
H 

, 



MATERIAL Y METODOS 
1. Bacteriófaqos, cepas ~acterianas y plásmidos 

Los bacteriófagos, las cepas bacterianas y los plásmidos utilizad 
en el presente trabajo se encuentran descritos en la tabla 1. 

2. Aislamiento y manipulación de DNA 
El aislamiento y transformación del DNA, electroforésis y la 

digestión con enzimas de restricción del DNA se llevó a cabo de acuerd 
con lo descrito por Maniatis (1982). 

3. Medios y condiciones de crecimiento 
Rhizobium se creció en medio PY a 30° e (Noel, 1984) y ~. coli e 

medio LB a 30° e ó 37° e (Maniatis, 1982) o en LBC, LB con cac12 y MgS 
(Murooka, 1981). Los medios de cultivos para dterminar las actividades 
p-galactosidasa fueron YM sólido (Hooykaas, 1979) y medio de inducción 
liquido. El medio de inducción consiste en medio Jensen (Vincent, 1970 
complementado con 20% de medio sin tiamina, manitol-nitrato (Van Bruss 
1977). Las concentraciones de los antibióticos utilizados en ug/ml 
fueron: 

Escherichia coli Rhizobiurn 
LB PY YM 

Te 10 5 2 
Cm 30 15 5 
Km 30 30 
Sm 100 100 100 
Rif 25 25 
Nal 10 10 
Se utilizó medio minimo (Horvath, 1987)) con X-gal, 5-Bromo-4-cloro-3-
indolil P-D-galactopiranosido, (25ug/ml),como indicador de actividad d 
p-galactosidasa y naringenina como inductor, para la selección de las 
mutantes. 

c. Cruzas 
Las cruzas para mobilizar y expresar plásmidos de E· coli a 

Rbizobium se hicieron de la siguiente manera: las cepas receptora, 
donadora y ayudadora se crecieron en medio adecuado hasta la fase es
tacionaria. Se mezclaron (l:.1:.1 ml) en cajas de PY y se incubaron 16. 
hrs. a 30° c. se tomó la mezcla de células y se resuspendieron en Twe 
• OU y lOmM Mgso4 , diluciones y se platearon en medio selectivo 
apropiado. Para permitir la expresión estable de pSUP205 se utilizó el 
pNC206 para formar cointegrados que permitan su replicación y expresió 
dentro de Rhizobium. 

s. Aial·amiento de mutantes 
pSM991-B2 y p5M991-32 se mutagenizaron con el bacteriófago MudIIP 

(Ratet, 1989) que es un mini-Mu que forma fusiones traduccionales con 
gen ~ de E· ,ggl1 y confiere resistencia 
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~l!lili!!lli!llil:>!l!Rl!>,fll> r 
BE SPE PH 

MudIIPR13 

a Cm. Los plásmidos se introdujeron a la cepa MC4100(Mucts)(MudIIPR1J) 
por conjugación triparental usando el pRK2013 como plásmido ayudador. 
Para la inducción de transposición del MudIIPR13 al plásmido se usó un 
modificación del método reportado por Groisman (1986) y por Murooka 
(1981): 
-Las cepas MC4100pSM991-B2 y MC4100pSM991-32 se crecieron 12 hrs. en L 
Tccm a Joº e 
-La cepa M8820 se creció en LBC (LB, 5mM cacl2 y lOmM Mgso4) a Joº c 1 
hrs. 
-La M8820 se diluyó 1:100 en LBC y se dejó a 30° e hasta que se obtuvo 
lisado de la MC4100 
.Liili 
-se diluyeron las cepas MC4100pSM991-B2 y MC4100pSM991-32 1:100 en LBC 
(LB, 5mM cacl2 y 200mM Mgso4) y se crecieron a JOº e hasta .22 o.o. 
-se incubaron a J7° e 20 min. con agitación a 140 rpm 
-se incubaron a 42º e de 40 - 80 min. en agitación hasta ver lisis 
-se agregó cloroformo 1%, 20 mM Cac12 y 2mM Mgso4• Vortex y se centrif 
Transducción 
-se tomaron de la cepa MB820 y del lisado diferentes concentraciones 
(10:1, 10:2, v/v, moi 2.5 y 5) se mezclaron y se incubaron a Joº e sin 
agitación 30 min. 
-se agregó 2 ml de LB a Joº e con agitación entre 60 - 75 min. 
-se lavaron las células con lOmM NaCl y se resuspenden en .4 ml de 10 
NaCl 
-se platearon en LBC2 Cm sólido (LB, 5mM cacl2 , Cm) y se incubaron 16 
hrs. a Joº e 
Mas del 95% de las transductantes son TcR lo que indica que la 
transposicón del MudIIPRlJ fue al plámsido. La mayoría de las mutantes 
analizadas eran diferentes, por lo que no paracer haber sitios prefere 
ciales de inserción en la transposicón ("hot spots 11 ). 

La selección de las mutantes se hizo introduciendo a la cepas CE- , , 
CFN200l las mutantes como cointegrados con el pNC206 y se identificara 
las clonas positivas en medio mínimo X-gal y medio mínimo X-gal narin- ~' 1 

genina. 
6. Ensayo de inducción de los genes ORF1-0RF2-no4BC 1 

El ensayo de inducción se llevó a cabo de la siguiente manera (Za rd 
1987): 
-Las células se precrecieron en YM sólido por 3 días a 30° e ¡ 
-Una· colonia de la caia de YM se creció en 2 ml de medio de inducción ti 
(MI) por 48 hrs. a 30 C con agitación vigorosa 

~J 
!!fJ 



-se midieron las o.o. 600 y se llevó el cultivo a .05 o.o. 600 en MIN 
(medio de inducción mas 120 nM de narigenina), MIG (medio de inducción 
más 440nM de genisteína) y MIEx (medio de inducción más exudado de rai 
de frijol concentrado 10 vecesb y MI (medio de inducción sin inductor) 
se dejaron crecer 18 hrs. a 30 e con agitación 
-La actividad especifica de p - galactosidasa se determinó cuan 
tificando la proteína usando el método descrito por Lowry (1951) y se 
BSA (albúmina de suero de bovino fracción V) como estandard 

Medios de cultivo 

LB 
Peptona de caseína 
Extracto de levadura 
NaCl 

"2º 
py 
Peptona de caseína 
Extracto de levadura 
CaC1 2 
"2º 
YM 
Manitol 
Extracto de levadura 
NaCl 
Mgso4 7H20 
K2HP04 

~a° 

10 gr 
5 gr 

10 gr 
1000 ml 

5 gr 
3 gr 
7 mM 

1000 ml 

10.0 gr 
o.4 gr 
0.1 gr 
0.2 gr 
o.5 gr 

1000 ml 
6.8 

Medio sin Tiamina, 
Manitol 

Manitol - Nitrato 

K2HP04 
KH2 Po4 
MgS04 7H2o 
KN03 
Ca(N03) 2 
Biotina 
Elementos traza 
FeC1 3 
pH 

Jensen 
KH2Po4 
K2HP04 
Mgso4 7H2o 
NaCl 
FeC13 
Elementos traza 

"2º 
Elementos traza 
Cuso4 5H2o 
Mnso4 4H2o 
ZnS04 7H2o 

1.40% autoclave 
.03% autoclave 
.10% autoclave 
,055% autoclave 
.055% autoclave 
.13% autoclave por separado 

1·ug% filtrar 
• 25% filtrar 
.001% filtrar 

6 

1.0 gr 
.2 gr 
.2 gr 
.2 gr 
.01 gr 

2.5 ml 
1000 ml 

(filtrar): 
.0035% 
.061% 
• 0097% 
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autoclave 
autoclave 
autoclave 
autoclave 
filtrar 
filtrar 



83806 
NaMo 4 4820 

Medio minimo 
Glucosa 
cae~ 
K2H 4 
MgS04 7H20 
FeCli 
Succ nico 
Glutámico 

:aº 
Trazas (filtrar): 
Cuso4 5H2o 
Mnso4 4820 
ZnS04 7H2o 
H3Bo

6 NaMo 4 4H20 
CoC13 

Biotina 
Pantotenato 
Tiamina 
"2º 

.127' 

.0398% 

2.0 gr 
.22 gr 
.2 gr 
.18 gr 

270 ug 
2.0 gr 
1.1 gr 

1000 ml 
6.8 

20 ug 
20 ug 
20 ug 

2 ug 
10 ug 
20 ug 

10 ug 
10 ug 
10 ug 

1000 ml 

autoclave 
autoclave 
autoclave 
autoclave 
filtrar 
autoclave 
autoclave 

filtrar 
filtrar 
filtrar 

6 

por separado 

por separado 
por separado 

,, ,, 
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Expresion del promotor nodBC de R.leg. 

phaseoli en pSM991-B2 en CE-3 

800 

Control 

600 -Naringenin 

8888888888 
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Figura 4 



Expresion ·del promotor nodBC de R.leg. 

phaseoli en pSM991 - B2 en CFN2001 

800 

Control 

600 -Naringenin 

~ 
Genisteina 
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Figura 5 



Expresion de nodAp de R.leg.viceae en 

CE-3, 2001 y 2001 pSM927,828,367 

Control · -Naringenin 

l§1™ 
Genisteina -Exudado Ra 

2pMP1 54 pSM927 pSM828 pSM367 CpMP1 54 

Figura 6 
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Expresio11 del promotor nodBC de R.leg. 

pJ:iaseoli en pSM991-25 en CE-3 

800 

Control -600 
Naringenin 

~ 
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200 
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Figura 7 



Expresion del promotor nodBC de R.leg. 

phaseoli en pSM9.91 -25 en CFN2001 

800 

Control -600 
Naringenin 

~ 
Genisteina 

400 

200 

pMV16 pMV17 

Figura 8 



Expresion del promotor nodBC de R.leg. 

pl1aseoli en pSM991-32 en CE~3 

800 

Control -600 Naringenin 

~ 
Genisteina 

400 
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Figuro 9 
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Expresion del promotor nodBC de .R.leg. 

phaseoli en pSM991 -32 en CFN2001 

800 

Control -600 Naringenin 
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pAP25 

Figura 10 
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Expresion de nodC de R.leg.pbaseoli 

en pSM991-25 en CE-3 

Control -Nar 18 Hrs 

™ Nar 4 Hrs. ·-Nar 2 Hrs. 
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Figura 12 



Expresion de i~odC de R.leg.phaseoli 

en pSM991-25 en CFN2001 

800 

Control 

600 -Nar 18 Hrs 

~ 
Nar 4 Hrs. 

400 -Nar 2 Hrs. 

~ 
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Figura 13 
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Expresion de nodC de R.leg.phaseoli 
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Figura 14 
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Figura 15 
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