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RESUMEN 

Entre las plantas de la familia de las leguminosas y las bacterias fijadoras de 
nitrógeno del género Rhizobium. se establece una relación simbiótica que da como 
resultado la formación de un nuevo órgano. llamado nódulo. El nódulo se forma en 
las raíces de las plantas. y su desarrollo es un proceso altamente complejo, que 
involucra la diferenciación coordinada de ambos simbiontes. Durante este proceso, 
se induce la expresión específica de varios genes vegetales y bacterianos. Las 
proteínas generadas por Ja expresión de los genes de la planta específicos de 
nódulo se denominan nodulinas. y de acuerdo a su cinética de aparición, se 
clasifican como tempranas ó tardías. 

La Nodulina 30 (N-30) es una nodulina tardía del frijol (Phaseolus vulgaris 
L.), y fué detectada como el producto de la traducción in vitro de un transcrito muy 
abundante. específico de nódulo. Se desconoce aún el papel de esta proteína in 
vivo. 

El objetivo de este trabajo fué realizar un estudio sobre los promotores de 
los genes de la planta específicos de la nodulación, con la finalidad de 
aproximarnos a la comprensión de la regulación genética de la misma. Para este 
fin. se utilizó corno modelo e! promotor del gene de la N-30. Durante el trabajo 
experimental de esta tesis. se aisló una clona genómica que codifica para una de 
las proteínas del grupo de N-30. Al secuenciar la región de control de este gene, se 
encontraron diferentes motivos que muestran homología con elementos de control 
ya identificados en los promotores de los genes de otras nodulinas tardías. Estos 
elementos están involucrados en la regulación nódulo-específica y temporal de sus 
respectivos genes. 

Por otro lado. se construyó un gene quimérico fusionando el promotor de la 
N-30 a la secuencia codificadora de la enzima 13-glucuronidasa (GUS). Esta 
construcción fué introducida a Lotus cornícu/atus. usando como vector 
Agrobacterium rhizogenes. Los Lotus transgénicos fueron nodulados con 
Rhizobium loti. 

El análisis fluorimétrico de los diferentes tejidos de las plantas 
transformadas con el gene quimérico N30-GUS. mostró que la expresión de GUS 
dirigida por el promotor de N-30 es específica de nódulo. Además, al hacer el 
análisis histoquímico de los nódulos transgénicos, se detectó la actividad de GUS 
sólo en las células infectadas del nódulo. 

De acuerdo a la expresión de GUS dirigida en Lotus corniculatus por el 
promotor del gene de N-30, podemos concluir que esta proteína es específica de 
nódulo. y más particularmente. de células infectadas; y que posiblemente juega un 
papel importante en el funcionamiento del nódulo. 



INTRODUCCION 

1) Nodulaclón y fijación de nitrógeno: 

Entre las plantas de la familia Legumtnosae y las bacterias fijadoras de 
nitrógeno de los géneros Rhizobium. Bradyrhizobwm y Azorhizobium, se establece 
una relación simbiótica que da como resultado la formación de un nuevo órgano, 
llamado nódulo. Este órgano se forma en las raices ó tallos de las plantas, y su 
desarrollo es un proceso altamente complejo que implica la diferenciación de ambos 
organismos. Tanto en la planta como en la bacteria se induce la expresión de 
nuevos genes, y consecuentemente la producción de nuevas proteínas. Las de la 
planta son conocidas como nodulinas y las de la bacteria como bacteroidinas. Las 
nodullnas son, por definición, proteínas cod1f1cadas por la planta que se expresan 
sólo en los nódulos, y no en las raíces no infectadas u otras partes de la planta 
huésped (van Kammen, 1984). 

El término simbiosis fue introducido por De Bary en 1878, para designar una 
asociación estable entre dos organismos y benéfica para ambos. En el caso del 
nódulo. la planta provee a la bacteria de nutrientes y de un m1croambiente 
adecuado, tanto para su desarrollo, como para la ef1c1ente fijación de nitrógeno. En 
este nicho la bacteria prolifera y reduce ó fija nitrógeno atmosférico generando 
amonio (NH4+), que es asimilado por la planta en compuestos orgánicos. Como 
consecuencia de esta asociación, la planta de¡a de depender del nitrógeno presente 
en el suelo. 

La relevancia que tiene este hecho sólo puede ser apreciada al analizar la 
importancia que tiene el nitrógeno (N) como componente de los seres vivos. Es el 
cuarto elemento en abundancia en ellos, después del carbono (C), oxígeno (0) e 
hidrógeno (H), y es indispensable para la formación de proteínas y muchas otras 
biomoléculas. Aunque es el elemento más abundante en la atmósfera (80%), el 
nitrógeno molecular (N2) sólo puede ser utilizado por las plantas si es reducido a 
amonio (NH4+) ó a nitratos (N03-). Este tipo de compuestos se encuentra en el 
suelo solamente en pequeñas cantidades, originados principalmente en la primitiva 
atmósfera reductora de la Tierra. Además, se producen por fenómenos naturales 
(incendios, actividad volcánica, relámpagos). Sin embargo. la mayoría del nitrógeno 
que se encuentra en los seres vivos proviene de la fijación del N2 atmosférico a 
NH4+ realizada por organismos procariotes. que son los únicos seres vivos capaces 
de llevarla a cabo. 

Por estas razones, las plantas que pueden establecer una relación simbiótica 
con una bacteria fijadora de nitrógeno tienen una gran ventaja selectiva, ya que se 
vuelven independientes del nitrógeno presente en el suelo (Nap et al.,1990a). Esto 
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las hace ser típicamente especies "pioneras" en suelos con deficiencia de nitrógeno. 
Por otro lado, desde el punto de vista agrícola. son cultivos que no necesitan 
fertilizantes y pueden ser usados como "fertilizadores" naturales en terrenos donde 
se practica la rotación de cultivos. (Salisbury 1985) 

11) Antecedentes históricos: 

Las características especiales de las leguminosas fueron reconocidas desde 
los tiempos de la antigua Roma, donde ya se practicaba el sistema de rotación de 
cultivos. usando a las leguminosas como "abono verde" (Nap et al., 1990a). En 
México ya se conocía esta práctica hace más de 3,000 años. 

La familia de las leguminosas (Leguminosae), consta de unas 17,150 
especies aproximadamente, de las cuales han sido analizadas un 19%, 
encontrándose nódulos en un 87% de ellas (Sprent. 1990) 

A fines del S. XIX se tenían diferentes opiniones sobre la posibilidad de que 
las plantas fueran capaces de utilizar el nitrógeno atmosférico. Varios autores 
trabajaron alrededor de este tema: de Saussure ( 1804), Boussingault (1854), von 
Liebig (1860), Frank ( 1886), Joule(1885), Atwater(1885). etc. En especial, había una 
fuerte controversia respecto a las capacidades especiales que parecían tener las 
leguminosas. En 1888 Hellriegel y Wilfarth publicaron el primer trabajo que dió una 
respuesta clara, y una explicación sobre lo que sucedía con las leguminosas y sus 
nódulos. apoyada en experimentos científicamente rigurosos (Quispel, 1988). 
Haciendo balances de nitrógeno de cereales y leguminosas, probaron que éstas 
utilizaban una fuente extra de nitrógeno, además del provisto en las soluciones 
nutritivas. Por medio de experimentos de inoculación en arena estéril, usando 
sobrenadantes de tierra hervidos y sin hervir, verificaron paso a paso el carácter 
microbiológico y simbiótico de la fijación del nitrógeno en las leguminosas, y el papel 
de los nódulos en el proceso. (G. Schilling. 1988). Sin embargo, se desconocía aún 
la identidad del microsimbionte. En el mismo año Beyernick pudo aislar bacterias de 
nódulos cuya superficie había sido esterilizada, y más tarde (1890), logró hacer 
nodular raíces de Vicia faba inoculándolas con esta::; mismas bacterias, que 
denominó Bacillus radicícola. 

Otros estudios, realizados por Prazmowski ( 1890), y Nobbe y Hiltner (1893), 
arro¡aron luz sobre la relación entre bacteroides y fi¡ac1ón de nitrógeno, llegando a la 
conclusión de que la asimilación de nitrógeno está relacionada con la formación de 
bacteroides dentro de la célula vegetal (Quispel. 1988). 
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111) El nódulo como modelo de estudio: 

Además de las consideraciones de tioo práctico. el estudio de la nodulación 
resulta muy atractivo para realizar investigación básica. ya que en el proceso de 
formación del nuevo órgano se dan varios fenómenos interesantes: 

i) Es un órgano que se origina en un meristemo completamente nuevo, 
inducido por el Rhizobium. y es uno de los pocos fenómenos de diferenciación 
vegetal que pueden ser controlados en situación experimental. Se puede observar la 
ontogenia del nódulo desde sus comienzos. ya que su desarrollo se inicia a partir de 
la inoculación, siguiendo después etapas bien definidas a lo largo del tiempo. Esto 
permite llevar a cabo diferentes estudios sobre los fenómenos rnorfogenéticos. 
bioquímicos, fisiológicos y moleculares que ocurren durante el proceso de la 
nodulación. 

ii) Es un proceso en el que se puede estudiar la relación simbiótica de manera 
muy fina. tanto a nivel metabólico corno molecular. y la expresión genética de ambos 
simbiontes durante la nodulación. La d1sponib1l1dad de mutantes, principalmente de 
Rhizobium, ha sido muy valiosa para determinar la temporalidad y distribución 
espacial de estos procesos. Por otro lado. la posibilidad de obtener leguminosas 
transgénicas (Petit et al.. 1987), ha perrn1t1do analizar muy detalladamente la cinética 
de expresión de los genes vegetales y la respuesta de éstos a las señales de la 
bacteria. 

iii) Es un proceso que nos permite analizar el fenómeno de especificidad 
bacteria-huésped. Previamente a la nodulación en sí. ya se da una cierta 
comunicación entre ambos organismos. de tal manera que el rnicrosirnbionte 
reconoce a su huésped específico y viceversa Este reconocimiento es a nivel 
molecular, habiendo sido identificados ya algunos de los genes del Rhizobium que 
intervienen en el mismo y los productos involucrados. Sin embargo, todavía no se 
sabe con precisión cómo es que la planta reconoce estas señales y cómo se 
transducen para alterar su expresión genética. 

IV) Desarrollo del nódulo: 

El desarrollo del nódulo es un proceso que se caracteriza por un complejo 
intercambio de señales moleculares entre la bacteria y la planta, y ha sido descrito 
como "una secuencia en múltiples etapas de eventos interdependientes" (Vincent, 
1980). La nodulación se ha dividido de manera gruesa en tres etapas: i) la etapa de 
preinfección ó reconocimiento; ii) la infección y organogénesis del nódulo, y iii) el 
funcionamiento del nódulo (Scheres, 1990). 
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Incluso antes de que haya un contacto tísico entre la planta y la bacteria, se 
da una comunicación molecular entre los simbiontes. que tiene como primer fin el de 
reconocerse mutuamente. Rhizoowm es capaz de vivir en vida libre en el suelo 
indeperidientemente d;;o su reiac1ón con la planta Sin embargo, si la raíz de una 
leguminosa crece en las cercanías, las bactenas se dirigen preferentemente hacia 
ella por quimiotaxis. ya que la raíz excreta exudados que contienen compuestos 
flavono1des atrayentes para ellas. De esta manera las bacterias "colonizan" la 
rizósfera y se multiplican en ella, manifestándose la espec1t1cidad bacteria-huésped 
desde esta etapa tan temprana, ya que los rl1izob1a son atraídos preferencialmente 
hacia las raíces de su huésped específico (Nap et al .. 1990a). Para que se dé esta 
especificidad bacteria-huésped se requiere de una comunicación molecular, que 
involucra por lo menos dos pasos de intercambio de señales moleculares entre la 
bacteria y la planta. En el primer paso se induce la transcripción de los genes de 
nodulac1ón bacterianos. denominados genes nod (Long, 1989; Spaink et al, 1992). 
La especificidad de esta inducción involucra a la proteína bacteriana Nod D. que 
presumiblemente interacciona directamente con los tlavonoides de la planta para 
actuar sobre los genes nod (Horvath et al., 1987: Spaink et al, 1987). En el segundo 
paso. la bacteria produce una ó más señales. cod1t1cadas por los genes nod, que 
desencadenan respuestas de la raíz, como la deformación de los pelos radiculares. 
De alguna manera, se altera también la expresión genética en la misma (Roche et 
al .. 1991a; Spaink et al ,1991). En el caso de R. mel1Jot1 se ha identificado un 
lipo-oligosacárido sulfatado (NodRM1), como una señal bacteriana específica de 
huésped que aparentemente es la responsable de causar estos cambios en la raíz 
de alfalfa (Lerouge, 1990; Roche et al., 1991 b). 

Al adherirse las bacterias a las raíces de la planta causando el enroscamiento 
de los pelos radiculares. se inicia la invasión de la raíz. Los rhizobia penetran a la 
célula del pelo radicular por medio de una hidrólisis localizada de Ja pared celular. 
Por este punto las bacterias entran a la célula, al formarse una invaginación de la 
membrana celular. Alrededor de ésta se forma una estructura tubular llamada hilo de 
infección. por deposición de material seme¡ante al de la pared celular (Long, 1989). 
Al mismo tiempo y antes de ser alcanzadas por el hilo de infección, las células de la 
corteza de la raíz registran la señal de invasión aparentemente también debido a 
moléculas bacterianas como NodRM1 (Roche et al 1991a). y empiezan a dividirse, 
dando origen a un nuevo menstemo. 

Las bacterias se multiplican dentro del hilo de infección, mientras éste 
atraviesa capas celulares en dirección al primordio del nódulo. Al llegar a la zona de 
actividad mitótica el hilo de infección se abre y libera las bacterias dentro del 
citoplasma celular. Las bacterias quedan entonces envueltas en una membrana (m. 
peribacteroidal). derivada del plasma lema de la célula vegetal (Nap et al., 1990a). 
Durante el recorrido por el hilo de infección las bacterias se diferencian a 
bacteroides, que es el estadio en el que viven dentro de la célula. Los bacteroides 
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carecen de pared externa y tienen motilidad reducida. Una vez que se encuentran 
dentro de la célula, expresan la capacidad de f1¡ar nitrógeno. 

En este momento el desarrollo del riódu!o puede seguir dos caminos 
diferentes, que llevan a formar nódulos con distinta morfología, dependiendo de la 
especie de planta de que se trate en leguminosas templadas (chícharo, trébol, 
alfalfa, haba) se forman generalmente nódulos indeterminados, que tienen una 
forma cilíndrica y un menstemo apical persistente Esto les permite seguir creciendo 
y fijando nitrógeno por más tiempo, y el nódulo resultante tiene simultáneamente 
zonas en diferentes etapas de desarrollo En contraste, la mayoría de las 
leguminosas tropicales (fn¡ol, soya, Vigna sp) forman nódulos determinados, de 
forma esférica y con un tiempo de crecimiento y tamaño definidos. En estos nódulos 
las diferentes etapas de desarrollo se encuentran sólo en una secuencia temporal, 
siendo su anatomía más definida Además de las células infectadas, que se van 
llenando progresivamente de bacteroides, se encuentran dentro del nódulo células 
no infectadas, que son más pequeñas y están especializadas para la asimilación del 
nitrógeno fijado. Estos dos tipos de células se encuentran en la parte central, y 
alrededor de ellas se desarrollan la corteza y la endodermis del nódulo, misma que 
constituye una barrera impermeable al oxígeno. 

V) Nodullnas tardfas: 

Las nodulinas son inducidas en etapas específicas a lo largo del proceso de 
formación del nódulo. Se dividen comúnmente en dos grandes grupos. de acuerdo a 
su cinética de expresión: las nodulinas "tempranas" y las nodulinas "tardías". Las 
primeras son expresadas en el inicio del desarrollo del nódulo y podrían estar 
involucradas en el proceso de infección bacteriano. la deformación de los pelos 
radiculares. aspectos estructurales y transducc1on de señales durante la ontogenia 
del nódulo. Las nodulinas tardías son expresadas en un estado más avanzado del 
desarrollo, alrededor del momento del inicio de la fi¡ac1ón del nitrógeno y juegan un 
papel más directo en el funcionamiento del nódulo, como en la fijación y asimilación 
del nitrógeno, el metabolismo del carbono. el transporte de metabolitos entre el 
nódulo y la raíz, etc. (de Bruijn et al .. 1990). 

De entre las nodulinas tardías las mejor caracterizadas y más abundantes son 
las leghemoglobinas, que constituyen hasta el 25% de la proteína soluble total del 
nódulo, dándole su característico color rojizo (Nap et al., 1990b). A semejanza de las 
globinas animales. las leghemoglobinas son hemoproteínas que funcionan como 
acarreadoras de oxígeno. Regulan la difusión del mismo de modo que se pueda 
mantener la concentración adecuada para los bactero1des. constituyendo al mismo 
tiempo una barrera que evita la entrada de un exceso de 02 (Appleby, 1984). Las 
leghemoglobinas trabajan a una concentración de 02 de alrededor de 1 O nM (en 
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nódulos de soya). Esto permite a la nitrogenasa (encargada de fijar el N2) funcionar 
correctamente. dado que ésta funciona a una ba.ia concentración intracelular de 
oxígeno (Appleby, 1984) En todas las leguminosas estudiadas hasta ahora. se ha 
encontrado más de una leghemoblob1na en el nódulo. las cuales están codificadas 
por más de un gene (Nap et al..1990b) Las leghemoglob1nas de soya y sus genes. 
así como su regulación. han sido estudiados extensivamente. Se han 1dentif1cado 
cuatro formas principales de leghemoglobina en soya. que se diferencian sólo 
ligeramente en su composición de aminoácidos. y que están codificadas por una 
familia mult1génica agrupada en dos regiones (Appleby, 1984; Bo¡sen et al., 1983; 
Verma et al., 1986). En el caso de Sesbania rostrata. que es nodulada tanto en las 
raíces como en el tallo, se han encontrado siete leghemoglobinas diferentes (Bogusz 
et al .. 1987; Kortt et al.,1987). La diferente afinidad por el 02 de las distintas 
leghemoglobinas y su expresión a diferentes tiempos. podrian mejorar la eficiencia 
de la fijación de nitrógeno y explicar esta abundancia de formas (Uheda et al.,1982; 
Verma et al., 1988). 

La segunda proteína en abundancia en el citoplasma de los nódulos de soya 
es una proteína de 125kDa compuesta por cuatro subunidades de 35kDa 
denominada nodulina 35. y posteriormente 1dent1ticada como uricasa 11 (Legockí et 
al.,1979; Bergmann et al..1983). La uricasa 11 es una enzima clave en la vía 
biosintét1ca de los uré1aos, por medio de la cual se asimila el NH4+ en soya y otras 
leguminosas tropicales. habiendo sido localizada en peroxisomas de células no 
infectadas (Nguyen et al.,1985). También se ha detectado una uricasa específica de 
nódulo en frijol (Sánchez et al., 1987). La expresión de uricasa 11 en soya y frijol no 
depende de la fi¡ación de nitrógeno, sino que parece estar inducida, al menos en 
parte, por bajas concentraciones de 02; sin embargo. se le considera como una 
nodulina tardía debido a su cinética de expresión (Larsen et al., 1986; Sánchez et 
al.,1991) 

Otra enzima que se acumula en el nódulo de manera importante es la 
glutamino sintetasa (GS). encargada de catalizar el primer paso en Ja asimilación del 
NH4+ generado por la fijación de nitrógeno de los bacteroides. En frijol. Phaseolus 
vu/garis. se induce fuertemente en el nódulo la expresión de gin- y. uno de los 
genes que codifican para la GS (Lara et al.. 1983) El producto de gin- y ha sido 
clasificado como una nodulina tardía, ya que se induce un poco antes del inicio de la 
fijación de nitrógeno (Padilla et al., 1987). Aunque 1n1cialrnente se pensó que este 
péptido era estrictamente nódulo-específico (Lara et al.. 1983. 1984), se ha detectado 
mRNA de gin-y a bajos niveles en tallos. peciolos y cotiledones verdes (Bennett et 
al .. 1989a,b). Sin embargo, la distiribución de la exoresión dirigida por el promotor de 
gin-y. preferencialmente en células infectadas. es claramente distinta de la de gln-8, 
cuya expresión dentro del nódulo se restringe a los haces vasculares (Forde et 
al..1989). Esta expresión nódulo-específica. ó por lo menos altamente inducida, de 
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uno o más genes de GS. parece ser común entre las leguminosas. habiendo sido 
también reportada en soya (Sengupta-Gopalan et al..1986: Hirel et al . 1987). 
ch1charo (Tíngey et al, 1987). Lupmus luteus (Kon1eczny et al., 1988) y alfalfa (Dunn 
et al.,1988) 

Finalmente, se ha caracterizado en soya una familia de genes que codifican 
para varios productos de distinto peso molecular. y que aparentemente tienen 
diferente localización dentro del nódulo. CL1ya función aún no ha sido determinada. 
En con¡unto constituyen los segundos transcritos en abundancia en los nódulos 
maduros. después de los de leghemoglob1na (hasta el 6% del mRNA polisomal) 
(Verma et al .. 1988). Las mejor caracterizadas han sido N-20, N-22, N-23, N-26b, 
N-27 y N-44 (Sandal et al .. 1987; Jacobs et al .1987. Sengupta-Gopalan et 
al.. 1986a). Al secuenciar estas clonas se observaron dos regiones con alta 
homología (70-90%), separadas por una tercera región que es única para cada 
nodulma. Las dos regiones conservadas se centran alrededor de cuatro residuos de 
cisteínas, distnbuidos de manera seme¡ante a los dominios que unen metales 
conocidos como "dedos de zinc' (Sandal et al .1987) Todas estas nodulinas tienen 
un posible pépt1do señal que sugiere que pueden estar en asociación con 
membranas. aunque esta asociación sólo se ha demostrado para N-23, mientras 
que N-27 se r1a localizado aparentememe en 1a rracc1on soluble (Jacobs et al .. 1987). 

Además se han identificado algunas otras nodulinas tardías, pero que están 
bastante menos caracterizadas: la sacarosa sintetasa en soya (Thurnrnler et 
al, 1987); la aspartato amino transferasa en alfalfa (Griffith et al., 1989); N-26 y N-24 
en soya (Fortín et al., 1987; Katinakis et al , 1985) 

VI) El uso de plantas transgénlcas para estudiar la expresión genética: 

La expresión de los genes vegetales está regulada de muchas maneras: se 
induce ó reprime, de manera que los genes se expresen en diferente proporción de 
acuerdo a lo que se requiere en cada célula particular a lo largo del tiempo. Entre los 
genes vegetales cuya expresión regulada l1a sido más estudiada se encuentran dos 
grandes grupos. los genes 1nduc1bles por estímulos cambiantes y los tejido 
específicos. Los genes inducibles pueden responder a distintos estímulos corno a la 
luz. la temperatura, al estrés anaerób1co. a heridas, patógenos, señales 
rhizobiáceas, ritmos circadianos, etc. Además pueden ser inducidos en etapas 
específicas del desarrollo. Les genes tejido específicos pueden ser activados en 
tejido verde, tubérculos, semillas, flores, polen, nódulos. etc. (Benfey et al., 1989). 

Se ha encontrado que el control de la expresión de los genes está mediado 
por secuencias determinadas en las regiones 5' y/ó 3' de los mismos (elementos de 
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control en cis ). En la mayoría de los casos estudiados hasta ahora se ha visto que 
este control es a través de proteínas regulatorias que se unan al DNA, influyando en 
la activación ó represión transcnpc1onal de los genes (elementos activadores en 
trans ). 

El estudio de los elementos cis involucrados en la regulación de genes en 
plantas se ha beneficiado mucho con la posib1l1dad de transformar plantas 
genéticamente, es decir de hacer plantas transgénicas (Schell et al..1987). Durante 
años recientes se han desarrollado varios métodos para hacer de la transformación 
vegetal un procedirrnento de rutina. La técnica más utilizada para obtener plantas 
transgén1cas hace uso de dos vectores genéticos naturalmente dirigidos a las 
plantas. las bacterias Agrobacterium tumefac1ens (Zambryski et al.,1983; 
Herrera-Estrella et al, 1983) y A rhizogenes (Ch1lton et al .1982; David et al., 1984; 
Tepfer. 1984). Estas bacterias son capaces de introducir segmentos específicos del 
DNA (T -DNA) de un plásmido. al genoma de la célula vegetal. Un segundo sistema, 
más parecido a los utilizados para transformar células animales. es la introducción 
directa del DNA a protoplastos vegetales. por ejemplo por electroporación, 
tratamiento con polietilen-gltcol (Willmitzer. 1988), ó bombardeo con microproyectiles 
recubiertos de DNA (Davey et al 1999· Klein et al 1987). Sin embargo, la 
obtención de plantas transgénicas con estos métodos no ha sido tan exitosa como 
con Agrobacterium. y su utilidad se ha limitado principalmente a estudios de 
expresión transitoria (aunque se han obtenido algunos éxitos con el método de 
microroyectiles, generando individuos transgénicos estables de soya y maíz) 
(McCabe et al., 1988: Gordon-Kamm et al, 1990) 

El desarrollo de genes quiméricos ha constituido una herramienta muy útil 
para el uso de plantas transgénicas en estudios de regulación genética. Para realizar 
estos estudios normalmente se construyen m vitro genes quiméricos compuestos de 
las regiones 5' yló 3 · del gene que se está estudiando. fusionadas a la secuencia 
codificadora de un gene "reportero", cuya expresión es fácil de detectar. Como 
genes reporteros se usan, por ejemplo, el de la cloramfenicol acetiltransferasa 
(CAT), el de la neomicina fosfotransferasa (NPT). ó el de la B-glucuronidasa (GUS). 
Estas construcciones son insertadas en el T-01'JA de un vector de Agrobacterium, 
cerca de un marcador seleccionable. Los vectores compuestos son entonces 
introducidos en A tumefaciens ó A. rhizogenes. y las bacterias ya transformadas 
son utilizadas para infectar plantas ó explantes. A partir de los tejidos transformados 
se regeneran plantas transgénicas. En el caso de genes inducibles, las plantas 
transgénicas ó te¡idos transformados son expuestos entonces al agente inductor, y 
la actividad del gene reportero es medida. En el caso de genes tejido-específicos, la 
expresión del gene reportero es analizada en dichos tejidos u órganos, en etapas de 
desarrollo definidas (de Bruijn et al, 1990). 
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Los elementos regulatorios en cis se pueden identificar llevando a cabo un 
análisis de deleciones de la región promotora y/ó fusionando distintos fragmentos de 
la misma a elementos "potenciadores" de ia e)(p1es1ón ('enhancers"). De manera 
semejante se puede fusionar un promotor rnín11no. ¡unto con un gene reportero, a 
diferentes segmentos de la región regulatoria en estudio, detectando así secuencias 
que dirigen la expresión órgano-específica. "enl1ancers". caias de respuesta a 
estímulos (luz, ABA, temperatura), etc Estos análisis se pueden acoplar también a 
la búsqueda de elementos trans, buscando compleios de DNA-proteína por medio 
de geles de retardamiento, ó viendo s1 hay alguna zona de DNA protegida usando 
análisis de EXO 111 ó ensayos de "foot-print1ng· (de Bru1in et al, 1990) 

Para hacer este tipo de análisis con los promotores de nodulinas, fué 
necesario desarrollar métodos de transformación de plantas leguminosas. El primer 
protocolo desarrollado fué el de la transformación de Lotus comiculatus mediada 
por Agrobacterium rhizogenes .. Lotus es una leguminosa usada como forraie que es 
nodulada por Rh1zobium fati y Bradyrhizob1um sp Lotus (Petit et al., 1987). Esta 
combinación fue elegida para estudios de transformación debido a la capacidad de 
las raíces transformadas. 1nduc1das por el A rh1zogenes, de generar 
espontáneamente brotes en presencia de luz (de Brui¡n et al .. 1990). Con este 
sistema se pudieron obtener plantas transgén1cas en unos 5-6 meses, 
encontrándose que alrededor de! 90º,,: de !as plantas contenían efectivamente la 
nueva información genética, en este caso el gene quimérico (Jbc3 5'3'-CAT) (Petit et 
al., 1987; Stougaard et al., 1987a). Además. las plantas transgén1cas son noduladas 
normalmente por Rh1zobium loti y Bradyrhizobium sp. Lotus, y los nódulos 
resultantes parecen ser funcionalmente equivalentes a los nódulos de raíces no 
transformadas (Petit et al., 1987). Un segundo proced1m1ento desarrollado a partir de 
éste. pero considerablemente más corto, fué reportado por Hansen et al. (1989). En 
este método también se infectan las plántulas con A rhizogenes y se generan 
raíces transgénicas "velludas", que no son separadas del tallo. El sistema radicular 
normal de la planta es eliminado y lo suplen las raíces transformadas, que son 
directamente noduladas con R. lot1. en vez de pasar por todo el ciclo de 
regeneración. La actividad del gene reportero es analizada directamente en estos 
nódulos. 

En el protocolo 1nic1al se usaron vectores cOJntegrados (Hooykas, 1989) para 
introducir los marcadores seleccionables y los genes quiméricos al T-DNA de A. 
rhizogenes (Stougaard et al .. 1986, 1987a). Sin embargo también se han usado 
vectores binarios (Hooykas,1989; Bevan. 1984) y se ha encontrado que Jos 
marcadores contenidos en ellos se co-transf1eren con el RiT-DNA a una frecuencia 
de 10-80% (Stougaard et al., 1987a; Farde et al., 1989; Szabados et al., 1990). 

Otras leguminosas que puede ser transformadas son: alfalfa (Medicago 
sativa) (Simons et al .. 1988; Deak et al .. 1986); soya (G/ycine max)(Hinchee et 
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al .. 1988; McCabe et al 1988): fríjol (P.'iaseclus ~vlgarls) (McC1ean et al.,1991; 
Mariotti et al., 1989); chícharo (Pisum sati'lum) (~e Kat1·1en et al., 1990; Puonti-Kaerlas 
et al., 1989); V1c1a narbonensis (Pickardt et al. 1991 ); Vigna aconitlfolia (Eapen et 
al., 1987); Vigna unguiculata (García et al., 1986); Phaseolus coccineus (Mariotti et 
al., 1989) y trébol blanco (Tritolium repens) (Wh1te et al., 1987). Pero en la mayoría 
de estos sistemas no ha sido posible la regeneración de las transformantes. ó sólo a 
una ba¡a eficiencia. lo cuál los hace inútiles como sistemas de análisis confiables y 
reproducibles (Potnkus, 1991 ). 

Uno de los hechos que se ha puesto de manifiesto utilizando algunos de 
estos sistemas de transformación, es que aparentemente las señales de expresión 
para d1st1ntas nodulinas están conservadas entre las diferentes leguminosas. Por un 
lado. hay varios promotores de nodulinas que han dirigido la expresión correcta de 
sus genes reporteros en Lotus corn1culatus. tanto organo-específica como 
temporalmente. Ejemplo de éstos son los promotores de Jbc3 y N-23 de soya 
(Stougaard et al.,1986,1987b; Jorgensen et al 1988); el de glb3 de S. rostrata 
(Metz et al.,1988; Szabados et al., 1990), y el de gin-y de fn¡ol (Forde et al .. 1989)]. El 
promotor de N-23 de soya también funcionó correctamente en el sistema Trifolium 
repens+R. trifo/ii (Stougaard et al 1987a) y e! promotor de lbw en Med1cago sativa 
(Schell et al., 1988; Simons et al., 1988) 

Además, se han encontrado factores nucleares, tanto de soya como de frijol, 
que unen secuencias ricas en Aff y que aparentemente tienen características 
comunes. El factor nuclear de frijol (PNF-1 ). aparte de unirse a varias regiones del 
promotor de gln·y de frijol, también se une a secuencias del promotor de lbc3 de 
soya, y parece estar muy relacionado con el factor nuclear de soya NAT-2 (Forde et 
al.,1990; Jensen et al.,1988;Jacobsen et al.,1990) Todo esto sugiere que por lo 
menos parte de los mecanismos de control de la expresión de las nodulinas tardías 
se asemeja entre distintas especies de leguminosas. 
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ANTECEDENTES 

1) Nodullna 30: 

La Nodulina 30 (N-30) es una nodulina tardía del frijol (P. vulgaris). Fué 
detectada como el producto de la traducción m vitro de un transcrito muy abundante 
en el nódulo, y que no se encuentra en la raíz En un gel de doble dimensión, esta 
proteína no se enfoca en el gradiente isoeléctnco. por lo que en vez de resolverse 
corno una mancha discreta, se aprecia corno un barrido de un peso de alrededor de 
30 KD. en el que se distinguen tres zonas (Figura 1) (Campos et al., 1987). La 
intensidad relativa de estas zonas cambia durante el desarrollo del nódulo maduro. 
Hasta ahora no se ha encontrado in vivo ningún polipéptido tan abundante, que 
pudiera corresponder a esta(s) proteína(s). Esto puede deberse a que sufren 
modificaciones postraduccionales y/ó tienen tiempos de vida media muy cortos. 

La cinética de expresión de N-30 se aseme¡a a la de otras nodulinas tardías 
de fri¡ol, como uricasa 11 y leghemoglobina. apareciendo alrededor del día 11 
después de la infección y aumentando gradualmente. ,t., diferencia de éstas, cuya 
expresión d1sm1nuye hacia el día 28, la de la N-30 se mantiene alta. Además, se 
sabe que la expresión de N-30 requiere de la presencia de Rhizobium dentro del 
nódulo, ya que en nódulos vacíos (sin células infectadas) generados con tres 
diferentes mutantes de Rhizobium, no se expresa N-30 (Padilla et al., 1991 ). 

Haciendo una hibridación diferencial en la que se usaron como sondas cDNA 
de nódulo y cDNA de raíz no infectada, se obtuvieron varias clonas de cDNA 
específicas de nódulo. Estas se utilizaron para seleccionar mRNAs por hibridación. 
El mRNA seleccionado (1200pb) por una de ellas. al ser traducido, produjo una 
proteína con la migración característica del grupo de N-30. pero que no cubre toda la 
zona en el gel(Campos et al.,1987). Esta clona de cDNA se usó también para 
hibridar contra mRNA polisomal y se observó que daba señal con varios transcritos. 
Además, se usó como sonda en un Southern de DNA genómico de frijol. en el que 
hibridó con 7 bandas (Campos Gt al., en preparac1on). Estos datos, junto con la 
migración aberrante de la N-30 y su aparente separación en distintas zonas (cuya 
intensidad cambia durante el desarrollo del nódulo). sugieren que los polipéptidos 
observados como el grupo de N-30 podrían estar codificados por una familia 
multigénica (Campos et al., 1987). 

Posteriormente se aislaron otras clonas de cDNA para N-30, dos de ellas 
bastante largas (pN311, 920pb; pN307, 900pb), que fueron usadas en este trabajo. 
La secuencia de estas clonas se realizó durante el transcurso del mismo(Campos et 
al., en preparación). 
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Figura 1: (A) Gel de doble dimensión de productos de traducción in vitro de 
ANA polisomal de raíz no infectada de frijol. 

(B) Gel de doble dimensión de productos de traducción in vitro 
de ANA polisomal de nódulo de frijol (18 dfas). El grupo de 
N-30 se aprecia como una mancha alargada, señalada 
aproximadamente a los 30kD. (Tomado de Campos et al., 
1987). 



No se encontraron, por hibridación con DNA genómico, genes semejantes ni 
en soya ni en chícharo, usando condiciones de hibridación que detectan un 85% de 
homología (Campos, comunicación personal). 

11) Análisis de promotores de nodullnas tard!as: 

Se han aislado ya varios genes de nodulinas tardías, cuya cinética de 
expresión es semejante, induciéndose fuertemente alrededor de! momento del inicio 
de la fijación de nitrógeno en el nódulo. Este comportamiento sugiere que los 
mecanismos y secuencias que controlan la expresión de estos genes pueden estar 
conservados entre ellos (Jorgensen et al.,1991; Stougaard et al.,1990; Szabados et 
al., 1990). Se han analizado ya, usando diferentes estrategias, las regiones de 
control de los genes de diferentes nodulinas tardías. y se han delimitado distintos 
elementos de control en las mismas. También han sido identificadas algunas 
secuencias consenso que parecen estar involucradas en la expresión 
órgano-específica de estas proteínas, y otras que que unen factores protéicos 
nucleares de nódulo y de hoja. 

De entre los genes de nodulinas tardías. el promotor más estudiado ha sido el 
del gene lbc3, que codifica para una leghemoglobina de soya. Se han llevado a cabo 
experimentos de delaciones para disectarlo y encontrar los elementos cis 
involucrados en su regulación. En este promotor se encontraron dos elementos 
positivos (uno fuerte SPE y uno débil WPE). un elemento negativo (NE), y un 
elemento órgano-específico (OSE) (Figura 12). Dentro de éste último están 
contenidas dos secuencias cortas que parecen ser específicas de nódulo (CTCTT Y 
AAAGAT) (Figura 13a) (Stougaard et al., 19B7b, 1990) 

En otros promotores analizados, el de Srglb3 (también leghemoglobina) de 
Sesbania rostrata (Szabados et al., 1990; Metz et al. 1988; Welters et al., 1989), y el 
del gene de N-23 de soya (Jorgensen et al., 1988. Stougaard et al., 1990; de Bruijn et 
al., 1990), se ha encontrado un patrón semejante de distribución de elementos de 
control. aunque sin el elemento negativo (Figura 12). Las secuencias 
órgano-específicas consenso (CTCTT Y AAAGAT) se encuentran también en estos 
promotores en la región proximal, así como en otros promotores de nodulinas de los 
que sólo se conoce la secuencia (Figura 13a) Sin embargo, al analizar por 
deleciones el promotor deSrglb3 de S. rostrata, la región del mismo homóloga al 
OSE (en donde se encuentran estas secuencias), no se comportó como un elemento 
específico de nódulo, aunque la expresión del gene si lo es. Este dato sugiere que 
hay otras regiones involucradas en el control de la expresión órgano-específica 
(Szabados et al., 1990; de Bruijn et al., 1990) Por eiemplo, el elemento positivo más 
fuerte (SPE) del promotor de lbc3 parece estar involucrado en un control 
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nódulo-específico, ya que además de comportarse como un "potenciador" 
(enhancer)(dado que también funciona en ia pos1c1on 1nvert1da), es capaz de dirigir 
una expresión específica de nóduio en ausencia ae1 OSE; pero no hay ningún factor 
nuclear que se una in vitro a DNA en esta zona. ni se han encontrado secuencias 
consenso al compararlo con otros promotores. por lo que no se puede saber qué 
secuencias son responsables de estas funciones (Stougaard, 1990). 

En el caso del promotor de N-23 se han encontrado, además de un elemento 
OSE funcional, dos elementos positivos (PE-A y PE-B) que funcionan juntos como 
un "enhancer" específico de nódulo (Jorgensen et al. 1991) (Figura 12). Ambos 
contribuyeron de manera equitativa en la 1nducc1ón de la expresión de CAT bajo el 
promotor de N-23, como se concluyó al observar una expresión similar de los genes 
quiméricos al deletar ya sea uno ó el otro de los dos elementos de la construcción. 
Al disectar más finamente esta región, se demostró que los responsables de la 
función de los elementos positivos son dos repetidos invertidos lnvA e lnvB de 12pb 
cada uno (Figura 12). N1 estas secuencias. ni otros repetidos invertidos semejantes, 
han sido encontradas en otros promotores de nodulinas. y no tienen relación a nivel 
de secuencia con el SPE de lbc3 (Jorgensen et al. 1991 ). 

En cuanto a las secuencias relacionadas con unión a proteínas, se 
encontraron originalmente dos regiones ricas en AfT (BS1 y BS2) en el promotor de 
lbc3 de soya que unen un factor protéico específico de nódulo (Jensen at 
al., 1988ab; de Bruijn et al., 1988) (Figura 12) Un análisis comparativo con el 
promotor de Srglb2 de Sesbania, reveló que en él existe un sitio de unión análogo y 
en una posición similar, que interactúa con el mismo factor de soya. Además, hay 
sitios múltiples más arriba en el promotor que también se unen a él (Metz et al., 1988; 
de Bruijn et al., 1988). Más adelante se aisló este factor. denominándose NAT2, y se 
encontraron varios sitios de unión en el promotor de N-23 (Jacobsen et al., 1990). Se 
ident1ficarosn otros dos factores nucleares de soya que se unen a secuencias de 
este promotor, pero que son muy diferentes bioquím1camente a NAT2, presentando 
las caraterísticas del grupo de proteínas HMG-1 (high-mobility group 1). NAT1, 
también factor de nódulo, se une en otras regiones. mientras que LAT1, un factor de 
hoja, se une a las mismas secuencias que NAT2. 

Por otro lado, al analizar el promotor del gene de la glutamíno sintetasa gln·r 
de fri¡ol, se encontró otro factor nuclear (PNF-1) que se une al DNA en secuencias 
también ricas en AfT, como el de NAT2(Forde et al,1990) (Figura 12). La 
comparación entre los diferentes sitios de unión a proteína de los promotores de 
soya y frijol, reveló un motivo consenso de 8pb (TATTTWAT), que se encuentra en 
algunos casos dentro de un palíndrome imperfecto de longitud variable (Figura 13b). 
En ensayos de retardamiento en geles, utilizando oligos mutados en algunas de las 
bases de esta secuencia consenso, se encontró que este motivo es clave en el 
reconocimiento de los factores nucleares de frijol (Forde et al.,1990). De la misma 
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manera, al mutar el sitio de unión de NAT2 en los promotores de lbc3 ~· N-23 de 
soya, se disminuyó la afinidad DNA-proteina (Jacobsen et al .. 1990) Sin embargo, 
aparentemente hay secuencias externas a este motivo que también están 
involucradas en el reconocimiento DNA·proteína. ya que hay mutaciones fuera de 
este sitio que afectan la unión significativamente (Jacobsen et al., 1990). 

La relación de estas uniones DNA-proteina con la expresión genética no es 
muy clara Originalmente se pensaba que todos los factores protéicos que unían 
DNA estaban directamente involucrados en el control de la expresión. Pero al deletar 
toda la zona donde se encuentran estas secuencias de unión en el promotor de lbc3, 
la expresión no disminuye mayormente (Stougaard et al., 1990) Se ha especulado 
que NAT2 puede ser un componente de la estructura de la cromatina en su estado 
"relajado", y que podría estar relacionado con el andamiaje nuclear, pero no hay 
pruebas que lo confirmen (Stougaard et al , 1990; Jacobsen et al, 1990). Por otro 
lado, no se ha podido demostrar que todos los elementos cis que influyen en la 
regulación genética lo hagan a través de su unión con proteínas. En el caso del 
promotode lbc3, por ejemplo, se dá el caso de elementos de la región de control que 
influyen en la regulación nódulo-específica (OSE) y que no unen proteína en 
ensayos in vitro (Jensen et al..1988; Forde et al. 1990) Sin embargo, la función del 
OSE sí depende de la secuencia, ¡·a que al introducir mutaciones en las secuencias 
consenso dentro de este elemento, la órgano-especificidad se pierde (Jorgensen et 
al.,1991). 
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OBJETIVO Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Durante la nodulación se presenta un fenómeno muy interesante desde el 
punto de vista de la regulación genética. En ella se dan al mismo tiempo dos 
procesos diferentes, pero que interaccionan entre sí: el de la organogénesis y 
diferenciación de un nuevo órgano, y el del establecimiento de la simbiosis entre dos 
organismos. Cada uno de estos procesos. s1 se desarrollara independientemente, 
requeriría de un programa genético regulado de manera muy fina. Pero además, el 
hecho de que se combinen en el mismo fenómeno, hace que esta regulación sea 
aún más delicada y compleja. 

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio sobre los promotores de los 
genes de la planta específicos de la nodulac1ón, con la finalidad de aproximarnos a 
la comprensión de la regulación genética de la misma. Para este fin, se ocupará 
como modelo la región de control del gene de N-30 A pesar de que se desconoce 
la función de esta proteína in vivo. es de suponerse que juega un papel importante 
en el funcionamiento del nódulo, dada la abundancia de su transcrito. Otros 
aspectos de la caracterización molecular y bioquímica de esta proteína y su gene se 
están desarrollando paralelamente en este laboratorio 

Nos interesa determinar si la región de control del gene de la Nodulina 30 
contiene secuencias regulatorias seme¡antes a las de los otros promotores de 
nodulinas tardías ya analizados; además. averiguar si es capaz de dirigir la 
expresión nódulo-específica y temporal del gene. 

Para llevar a cabo este objetivo. proponemos la siguiente estrategia 
experimental: 

i) Realizar la secuencia de la región de control del gene de N-30, y hacer un 
análisis comparativo con otros promotores de nodulinas tardías ya estudiados. 

ii) Construir un gene quimérico. fusionando la región regulatoria del gene de 
N-30 a la región codificadora del gene de la f3-glucuronidasa (GUS), y analizar la 
expresión del mismo en nódulos de plantas transgénicas de Lotus corniculatus. 

Ya que el sistema de transformación de Lotus corniculatus no se encuentra 
establecido en el Instituto de Biotecnología. se deberá también montar la 
metodología de transformación, con objeto de poder analizar las construcciones 
obtenidas. 
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MATERIALES Y METODOS 

1 ) Material biológico: 

Las cepas de A. rhízogenes AR12 (His -, Rif r, Km r ; 

I p R i 1 5 8 3 4 : : 5 ' 3 5 S - G U S -3 ' N O S ) , A R 1 4 ( H i s -, R if r , Km r ; 
/pRi15834::5'35S-CAT-3'NOS}, y C5BC1/pRi15834 (silvestre. usada como 
receptora}, fueron obtenidas de J Stougaard (Dep Mol. Biol. and Plant Physiol., 
Univ. of Aarhus. Denmark). 

Se utilizó la cepa de E. colí CMK (F+) proveniente de Stanford University, 
para transformaciones, siguiendo un procedimiento estándar con polietilenglicol y 
DMSO (Chung et al., 1989) 

Los derivados de pBIN19 (Jefferson et al.. 1987), conteniendo las fusiones 
del promotor de N-30 con GUS y el p35S-GUS (5' 358-GUS-3' 35S) (Stockhaus et 
al., 1989), fueron mov1l1zados de E. coll CMK al A rhizogenes C58C1/pRi15834 
por medio de una conjugación triparental (D1tta et al., 1980), usando como 
ayudante E. coli CMK conteniendo el plásmido pRK2013 (Petit et al.,1987). Las 
transconjugantes fueron seleccionadas en LB con rifampicina ( 100 µgfml) y 
kanamicina (50 µg/ml). La integridad de los genes quiméricos fué verificada por 
medio de restricción de DNA plasmidico antes de transformar las plantas. 

11) Transformación y regeneración de Lotus cornlculatus: 
Para la generación de plantas transgénicas. se utilizaron semillas de L. 

cornicu/atus variedad "Rodéo'', provistas por la Cooperativa Agrícola Mathieu, 
Francia. Se colectaron en nitrógeno liquido ho¡as, raíces y nódulos de las plantas 
transformadas, a las 5 semanas de la inoculación con R. loti ; se guardaron a -70 
e hasta su utilización. 

Las plantas transgénicas se generaron s1gu1endo el protocolo de Petit et al., 
(1987), que consiste, brevemente. de los siguientes pasos: 

1.- Se esterilizan las semillas con una solución al 2% de NaCIO, durante 15 
min. Se enjuagan con agua estéril. 

2.- Se germinan las semillas en cajas de Petri con medio 1 /2 85 y agar al 
1.2%. 

3.- Se hieren plántulas de 5 días en el hipocotilo. con um1 ciguj<l embebida 
de A rhizogenes. Las bacterias se toman directamente de colonias frescas 
crecidas previamente en LA (Luria-agar) a 30 e durante 2 días. 

4.- Después de dos semanas de cultivo en luz continua, se cortan los 
segmentos de tallos que hayan desarrollado raíces "velludas" ("hairy roots") y se 
cultivan en cajas con 1 /2 B5+carbenicillna (500µg/ml), con objeto de inhibir el 
crecimiento del Agrobacterium. 

5.- Se cultivan los explantes 8-10 días sin luz y se cortan los tallos. Se dejan 
otros 20-30 días en la oscuridad. 

6.- Las raíces bien desarrolladas se subcultivan en 1 /2 85 y se transfieren a 
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la luz. En un lapso de una semana a un mes se generan brotes de L. corniculatus 
por organogénesis espontánea. 

7.· Brotes de 3 a 5 cm son cortados y transferidos a medio nuevo para 
enraizar. 

8.· Las plantas enraizadas (una a tres semanas), se transfieren a macetas 
con una mezcla de verm1culita y "leca''. y se cubren con bolsas. 

9 · Se inoculan las plantas con 2ml de un cultivo en fase exponencial de 
Rhizob1lim lot1 NZP2037 (Pet1t et al. 1987) crecido en YMB sin manito!, dos dias 
después de la transferencia, y se riegan con una solución nutritiva de sales (B&D) 
(Broughton y Dilworth, 1971 ). 

Ya que uno de los objetivos de este trabajo era montar el sistema de 
transformación de L. cornicutatus, las principales modificaciones a este método se 
describen en resultados 

111) Ensayo fluorimétrico: 
La reacción fluorogénica de la B-glucuronidasa con extractos crudos de 

nódulo, raíz y hoja, fué llevada a cabo de acuerdo a Jefferson ( 1987a). La 
concentración de proteína por muestra fue determinada por el método de Bradford 
(Bradford, 1976). La actividad de GUS fué calculada en (Picomoias de 
4-metilumebeliferona/mg de proteína/minuto) 

IV) Localización Histoqufmlca: 
Los cortes de los nódulos se hicieron manualmente, cortando una rebanada 

delgada con dos navajas de rasurar sostenidas por un mango de bisturí. El ensayo 
para detectar GUS se realizó según el método de Jefferson (1987a,b). 

V) Manipulaciones de DNA: 
Técnicas estándar de mar11pulación fueron usadas. de acuerdo a Maniatis et 

al.(1982). Las enzimas de restricción fueron compradas de: Boehringer Manheim, 
BRL, Amersham y New England Biolabs, y usadas de acuerdo a las instrucciones 
del fabricante. 

VI) Secuencia de DNA: 
La secuencia de la clona pGN338 fué realizada por el método de Sanger et 

al.(1977), utilizando un estuche de Sequenase de United States Biochemical, 
utilizado de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los oligonucleótidos 
usados para secuenciar fueron sintetizados en el Instituto de Biotecnología 
(UNAM) por el método de fosfito-triéster. 

Para analizar la secuencia se usaron los programas Seqaid y PC Gene. Los 
alineamientos de secuencias de aminoácidos se hicieron de acuerdo al método de 
Needleman y Wunsch. modificado por Gotoh (1982). con 50 corridas al azar. La 
detección del péptido señal se hizo de acuerdo a von Heijne (1986). 
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VII) Vectores: 
Para construir las fusiones transcripcionales del promotor de N30 y GUS, se 

utilizó el plásmido pGUS (Kóster-Topfer et al .. 1989), que contiene la región 
codificadora del gene de la B-glucuronidasa y el terminador 3' del gene de la 
nopalina sintasa, en pUC 18 

Estas construcciones fueron introducidas a A. rhizogenes subclonándolas 
previamente en el plásmido pBIN19 (Jefferson et al,1987). 

VIII) Banco de DNA genómlco: 
El banco genómico de frijol Phaseolus vulgaris L. bv Saxa, fué construido en 

Clonetech, digiriendo parcialmente el DNA genómico con Sau3A y clonándolo en 
f..EMBL3. 

IX) Análisis de DNA por hibridación tipo Southern: 
El DNA fué digerido con las enzimas de restricción adecuadas, separado 

por electroforesis en un gel de agarosa. y transferido alcalinamente a una 
membrana (Hybond-N+). Las sondas fueron marcadas con 32P, por medio de 
"random priming", utilizando un estuche de marcaje de New England Nuclear 
(Dupont) Posteriormente las membranas f1Jeron prehibridadas por una hora y 
expuestas a las sondas correspondientes, ya marcadas, durante 8hrs. Las 
condiciones de hibridación fueron: 42ºC. 50% formamida. Se hicieron dos lavados 
(30min), a 65ºC (1XSSC; 0.5 SOS). 
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RESULTADOS 

1) Obtención de la clona genómlca de N-30: 

Al iniciar este trabajo se contaba con varias clonas de cDNA de la N-30 
(Campos et al.. en preparación). Con objeto de tener una clona que contuviera la 
región de control del gene de N-30. se buscaron clonas en un banco genómico de 
Phaseolus vulgans cv Saxa. usando como sonda la clona de cDNA pN311. Se 
aislaron cuatro clonas (123. 132. 192. 193) Sin embargo tres de ellas (123, 132, 
193) resultaron ser iguales Se continuó traba1ando con la clona 123 (i.-GN123) 
(Figura 2), ya que la clona 192 fué descartada por tener un fragmento 
correspondiente a la región de control muy pequeño. 

Para detectar en qué región de la clona genóm1ca se localizaba el gene de 
N-30, se hizo un Southern de la clona 123, utilizando como sonda Ja clona completa 
de cDNA (Figura 3) y un fragmento de 220pb del extremo 5' de la misma (pN351). 
Se subclonó el fragmento de 21 Kb de la digestión Sal 1-Hind 111, que hibridó 
fuertemente con la sonda del 5· dei cDNA. en el vector Bluescript (pKS+), 
generándose la clona pGN338 (Figura 2). Subclonando el mismo fragmento en 
Bluescript (pSK+), se construyó la clona pGN383. que fué usada para secuenciar. 
Se subclonó también el fragmento Sal 1-Sal 1 de ?Kb que hibndó contra la sonda 
completa de cDNA. generándose la clona pGN339 (Figura 4) 

Se mapeó por restricción a su vez la clona pGN338 (Figura 2 y Figura 5), y 
además. con objeto de determinar la orientación del gene de N-30, se hibridó contra 
el extremo 5' (200pb) de la clona de cDNA pN311 (Figura 5). A partir de esta 
hibridación. se deduce que dentro del inserto Sal 1-Hind 111, el 5' del gene 
corresponde al extremo de Sal 1, es decir. al extremo de la clona genómica en A. 
(Figura 2) 

11) Secuencia de la clona genómlca de N-30: 

Aunque este trabajo está centrado en la región de control del gene de N-30, 
se secuenció la totalidad de la clona pGN338, ya que estamos interesados en 
caracterizar molecularmente el gene de la N-30 en sus diversos aspectos. La 
secuencia obtenida comprende: la región regulatoria del gene, la mayor parte de la 
región codificadora y parte de un intrón (Figura 6 y Figura 7). 

11.1) Región codificadora: Al hacer el alineamiento de las secuencias de la 
clona genómica y la clona de cDNA se encontró que hay un intrón, faltando unas 48 
bases para que termine la secuencia codificadora (lo correspondiente a 16 
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Figura 2: Mapa de la clona genómlca /.GN123 y construcción de pGN338 
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Figura 3: Southern de la clona genómica en 1.GN123, hibridando con la 
sonda de cDNA pN311 (920pb). A la izquierda se indican los 
marcadores de peso molecular en Kb 
E=Eco RI; H=Hind 111; S=Sal I; M=Marcadores de peso molecular 
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Figura 4: Construcción de la clona pGN339 
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--Figura 5: Southern de la clona genómica pGN338, hibridando como sonda con el extremo 5' 
(200pb) de la clona de cDNA pN311. A la izquierda se indican los marcadores de peso 
molecular en Kb. 
A=Apa I; B=Bam I; C=Cla I; E=Eco AV; H=Hinc 11; P=Pst I; R=Rsa I; M=Marcadores 
de peso molecular 
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(8) OLIGO 5' SECUENCIA 3' 

N30 GCAACTAATCCTGCAAAAGATC 
N30' GATCTTTTGCAGGATTAGTTGC 
BK GCTCCTAAAGTTGATGC 
as TGACTCTGCTCGTTCCA 
31' CACAACCTGACTCATTTGT 
u GTTTTCCCAGTCACGAC 
Rev AACAGCTATGACCATG 

Figura 6: (A) Estrategia de secuenciación de la clona genómica pGN338. Los 
rectángulos señalan la localización de los oligonucleótidos utilizados 

-

y las flechas indican la extensión de la secuencia hecha con cada uno. 

C= Cla I; EV=Eco RV; Hi=Hinc 11; H=Hind 111; R=Rsa I; S=Sal 1 

B!ll Promotor de N30 rzzl Región codificadora 

• lntrón 

(B) Oligonucleótidos usados para secuenciar la clona pGN338. 
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aminoácidos, de acuerdo a la clona de cDNA) (Figura 7 y Figura 8). En el resto de la 
secuencia son casi idénticas (96º1~) divergiendo pr1nc1pa!mente en !a proximidad del 
intrón Se encuentran en la secuencia de la clona de cDN.t\ 6 bases extra en la 
posición +405 (respecto al ATG). seis en (+615) y tres en (+622) (Figura 8). 

Al comparar la secuencia, tanto del cDNA pN-311 (Campos et al, en 
preparación) como de la clona genóm1ca de N-30 pGN338. con otras secuencias en 
un banco de datos. se encontró que N-30 se asemeja a la familia de nodulinas 
tardías de soya descrita por Sandal et al, (1987) Sengupta-Gopalan et al (1986) y 
Jacobs et al, (1987) Este grupo consiste de por lo menos cinco proteínas (N20, 
N22. N23 y N44). que presentan como características principales· a) Una secuencia 
que aparentemente cod1f1ca para un pépt1do líder. b) Dos dominios muy conservados 
entre ellas (70-90%) en los que se encuentran cuatro residuos de c1steínas en una 
d1stribuc1ón que asemeja "dedos de zinc". e) Una región nea en prolinas en el 
extremo carboxilo terminal (Sandal et al , 1987) Sin embargo, tampoco se conoce 
con precisión el papel que desempeñan estas proteínas en soya, habiéndose 
localizado aparentemente en diferentes compart1m1entos celulares (Jacobs et al., 
1987). 

En conjunto, encontramos una identidad del 37.8% y una similitud del 8 7% 
entre la secuencia de aminoácidos predicha para N-30 por la clona genómica y la 
familia de nodul1nas de soya: siendo la calificación de al1neam1ento de 17.4 en 
promedio, sobre una de 3.0 que se considera s1gn1ficat1va. Dentro de esta familia, las 
proteínas más parecidas a la N-30 son la N-20 (48.8% identidad. 8.6% similitud); la 
N-22 (43.7% id., 8.9% sim.), y la N-27 (41.3% 1d., 6.1% sim.). En especial, se 
identificaron dos dominios con una homología aún más alta entre N-30 y las tres 
nodulinas de soya más cercanas (N-20, N-22 y N-27): el dominio correspondiente a 
las cisteínas conservadas (65% 1d, 9% s1m) (Figura 11a) y el del péptido líder (58% 
id .. 11 % sim.) (Figura 11 b) En el extremo carboxilo de la N-20 encontramos un 
tramo de prollnas semejante al encontrado en N-30. aunque no tan largo (8 prolinas 
en N-20, en relación a 18 prol1nas en la secuencia de N-30 predicha por el cDNA). 
Otra característica de N-30 común con los genes de soya, es que en éstos también 
se encuentra un intrón. en una posición semejante a la del intrón de N-30. 

11.2) Región de control: dentro de esta región se marcan la caja TATA y los 
posibles sitios de inicio de la transcripc1óny de la traducción (Figura 7). Para señalar 
el sitio de inicio de la transcripción más probable, se tomaron en cuenta las 
predicciones hechas por Joshi (1987). de acuerdo al consenso de 79 promotores de 
genes vegetales. Además se comparó la secuencia de la N-30 con la de la región 
correspondiente de las nodulinas N23 y N20, cuyo Sitio de 1n1c10 de la transcripción 
fué determinado por "primer extens1on"(Sandal et al., 1987). En esta zona en 
particular se encuentra una alta homología entre la secuencia de N-30 con la de la 
región correspondiente de N-20. 
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GATCAAAATAATTAGTTCCTATATTGACTAAA'l'TAGAGACTACCATTTTATAATTTAAAAAACTATTGAT -791 
Sau3A A/T 6 

ATCTAAAGTAGTTTCTATATATAAAGATTATAAATAATTTTTAAATTGGTATCTAATTACTATTTATTAA -721 
Al.A 2 A/T 5 

TGTTTTCGTTACTAATTACGATATCTAAATTAATTTTTTTTCAATT'rTTTAA'rACTAATTTAGAATCTAA -651 

ATATTAATAACTAAAATTTAGTAACTAATTTAAATTTCAJ\TTTAAAAACTATTTTATTATATTTTATTAT -581 
/\/T 4 

ATAGAAATCAC ATTCAATACTAA TAA TTTTTTAA TCTTTAAATTAGTAT'l'TAA TTTAATAAATGACTAAT -511 

TTTTTTATCTTTAAATTACTAATTTTCTTGTAT'l'GTATATATATATATATTATATATATATATATATATC -4 41 

GTTATM'l'AA TATTTTTAAAAACTAAAAAAAATAAA TACAAA1'ATTACATA'J'TT1"l'AGTATATTAA TATA - J 71 

CTTTAAACTTTATTAAAAACM'l'TTTCAAGATAAMTTTACTTAAATACTATAAAATATTTTTATTTT!!\. -301 

~ATAAATTC'l'AACATAAATTATGAAATGTTTTTATCGTATAGATTTTTATCATAGTATATTAAAT -231 

ACATTAATTTTATTTTATTGTTAGAAGAAGGTATATATATTTTTAACTCTTGAAAAACAAATGAGTCAGG -161 
1'/T l 

TTGTGTAATAAAGATGAAAGGTCGTTATAAATTTGTATAATAMCATGTTCATGGTTTCTACATTCTTC~ -91 
AAA l 

u 
ATATATACTGTAAAATTCATGTACCTCAGCACCAAACMAATCTAAAACTGTAAATTGGTTTATCACTGG -21 

TATA RscI 

+l oDNAl-
AAATCCAATTGAGGGAGAAAA--1'.Q.AGAGCCATACTAATTACTCTGTTCTTGATCCTAAGTGTGGTAGTTGC +50 

MetArgAlaileLeuileThrLeuPheLeuileLeuSerValValValAla 

AGAAGAGGCAGAAGATGCTGCAATTGTTGAAACCATTGATCCTGCAAAAGAAGCAGGAATTTCTGTAGCA +120 
GluGluAldGluAspAldAlalluValGlUThrlleASpProAJaJ.ysGluAlaGlyileSerValAla 

ACTAATCCTGCAAAAGATCATGGAATTGGTGGMCTGGTGAAATCMTGATCTTGCTGAAGATGCTGGAG +190 
Thr AS nProA l.aLysAs pHisGlyl leGlyGlyTh rGlyGl u I le As nAspLeU.l\laGl UASpAlaGlyVal 

TTGGTATTAGCAAAGCCATTTATCAAACACTTAGTGGGCAACCTGAAGCGTACGAATCTCCAAGATTCAA +260 
Glyl leSerLysAlaileTyrGlnThrLeuSerGlyGJ nPrDl;J u Al aTyrGJ userProArgPheLys 

GAGGTTTGTGACACATTGCAGCTCACATGTTGCTGAAACATGCAGTGATCCAATGCACTATGAGGGTGGA +330 
ArgPheValThrHisCysserserHisValAlaGluThrcysSerAspProMetHisTyrGluGlyGly 

zn l 

ATCCGTAACCCAACTGGGTTGTCTCACTGCATTTTTGATTCCATGAAAGCATGCTTGGCAAATCATAAAG +400 
IleArgAsnProThrGlyLeuserl!isCysilePheAspserMetLyoAlacysLeuAlaAsnHisLysAla 
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CCTCGCTTT ATGl\CTCCGCTCGTTCCN\MCCCT llAA~'CTT Ml\CCC l\CMl\J\GTCGl\AT ATTTACCGGT +4 7 O 
SerLnu'l'yrAspSerl\laArqserLysThrLeu11snLeuLysP10Tlirl.ysValGlu1'yrLouProva1 

TATCATTCl\GACAGTl\l\l\ATTTCAl\ACTGTGTGGAAllACCTGCTC'TCAAG'l'C'llGTGC'l\CAl\llGTTGTTTG +540 
I le lleGl nThrValLysPheGlnThrVal TrpLysThrcysS<n G l rWil 1ser/\1 aGl nsercysLeu 

ln ,1 

AGTGATTCTGllTGTTGATGCATCl\ACTTTAGGAGCTTGTCTCTTl\CCATCTTTTl\ACCl\GTGTGTGTATC +610 
Ser As pSnrl\s pV a lllsplll ase rThrLeuGl y AlaCysl .Rul.r.u P roSn r PIH>l\s nG 1 nCysva l TyrPro 

!r: ..¡ 

CTACTCCl\CCTCCACCl\CCTCCl\CC l\CCTCCTCCTGGT l\AGACTTCTTT1\I\ T AA T /\TA T 11 TGATTTAAGI\ + 6 8 O 
ThrProProProProProProProProProPro 

llATATllATTl\l\CACACTTTTATTTCTGTl\TTTTGTTllACAAAl\CTCAT~"l'Tl\Gl\'rTl\ACCTCTl\CAAAAT +750 

TCTl\CCTTTTCACCllCTl\CTTTTTCl\TTl\MllCAMl\AllAATllTllATllTT/11\llllAllTllATATTTAGTTTA +820 

GAGTTTl\TGGTTTAGl\l\TTllllAGllTTl\AGGTTTACl\Cl\Tl\CllAACTCTAllllTTCTAGATCTTATl\TCGl\T +990 

TTAAAllATl\l\llllATATTTCATl\ATATATl\l\l\TTTTllTGTTTTllTTTTATTATllllAATTACl\Tl\l\l\TGCAT +1060 

1\1\TGGAl\llTl\GAAGTAGTTTCATCllllACl\l\l\TTllATATTATAGGl\TTTTC'llAAllACl\TllACl\CTAATGTG +1200 

GCTTCTTllTllGTTTTTTCTTACATTATGTGTTCTTl\TTATATCTGl\TGllATCl\CATGTTTTCCl\TTGCTT +1270 

CTTCTTTTTTCTGGAATTAATGTTTATATTTTAG~ +1310 
HindIII 

Figura 7 Secuencia nucleotrdlca de la clona genómlca de N-30 (pGN33B). 

Se indican los sitios de restricción relevantes (Sau3a, Rsal, Hindlll). La posible caja 
TATA, el codón del posible inicio de la traducción (ATG) y el posible inicio del intrón 
(GT) están subrayados. Se señalan también las secuencias con homología al consenso 
de elementos órgano-específicos de nodulinas tardías (AAA=AAAGAT y CT=CTCTT) 
(Stougaard et al., 1987; Sandal et al .. 1987) y al consenso rico en Aff de sitios de unión 
de factores protéicos de nódulo (Aff=TATITWAT) (Forde et al ,1990). Los palíndromes 
imperfectos relacionados con ellos se marcan (.A ) y ios repetidos directos de 13pb se 
indican (--). Los posibles sitios de inicio de la transcripción se indican con flechas 
verticales ( ¡ ), predichos por comparación con la región de homología de N-20 de soya 
(Sandal et al., 1987). La secuencia de aminoácidos codificada por la región estructural 
del gene se muestra debajo de la secuencia de DNA. Los posibles "dedos de zinc" se 
muestran subrayados (Zn). (El sitio de Sau3A fué utilizado para hacer el banco 
genómico y se encuentra a 19pb del sitio de Sal 1 mostrado en el mapa de la clona 
genómica en 1.). 
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atgAGAGCCATACTAATTACTCTGTTCTTGATCCTAAGTGTGGTAGTTGCAGAAGAGGCAGAAGATGCTG 70 ............. . . . . . . . . . . . . . 
GCAGAAGATGCTG 13 

CAATTGTTGAAACCATTGATCCTGCAAAAGAAGCAGGAATTTCTGTAGCAACTAATCCTGCAAAAGATCA 140 
••••••••••••••••••••••••• 1 ••••••••••••••••••••• •••••••••••••••••••••• . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
CAAT'l'GTTGAAACCATTGATCCTGCAAAAGAAGCAGGAATTTCTGTAACAACTAATCCTGCAAMGATCA 83 

TGGAATTGGTGGAACTGGTGAAATCAATGATCTTGCTGAAGATGCTGGAGTTGGTATTAGCAAAGCCATT 210 
: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : 
TGGAATTGGTGGAACTGGTGAAATCAATGATCTTGCTAAAGATGCTGGAGTTGGTATTAGCAAAGCCATT 153 

TATCAAACACTTAGTGGGCAACCTGAAGCGTACGAATCTCCAAGATTCAAGAGGTTTGTGACACATTGCA 280 ........................................................... ' .......... . 
1 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

TATCAAACACTTAGTGGGCAACCTGAAGCGTACGAATCTCCAAGATTCAAGAGGTTTGTGACACATTGCA 223 

GCTCACATGTTGCTGAAACATGCAGTGATCCAATGCACTATGAGGGTGGAATCCGTAACCCAACTGGGTT 350 ...................................................................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
GCTCACATGTTGCTGAAACATGCAGTGATCCAATGCACTATGAGGGTGGAATCCGTAACCCAACTGGGTT 293 

GTCTCACTGCATTTTTGATTCCATGAAAGCATGCTTGGCAAATCATAAAGCCTCGC TTTATGAC 414 
: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : ........ ........ 
GTCTCACTGCATTTTTGATTCCATGGAAGCATGCTTGGCA,"u\TCATAAAGCCTCGTTTTCGTTTTATGAC 363 

TCCGCTCGTTCCAAAACCCTAAATCTTAAACCCACAAAAGTCGAATATTTACCGGTTATCATTCAGACAG 484 
: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : 
TCTGCTCGTTCCAAAATCCTAAACCTTAAACCCACAAAAGTCGAATATTTGCCGGTTATCATTCAGACAG 433 

TAAAATTTCAAACTGTGTGGAAAACCTGCTCTCAAGTCAGTGCACAAAGTTGTTTGAGTGATTCTGATGT 554 ..................................................................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
TAAAATTTCAAACTGTGTTGAAAACCTGCTCTCAAGTCAGTGCACAAAGTTGTTTGAGTGATTCTGATGT 503 

TGATGCATCAACTTTAGGAGCTTGTCTCTTACCATCTTTTAACCAGTGTGTGTATCCTACT ........................................................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . CCA 618 

TGATGCATCAACTTTAGGAGCTTGTCTCTTACCATCTTTGAACCAGTGTGTGTATCATACTCAMTGCCA 573 

CCT CCACCACCTCCACCACCTCCTCCTGgt 648 ................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
CCTATACCTCCACCACCTCCACCACCTCTACGTCCACCACCTCAACGTCCACCACCTCCTACTCCACCTG 643 

Figura 8: Comparación de la secuencia de DNA de la clona genómlca de N-30 
pGN338 y la clona de cDNA pN311. 
La secuencia superior corresponde a pGN338. El codón ATG inicial y el 

GT del borde del intrón, se destacan en minúsculas. 
La secuencia inferior corresponde a la clona pN311 (Campos et al., en 

preparación). 
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AEDAAIVETIDPAKEAGISVTTNPAKDHGIG -31 .............................. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
- MRAILITLFLILSVVVAEEAEDAAIVETIDPAKEAGISVATNPAKDHGIG -50 

- GTGEINDLAKDAGVGISKAIYQTLSGQPEAYESPRFKRFVTHCSSHVAET -81 ................................................. 
• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 ••••••••••••••••••••••• 

- GTGEINDLAEDAGVGISKAIYQTLSGQPEAYESPRFKRFVTHCSSHVAET -100 

- CSDPMHYEGGIRNPTGLSHCIFDSMEACLANHKASFSFYDSARSKILNLK -131 
••••••••••••••••••••••••• 1 •••••••• . ......... . . . . ' ............................. . • • 1 •••• •••• 

- CSDPMHYEGGIRNPTGLSHCIFDSMY~CLA::HKASL--Y.DSARSKTLNLK -148 

- PTKVEYLPVIIQTVKFQTVLKTCSQVSAQSCLSDSDVDASTLGACLLPSL -181 
••••••••• 1 ••••••••• ••••••••••••••••••••••••••••• 
• • • • • • • • • 1 ••••••••• ••••••••••••••••••• 1 ••••••••• 

- PTKVEYLPVIIQTVKFQTVWKTCSQVSAQSCLSDSDVDASTLGACLLPSF -198 

- NQCVYHTQMPPIPPPPPPPLRPPPQRPPPPTPPADKTRR -220 . . . . . . . ..... . . .. . . . . . ..... . 
- NQCVYPTPPPPPPPPPP -215 

Figura 9: Alineamiento de las secuencias de aminoácidos predichas para N-30 de 
la clona genómlca pGN338 y de la clona de cDNA pN311. 

NOD311 corresponde a la clona de cDNA, y P38 a la clona genómica. 
La identidad entre dos aminoácidos se denota como(:) y la similitud como(.). 
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Figura 10: Curva de detección de péptldo señal eucarlote. 
Hecha de acuerdo a Von Heijne (1986), sobre la secuencia de aminoácidos 
predicha para N-30 n pmtir do pGN338. La línea punteada indica 
el valor mínimo significativo para un péptido líder eucariote (6). 
El valor obtenido por la la secuencia de aminoácidos predicha 
para N-30 es de 8.82, encontrándose un sitio potencial de corte 
entre los residuos 17 y 18 Para analizar la secuencia se usó 
el programa PC Gene. 



Ya se han analizado varios promotores de nodulinas tardías, habiéndose 
encontrado algunas secuencias consenso entre el:os que están involucradas en la 
regulación de ia e!. presión Al buSCcir si:: t:n :a rt:gión de control da N-30 secuencias 
homólogas a las previamente determinadas. se localizaron en la región proximal del 
promotor (alrededor de -140) los dos motivos consenso del elemento del promotor 
delbc3 de soya que confiere expresión órgano-específica (CTCTT y AAAGAT) 
(Figura 7 y Figura 12) La secuencia AAAGAT es parte de una secuencia más larga 
( 15pb), encontrada en pos1c1ón similar en los promotores de Srglb3 de S rostrata, 
N-23 de soya y gin-¡• de fri101 (Figura 13a) (Sandal et al, 1987. Stougaard et 
al ,1987b, 1990: Metz et al. 1988. ¡::orde et al 1990) También se encontró una 
copia del motivo AAAGAT más arriba (-758). de manera semejante a lo que sucede 
en el promotor de gin-y de frijol (Figura 7 y Figura 12) (Forde et al, 1990). 

En cuanto a las secuencias relacionadas a la unión de factores nucleares, se 
encontraron en 5 lugares diferentes secuencias que cazan con el motivo de 8pb 
TATTWAT (señaladas como secuencias Arfen la Figura 7) (Figura 7 y Figura 12). 
Esta secuencia parece estar conservada entre los sitios de unión a proteínas de 
diferentes promotores (Figura 13b) (de Bru11n et al .. 1988: Jensen et al, 1988; Metz 
et al., 1988; Jacobsen et al, 1990, de Bruijn et al, 1990; Forde et al., 1990; 
Jorgensen et al, 1991 ¡ Dos ae eiias \A!T1 y A!T6 en ia Figura 7), se encuentran 
dentro de un palíndroma imperfecto. como lo están varios de los sitios que unen 
factores nucleares (Figura 13b), y las secuencias A/T4 y A/T3 están formando parte 
de dos repetidos directos de 13pb 

Las secuencias correspondientes a los repetidos invertidos lnvA e lnvB, 
incluidos en los elementos positivos PE-A y PE-B del promotor de N-23 (Figura 12) 
(Jorgensen et al, 1991 ), no fueron encontradas 

111) Construcción de genes quiméricos con el promotor de N-30: 

Una vez que contamos con la secuencia de los alrededores del sitio de inicio 
de la traducción. se pudo delimitar un fragmento correspondiente al promotor de 
N-30 de alrededor de 860pb hasta el ATG y localizar la caja TATA. Utilizando un 
sitio de Asa 1 localizado 14pb hacia aba10 de la ca1a TATA y un sitio del "polilinker", 
se obtuvo un fragmento Asa 1-Asa 1 que contiene el promotor casi completo. Este 
fragmento fué usado para hacer una fusión transcnpcional. clonándolo frente a la 
secuencia codificadora de la enzima B-glucuron1dasa (GUS}, en el sitio de Sma 1 
del plásmido pGUS (GUS-3'NOS en pUC18) (Kbster-Tópfer et al., 1989), originando 
la clona pGN30·G 1 La construcción completa fué clonada entonces como un 
fragmento Eco Al- Hind 111 en el plásmido binario pBin-19 (Bevan, 1984), generando 
la clona pGN30-GB1 (Figura 14), que fué introducida al A. rhizogenes (C58C1/Ai 
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(A) 

EAYESPRFKRFVTHCSSHVAETCSDPMHYEGGIRNPTGLSHCIFDSMKACLANHKASL N-30 
N-27 
N-20 
N-22 
N-23 
N-44 

SAYESARFKKFVTHCSSHVAQTCSGND?LHASG GLSFCLFDSMEKCLGDHAKLI 
EAYESPRFQKFVTHCSSHVTQTCSGNDPLNNQE GLSFCLFDSMEKCLADHKASL 
QAYESARFKKFVTHCSSHVAQTCSGNDPLHHQE GLSFCLFDSMEKCLGDHEAKL 
EAYVSPKLKKFITPCTSHVGETCSTT SSSGSE GLALCLFDSMERCLVDHGAQL 
EAYESPKLKKLITDCTGHVGETCSTTTSSSGSE GLALCLLOSMERCLLDHQTNV 

(8) 

IIQTVKFQTVWKTCSQVSAQSCLSDSDVDASTLGACLIPSFNQCVYP 
LIETVKFRTVLKTCTRVSAKFCLSAPNVDTSVLPACLGPSLNQCVYP 
LIETVKFRAVLKTCSHVSARYCFTNPNVATSALADCLHPSLTHCVYP 
LIETVKFRTVLKTCTRVSAQFCLTAPNVDTSVLPACLGPSLNQCVYP 
LIETIQLRTALRTCTHVTARTCLTAPNVATSDLEACLTPSMNQCIYP 
LIQTTQLRTVLGTCSHVTARTCLTAPNVATSDLEACLTPSMNQ!;_VYP 

i 
MRAILITLFLILSVVVA EEAEDA 

(MEK)MRVVLITLLLFIGAAVA EKAGNG 
MRVVLITLF'LFIGAAVA EDAGII 

(MEK)MRVVLITLLLFIGAAVA EKAGNG 
(MEK)MRVIVITVFLFIGAAIA EDVGIG 

MEEKILMRVIVITVFLFIGAATA EDAAAE 

N-30 
N-27 
N-20 
N-22 
N-23 
N-44 

N-30 
N-27 
N-20 
N-22 
N-23 
N-44 

FIGURA 11: (A) Comparación de la reg1on de homofogfa entre N-30 y la 
familia de nodullnas de soya. 
Los aminoácidos conservados en todas las proteínas se 
resaltan en negritas, y las zonas correspondientes a los posibles 

dedos de zinc están subrayadas. 
(B) Comparación de la reglón del posible péptldo llder entre 

N-30 y la familia de nodullnas de soya. 
Los aminoácidos conservados en todas las proteínas se resaltan en 
negritas. y se señala con una flecha el posible sitio de corte del 

péptido líder. 
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Figura 12: Organización de los elementos de control en los promotores de los genes de diferentes 
nodulinas·tardias. · 

- Elemento positivo fuerte (SPE) 

g Elemento positivo (PE) 

lSSSJ Elemento positivo débil (WPE) 

~Secuencia AAAGAJSecuenc1as 
E§ conseriso del 
e:! Secuencia CTCTT elemento OSE 

j::;:;:~ Elemento órgano-específico (OSE) J Elementos 
delermmados por 

CJ Elemento negativo (NE) deleoones del 
promotor fus10nadas 
a un gene reportero 

[-:::::.J Elemento específico de nódulo (NOD) 

11 Sitios de unión a proteína (determinados 
experimentalmente) 

O Secuencias ricas en AIT homólogas al 
consenso de sitios de unión a proteínas 
TATTWAT 

l1J 1nvertidos repetidos 



(A) 

GENE 

lbc3 
gin-gama( 1) 
gln-gama(2) 
N-23 
N-30(1) 
N-30(2) 

CONSENSO 

(8) 

GENE 

lbC3(1) 

lbC3(2) 

N23(1) 

N23(2) 

ESPECIE 

Soya 

Soya 

Soya 

Soya 

ESPECIE 

Soya 
Frijol 
Frijol 
Soya 
Frijol 
Frijol 

SECUENCIA 

TTGAAAAGATGATTG- 90pb-TATA 
TTTTTAAGATGTTTG-128pb-TATA 
TACCAAAGATGAAAA-302pb-TATA 
TTATAAAGATGAAAG- 53pb-TATA 
T_AATAAAGATGAAAG- 54pb-TATA 
ATATAAAGATTATIY\-667pb-TATA 

TTNWAAAGATGAWWG 

SECUENCIA 

GATATATTAATATTTTATTTTATA 

ATATAAAAATTGATATTTTATATAATATATTA* 

TAAAATTAAGAGTTGCTTTATTTTATTATTTAAAAATG* 

Gin-gama( 1) Frijol ATACTAATTAT'I'ATATTTAAT* 

Gln-gama(2) Frijol ATATTAATTAGAATATTTAATGG* 

N30(Afr 6) Frijol TAAATTAGAGACTACCATTTTATA 

N30(Afr 1) Frijol ATTAAATACATTAATTTTATTTTATT 

CONSENSO TATT'IWAT 

Figura 13: (A) Comparación de elementos OSE (Organ Specific Element) entre 
los promotores de nodulinas tardías. Se subrayan las bases de los 
sitios de N-30 que se conforman al consenso general, y se indica la 
distancia en pb respecto a la caja TATA. ( B) Comparación de las 
secuencias ricas en Arr que unen proteínas entre los promotores de 
nodulinas tardías. Las bases que se conforman al consenso 
general del motivo de Bpb, se subrayan. El asterisco señala los 
casos en que la unión a proteína de esta secuencia ha sido 
demostrada. Las regiones con simetría de diada imperfecta se 
indican con puntos, marcando el eje de simetría. 



15834) por medio de una cruza triparental Siguiendo el mismo procedimiento se 
generó otra clona, pero con el promotor en orientación invertida (pGN30-GB3) 
(Figura 14) 

IV) Transformación de Lotus corn/culatus · 

IV.1) Establecimiento del sistema. 
El protocolo que se siguió 1nic1almente es el descrito por Petit et al. (1987). Se 

hicieron 11 experimentos tomando este protocolo como base, germinando unas 150 
semillas por exper1mento, en promedio En los primeros 8 experimentos. mientras se 
montaba el sistema. se utilizaron para transformar L corniculatus, cepas de A. 
rh1zogenes conteniendo los plásm1dos pAR12 (5' 35S-GUS-3'NOS) y pAR14 (5' 
35S-CAT-3'NOS) (Hansen et al, 1989) En los últimos experimentos se transformó 
ya con cepas de Agrobacterium con los genes quiméricos pGN30-GB1 y 
pGN30-GB3, además del plásm1do p358-GU8 (5'358-GU8-3'358) (8tockhaus et al., 
1989). 

Los principales problemas encontrados. y a¡ustes realizados al protocolo 
original (descrito en métodos) fueron los siguientes 

1.- Ei tipo de soporte (agar-agarosa¡ para ei crecimiento de las 
semillas, y la concentración del mismo para que enraizaran los brotes 
apropiadamente. Las raíces de Lotus son muy sensibles a sustancias contenidas en 
el agar. Se probaron varios tipos y concentraciones de agar, e incluso agarosa. El 
soporte en el que las plántulas y raíces se desarrollaron meior (el tejido creció, no se 
oxidó, ni se puso necrótico) fue el Phytagar de G1bco. a una concentración de 1.2% 
para germinación y 0.56% para cultivo de raíces, generación de brotes y 
enraizamiento En este agar los brotes se generaron rápido y crecieron sin 
problemas. y enraizaron en muy corto tiempo 

2 - El rendimiento de infección Aunque el rendimiento de generación 
de raíces transformadas reportado es de 30% (Hansen et al.. 1989). en nuestro 
caso nunca sobrepasó el 12%, promediando un 8 ó 9%. La eficiencia de infección se 
trató de me¡orar variando la manera de hem las plántulas (mayor ó menor 
profundidad de la herida. vertical u horizontal): deiándolas en la oscuridad la noche 
de la infección (Hansen et al , 1989); y cultivando Ías plantas después de haber sido 
inoculadas en luz continua ó en ciclos de luz-oscuridad 16/8 hrs. Ninguno de estos 
cambios pareció afectar la eficiencia de 1nfecc1ón. 

3.- La eficiencia de nodulación. La mejor nodulación de las plantas se 
obtuvo en bolsitas de nodulación con medio B&D, dejando las plantas en las mismas 
de 3 a 5 días previos a !a inoculación. e inoculando con 1-2ml de cultivo saturado (2 
días) de Rhizobium loti NZP2037 (Pet1t et al, 1987) crecido en medio PY Se probó 
también la nodulación en macetas con verm1culita, pero la formación de nódulos no 
aumentó apreciablemente. Las plantas se transfirieron a las bolsas de nodulación 
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Figura 14: (A) Construcción de genes quiméricos con el promotor de N-30. 

(B) Plásmido p35S-GUS (Stockhaus et al.,1989) 

[iE Promotor de N-30 ~ Región codificadora de GUS 

[WJ Terminador de NOS [tJ!i'ij Promotor de 358 - lntrón {?'Z.3 Región codificadora de N-30 

H=Hind 111; R=Rsa I; S=Sal I; Sm=Sma 1 



con raíces de diferentes tamaños y grados de desarrollo, nodulando mejor las 
plantas que no tenían la raíz demasiado larga ni ramificada en el momento de la 
inoculación Otro fñctor oue influyó en la ef1c1enc1a de la nodulación fué la 
ventilación. siendo importante sin embargo. una man1pulac1ón cuidadosa para evitar 
la contaminación de las bolsas de nodulac1on y el march1tam1ento de la parte aérea 
de la planta. Esto se logró transfiriendo las plantas a las bolsas de nodulación en 
esterilidad, y acomodando éstas en ca¡as de acrílico cerradas, con una toalla de 
papel mojada para mantener la l1úmedad de la atmósfera. Las cajas se fueron 
abriendo gradualmente, perm1t1endo a la planta adaptarse a condiciones normales 
de humedad 

IV 2) Otros sistemas. 
Se usaron también otras dos variantes de este método de transformación: 

1 - Proced1m1ento corto consiste en nodular directamente las raíces 
generadas en el s1t10 de infección con el A rh1zogenes. cortando el sistema radicular 
original (Hansen et al .. 1989). Se utilizó este protocolo en dos experimentos con 40 
plantas en cada uno Sin embargo, aunque estas plantas formaron raíces velludas y 
fueron inoculadas con Rhizobium, no produjeron ningun nódulo. El paso crítico fué la 
desinfección de las plántulas, ya con raíces transgénicas, para eliminar el 
Agrobacterium. De acuerdo al protocolo original se lavan en matraces con medio 
11285 conteniendo Tween 60 al O 01 º~ y 500µg/ml de Carbenicihna, agitándose a 
1 OOrpm por 4 di as Pero este proced1m1ento dañó mucho a ias plántulas, aún 
agitándolas más lentamente (30-40rpm) y sólo durante un día, por lo que debe 
encontrarse un sistema alternativo para la des1nfecc1ón. Estas plantas se inocularon 
con Rhizobium, pero no nodularon 

2 - Infección de hipocotilos de acuerdo a este método se cortan 
segmentos de hipocotilos de 1-2mm y se sumergen en una solución de A. 
rhizogenes Las raíces transgénicas se generan de los extremos del explante 
(Tabaeizadeh, 1989) Se hicieron dos experimentos con este protocolo. En el 
primero (60 plantas). se obtuvo una ef1c1enc1a de infección del 52%, contra el 30% 
reportado, es decir, muy alta comparándola con la de la planta entera. Sin embargo, 
las raíces nunca generaron brotes y, además, en el segundo experimento (450 
plantas), no se obtuvo ninguna raiz. Estos experimentos no se continuaron. 

V) Análisis del promotor del gene N-30 en plantas transgénlcas: 

El método de transformación y nodulación optimizado descrito, fué utilizado 
para introducir las construcciones pGN30-GB1 (5'N30-GUS-3'NOS) y pGN30-GB3 
(5'N-30 invertido-GUS-3'NOS) a Lotus corniculatus. con objeto de saber si 
efectivamente el promotor de N-30 es capaz de d:rigir la expresión órgano y 
tejido-específica del gene. Además. se transformaron plantas con el plásmido 
35S-GUS (5'35S-GUS-3'35S) (Stockhaus et al., 1989) Este promotor proviene del 
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transcrito 358 del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), y dirige una expresión 
bastante fuerte en casi todos los órganos de una planta. en particular en tejido 
vascular (Jefferson et ai.. 1987) Se cosecnaron 1os nóautos. ralees y ho¡as, 5 
semanas d,:;sp<1és de ia inocuiac1ón con Ahizo01um 

V 1) Análisis fluorimétrico los diferentes te¡1dos cosechados de los Lotus 
transgénicos fueron analizados para detectar la actividad de la f3-glucuronidasa. Las 
actividades se muestran en la Figura 15. dadas en (pmol 4-MU/mg proteína/min). Se 
puede observar que hay una mayor act1v1dad de GUS en el nódulo que en la raíz de 
las plantas transformadas con el plásm1do pGN30-GB1, aunque ésta no es tan alta 
como se esperaba. especialmente s1 se la compara con la actividad de GUS bajo el 
promotor de 358 El promotor de N-30 1nvert1do aparentemente no dirige la 
expresión nódulo-específica de GUS, no siendo significativamente diferente de lo 
observado en la planta silvestre. 

V 2) Análisis histoquím1co en los cortes de nódulos transgénicos 
transformados con la clona pGN30-GB1 (promotor en sentido correcto), se aprecia 
la coloración azul de GUS sólo en las células infectadas del nódulo (Figura 16b y 
16c). En la mayoría de los nódulos transformados con la clona pGN30-GB3 
(promotor en sentido inverso) no se puede observar la expresión de GUS en ningún 
tipo de célula. confirmando !os resul!ados de! aná!:sis f!uomnétnco. Sin embargo, en 
un nódulo se pudo ver una ligera expresión en la periferia del nódulo. en la unión con 
la raíz, que corresponde a los haces vasculares (Figura 16d) 

Un resultado interesante fue la expresión de GUS bajo el promotor de 358. 
Como se vió en el ensayo fluorimétrico, la expresión fué muy alta; sin embargo, a 
diferencia de lo esperado, en estos nódulos GUS sólo se expresó en las células no 
infectadas y en los haces vasculares (Figura 16e y 16f) Por el contrario, no se 
observan rastros de color azul en las células infectadas. Este resultado contrasta 
con lo que habíamos encontrado en la literatura Farde et al. (1989) reportan que los 
nódulos de L. corniculatus transformados con una construcción similar no 
manifestaron actividad de GUS más que en los haces vasculares y ligeramente en la 
corteza interna En cambio, en Szabados et al., (1990), encontramos que el 
promotor 358 se comportó constitutivamente, tiñéndose todas las células del nódulo. 
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I!! 1 <<·>>g¡¡s:.: .. ... ::.·::¡ pGN30-GB14 70 43.6 120.7 3.40 
pGN30-GB16 60 75 8 544.5 15.34 

!I I:.:.::: .::::'il~::::: :>.:::::: . .: 1 pGN30-GB3a 11.0 102.4 27.4 0.77 
pGN30-GB3c 8.0 138.6 30.7 0.86 

- - - I!!:: :::::~¡&· ·'< :.:·:J p35S-GUS 22.809 o 5.711.2 5,803.4 163.48 

no transformada silvestre 5.0 79.7 35.5 1.00 

Figura 15: Análisis fluorlmétrlco de la actividad de GUS en tejidos de plantas 
transgénlcas 
Actividades dadas en (pmol 4-MU/mg protlmin) 
H:::hoja; R:::rafz; N=nódulo; NT:::nódulo transgénico; NS=nódulo silvestre 

E=:! .. ~! Promotor de N-30 

!- .-! Promotor de 358 

IM~i:'j Región codificadora de GUS 
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Figura 16: Locallzaclón hlstoqulmlca de la actividad de GUS en nódulos de Lotus 
cornlculatus transgénlcos. La coloración azul denota la localización 

de la actividad de GUS. 
(A) Nódulo silvestre, no se observa actividad de GUS. Las células infectadas se 

encuentran en la zona central del nódulo y se distin~uen por ser de gran tamaño, por 
su coloración rojiza y por ser opacas a la luz. Las celulas no infectadas se encuentran 
en los espacios intersticiales, son más pequeñas y refringentes a la luz (x100). 

(8) Nódulo transformado con la construccion pGN30-GB1 (5' N-30 en la orientación 
correcta). La coloración azul de la actlVldad de GUS se encuentra sólo en las 
células infectadas (x100). 

(C) Nódulo transformado con la construcción pGN30-GB1, pero a un mayor aumento. 
Se observa la reacción de GUS sólo en las células infectadas (x400). 

(D) Nódulo transformado con la construcción pGN30-GB3 La tinción de GUS se 
aprecia en los haces vasculares. y en manchas indefinidas en una zona próxima a 
la corteza (x100). 

(E) Nódulo transformado con la construcción p35S-GUS En este caso la coloración 
azul se aprecia solamente en las células no infectadas (x100). 

(F) Igual que en (E) pero a un mayor aumento (x400). Se puede observar que las 
células infectadas están claramente libres de actividad de GUS. 



DISCUSION 

1) Secuencia de la Region Codificadora de N-30: 

La clona pGN338 fué secuenciada en su totalidad. En paralelo se secuenció 
la clona de cDNA pN311 (Campos et al., en preparación). Usando las dos 
secuencias. encontramos que N-30 tiene una alta homología con la familia de 
nodulinas de soya descrita por Sandal et al (1987). Mauro et al. (1985), Jacobs et al. 
(1987) y Sengupta-Gopalan et al (1986a) El extremo amino terminal de las 
secuencias de aminoácidos predichas para estas proteínas está bastante 
conservado en la fam1l1a de soya (95% homología), y aparentemente reúne los 
requisitos de un péptido líder. La comparación con la región correspondiente de la 
secuencia am1noacid1ca predicha para N-30 por la clona genómica, mostró un alto 
grado de homología con la familia de soya. especialmente con N-20, N-22 y N-27 
(58%id , 11 % s1m ) incluyendo los am1noác1dos del sitio propuesto de corte del 
péptido líder (Sandal et al.. 1987; Jacobs et al.1987) (Figura 11 b). Además, el 
extremo amino de N-30 también muestra las caracterist1cas de un péptido líder: 
una región básica en el extremo amino, una región central hidrofóbica y una región 
más polar en el extremo carboxilo; cumpliendo la regla "-3. -1" de von Heijne (von 
Hei¡ne. 1986) (Figura 10). Esto sugiere que pooria tratarse de una proteína asociada 
a membrana Sin embargo, en el caso de soya. la asociación con la membrana 
peribactero1dal sólo ha sido demostrada para N-23. en tanto que N-27 se encontró 
que reaccionaba con anticuerpos generados contra la fracción soluble del nódulo 
(Jacobs et al .. 1987). Dada la semejanza que hay entre el extremo amino de N-30 y 
el de N-27 (56% identidad, 10% similitud), podría esperarse que compartieran la 
localización subcelular, lo cual parece ser confirmado por evidencias recientes, que 
sugieren que N-30 se encuentra también en la fracción soluble (Campos et al., en 
preparación). 

Otra región de interés y bastante conservada entre las proteínas de la familia 
de soya (70-90%) es la que contiene dos dominios con una estructura 
C-X1-C-X13.14-C·X7-C. Se ha sugerido que las cisteínas podrían acomodarse en una 
configuración típica de los dominios que unen metales, conocidos generalmente 
como "dedos de zinc" (Sandal et al .. 1987). Esta región se encuentra también 
conservada en N-30 respecto a las nodulinas de la familia de soya , destacando la 
alta homología (65% id., 9% sim.) y el espaciamiento correcto C-X1-C entre las 
cisteínas (Figura 11 a). La fuerte conservación de secuencia entre proteínas de 
distintas especies de leguminosas, indica que esta zona debe ser importante para la 
función de las mismas. Analizándola de acuerdo a información más reciente, surge 
un mayor parecido con los motivos denominados "vuelta de zinc" ("zinc twist") 
encontrados en el receptor de glucocort1coides de rata y humano (Valle et al., 1991; 
Klug et al., 1987). En estas secuencias también se encuentran cuatro cisternas 
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responsables de la unión al Zn. separadas por 15 aminoácidos; sin embargo, el 
espaciamiento entre las cuatro cisteínas es sólo de 2pb Estos motivos. así como 
otros dominios relacionados a los ·dedos de zinc" han sido implicados en unión al 
DNA como factores transcrioc1onales. aunaue esto ha sido demostrado solamente 
para unos pocos casos (por e1emplo GAL4 de Saccharomyces cerev1siae, GR de 
ratón. TFlllA de Xenopus) (Berg. 1990. Valle et al.1991) En el caso de las 
nodulinas de soya y fr1¡ol relacionadas con N-30. es poco probable que tengan un 
papel de este tipo. dado que son muy abundantes Se ha sugerido que estas 
nodulinas pueden estar involucradas en el transporte de metales. funcionando tanto 
en el citosol como en la membrana y el espacio peribactero1dal (Sánchez et 
al .. 1991 ). Sin embargo, no se ha demostrado la unión de estas proteínas a metales. 
Se podría pensar que las cisteínas están involucradas de alguna forma en la 
mantener configuración tridimensional de estas proteínas. y que esta es la razón de 
que estén conservadas 

Una última región de interés se encuentra en el extremo carboxilo de la 
sección de N-30 secuenciada. En la familia de nodulinas de soya esta región es rica 
en prolinas. especialmente en el caso de N-20 que tiene 8 prolinas contiguas 
¡Sandal et al. .1987) En la secuencia am1noacíd1ca derivada de la clona genómica 
incompleta de N-30 también encontramos un tramo de 10 prolinas sucesivas, en 
tanto que en la secuencia der1vada de la clona de cDNA encontramos hasta 18 
prol1nas entre los u1t1mos 30 residuos del extremo carboxilo Se sabe que una 
abundancia de prolinas puede hacer que una proteína tenga una vida media corta 
(Rogers et al., 1986); por otro lado. pueden ser la causa de la migración aberrante de 
la N-30 en el gel de doble dimensión. 

Al comparar esta secuencia con la de la clona de cONA pN311 (Campos et 
al..en preparación). encontramos que la secuencia codificadora se interrumpe en la 
base +645 (a partir del ATG. tomando la A corno+ 1 ). donde aparentemente se inicia 
un intrón, limitado por la secuencia consenso GT y que se extiende hasta el final de 
la clona pGN338 (Figura 7 y Figura 8). De acuerdo a la clona de cDNA faltaría la 
secuencia de DNA correspondiente a 16 aminoácidos (Figura 9). Suponemos que es 
un intrón, y no el final de la región codificadora. debido a que la secuencia de DNA 
diverge mucho a partir de ese punto. además de que encontramos el GT consenso 
en lo que sería el incicio del intrón (Figura 8) Por otro !ado, en !os genes 
secuenciados de la familia de soya relacionada a N-30 (N-20, N-22, N-23), se 
localiza un 1ntrón aproximadamente en la misma zona (Sandal et al., 1987; Mauro et 
al .. 1985). Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que pN311 y 
pGN338 correspondan a los genes de dos proteínas de la misma familia. pero con 
un extremo carboxllo muy diferente entre sí. y que no contengan un intrón. 

El resto de la secuencia se encuentra bastante conservado entre la clona de 
cDNA y la clona genómica (96%). Las diferencias las encontramos principalmente 
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hacia el extremo carboxilo. donde se encuentran en la secuencia de la clona de 
cDNA seis bases más en la pos1c1ón +405 (respecto al ATG de la clona genómica), 
seis en (+615) y tres en (+622) (Figura 8) Esto rios sugiere que no codifican 
exactamente oarn la misma proteína Las diferenc1as en 1as secuencias de DNA de 
ambas clonas se reflejan en las secuencias de aminoácidos predichas, 
encontrándose un 91.6% de 1dent1dad (O 49ºo de similitud) entre ellas(Figura 9). Hay 
que notar que dos de los am1noác1dos diferentes se encuentran en las zonas más 
conservadas con las otras nodul1nas. Todas estas d1screpanc1as pueden deberse a 
que los bancos genóm1co y de cDNA no fueron hecl1os con la misma variedad de 
fri¡ol. El de cDNA proviene del cultivar Negro Jamapa y el de DNA genómico del 
cultivar Saxa También podría tratarse de dos genes pertenecientes a una familia 
multigénica, como lo sugieren las características de la(s) proteína(s) obtenida(s) por 
la traducción m v1tro de m~A polisomal de nódulo, el hecho de que una sola clona de 
cDNA hibride con varios transcritos.el southern genómico (Campos et al, 1987) y la 
semejanza con proteínas de soya que conforman una familia. 

11) Expresión de los genes quiméricos en Lotus cornlcu/atus: 

La N-30 es una nodulina cuyo mRNA se encuentra abundantemente 
representado en el nódulo. Esto sugiere que el promotor de N-30 es muy fuerte para 
nódulo, ó que su mRNA es muy estable. y nos hizo pensar que un gene reportero 
bajo la dirección del promotor de N-30 iba a ser altamente expresado en el 
nódulo.Como puede observarse en las Figuras 15. 16b y 16c, la expresión 
nódulo-específica del gene quimérico N30-GUS no fué tan alta, por eiemplo en 
comparación con la expresión tan fuerte de GUS bajo el promotor de 358 (Figuras 
15. 16e y 16f). Sin embargo, fué considerablemente mayor que en hoja ó raíz 
(Figura 15), y además, especifica de células infectadas (Figura 16b y 16c). Se 
desconoce la razón de que la raíz presente más fondo que el tejido de hoja. 

El nivel de expresión que encontramos puede deberse a varios factores. La 
clona de cDNA utilizada como sonda para obtener la clona genómica de N-30, se 
usó también para seleccionar por hibridación mRNA. que después fué traducido. El 
producto resultante de esta traducción fué abundante. y manifestó también la 
migración aberrante observada prcvi;:imcntc para N-30 en el gradiente isoeléctrico, 
pero no se sabe si corresponde a la expresión de uno solo ó de varios genes 
(Campos et al.. 1987). Como ha sido comentado anteriormente. hay varios datos que 
apuntan fuertemente a la ex1stenc1a de una fam1l1a multigénica relacionada con la 
N-30. Cada uno de los miembros de esta familia podría tener distintas 
características, y su expresión estar regulada de manera diferente, como se observa 
en otras familias multigénicas, por eiemplo la de la leghemoglobina de soya (Verma 
et al .. 1988; U heda et al., 1982). Dado que en el caso de N-30 se desconoce la 
proporción en la que la expresión de cada gene contribuye al total de la proteína 
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observada. se desconoce también la fuerza de cada uno de los promotores. Por 
tanto. la fuerza del promotor del gene correspondiente a la clona pGN338 no puede 
ser inferida de la expresión observada para el coniunto de los genes de esta familia. 
pudiendo ser un promotor más déo11. 

Debido al tamaño del promotor usado (860pb). es posible que falten 
elementos de control positivos localizados más arriba de este punto. Sin embargo, la 
región del promotor de N-30 contiene aparentemente todas las secuencias 
necesarias para la expresión en nódulo. encontrándose tanto las secuencias 
consenso órgano-especificas CTCTT y AAAGAT (Sandal et al .1987: Stougaard et 
al .1987b), como los motivos que unen factores nucleares en otras nodulinas 
(consenso TATTTWAT) (Jensen et al ,1988a.b. de Bruijn et al,1988: Farde et 
al. 1990; Jacobsen et al . 1990) (Figura 7 y Figura 12) Estas secuencias se 
encuentran distribuidas de manera diferente en los promotores de nodulinas tardías: 
mientras que el promotor de lbc3 requiere de 1 1 kb para contener todos los 
elementos cis necesarios para la expresión del gene (Stougaard et al..1987b; 
Jensen et al .1988). el promotor de N-23 presenta un arreglo más compacto. 
estando todos sus elementos de control localizados en menos de 350pb (Jorgensen 
et al .. 1988, 1991) (Figura 12) Las secuencias correspondientes a los repetidos 
invertidos lnvA e lnvB del promotor de N-23 no se encontraron en el promotor de 
N-30. Sin embargo. aunque su función como elementos positivos del promotor de 
N23 ha sido establecida, no es c!arc que constituyan motivos transcripcionales 
comunes a las otras nodulinas de esa familia. dado que su ausencia no parece ser 
crítica en la expresión de las mismas (Jorgensen et al . 1991) 

Otra posibilidad es que hayan hecho falta secuencias regulatorias de la región 
3' no transcrita del gene. Pero esta zona no parece tener mucl1a importancia en la 
expresión de los genes de otras nodulinas. ya que aunque se ha reportado que 
existen secuencias conservadas entre el 3' de vanos genes de leghemoglobina de 
soya (Kuhse et al.. 1987), éstas no parecen influir en el control de la expresión 
(Stougaard et al .. 1987). 

Por otro lado, para hacer la fusión transcnpcional. se usó el único sitio de 
restricción disponible en la zona ( 14pb hacia aba¡o de la caia TATA), por lo que el 
sitio normal de la transcripción no está 1nclu1do en el gene quimérico pGN30-GB1. 
De esta manera se alteró el sitio de inicio de la transcripción. quedando en su lugar 
las secuencias del "pol1linker". Esta perturbación pudo hacer que la transcripción se 
haya llevado a cabo de manera menos eficiente. ó que el RNA quimérico resultante 
haya sido poco estable por alguna razón. Para evitar este problema se creó un 
nuevo sitio de restricción 5 bases arriba del ATG por mutagénesis dirigida. Usando 
este sitio se está construyendo otro gene quimérico que incluya el sitio normal de la 
transcripción; esta construcción aún no ha sido introducida a Lotus. 
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Finalmente. no hay que olvidar que el gene quimérico 5'N30-GUS fué 
introducido en un sistema heterólogo Aunque este sistema ha sido validado y·a al 
expresar corre::tamente va11os genes de otras especies siempre cabe !a pos;biiidad 
de que !as d:~arancias en ias se11ales de expresión en Lotus repercutan en la 
expresión del gene quimérico 

La expresión nódulo especifica del gene pN30-GB1 contrasta en especial con 
la del gene quimérico 358-GUS Como se puede observar en las Figuras 16e y 16f, 
358-GUS sólo se expresa en células no infectadas. a d1ferenc1a de lo reportado por 
Szabados et al (1990) (expresión en todas las células) y por Forde et al. (1989) 
(expresión sólo en haces vasculares). Esta expresión característica la observamos 
por lo menos en Jos nódulos de dos plantas transformadas 1nd1vidualmente. pero no 
en todos los cortes de los mismos. habiendo algunas preparaciones más gruesas 
que se veían completamente azules Esto explicaría la discrepancia con lo reportado 
por Szabados. pero no por Forde. donde se muestra claramente una expresión 
parcialmente distinta para este gene quunénco 

Los resultados obtenidos con el gene 358-GUS nos permiten de alguna 
manera validar más aún la expresión específica de nódulo de pGN30-GB1, ya que 
descarta artefactos inherentes al método. (como la pos1b1lidad de que el reactivo por 
alguna razón no entrara a tocas !as células con 1a misma facilidad, ó que se viera la 
expresión de GUS sólo en las células infectadas debido a una transcripción más 
intensa en ellas respecto a las no-infectadas) 

En cuanto a la expresión del gene quimérico pGN30-GB3, no se detectó 
actividad de GUS en ningún ensayo 11uorimétnco. ni en la mayoría de los cortes de 
nódulos analizados. Este era el resultado esperado. ya que se invirtió la orientación 
del promotor a partir de la ca¡a TATA. y no se pensaba que pudiera dirigir la 
expresión de GUS en ningún te11do No obstante. en un nódulo se vieron algunas 
zonas teñidas, que parecen ser Jos haces vasculares. Se tienen reportes de 
alteraciones de la expresión al cambiar segmentos de la región regulatoria del 
promotor de lbcJ de soya, que normalmente se expresa en células infectadas del 
nódulo. Un gene quimérico construido con el promotor casi completo de lbc3 (-162 a 
-1914) fusionado al promotor truncado de 35S 1-90 a +9) frente n GUS. se expresó 
en los h.:ices vasculares del nódulo y fa raíz: mientras que otra construcción 
semejante, pero con el promotor truncado de nos (-150 a + 1). se expresó en zonas 
pequeñas de los haces vasculares y de Ja corteza del nódulo (Szabados et af..1990). 
Pero en estos dos casos Ja sección de promotor conservada se encontraba en la 
orientación correcta. y la región faltante se sustituyó por un promotor mínimo 
heterólogo, de manera que se mantuvieron todos los elementos necesanos para la 
expresión, aunque haya cambiado la local1zac1ón. Pero en el caso del gene 
pGN30-GB3 se debe haber tenido que hacer uso de secuencias del promotor 
proximal crípticas (caja TATA. etc) para que GUS se expresara. aunque la 

29 



expresión haya sido mínima. Sin embargo. la expresión de GUS no fué del todo 
1nespecíflca, ya que se mantuvo l1m1tada al nódulo. Esto nos sugiere que alguno de 
los elementos responsables de la órgano-espec:f:c:dad de la expresión es capaz de 
funcionar en la dirección oouesta y a ur.a d:stanc;a diferente oe la que tiene 
normalmente, reuniendo las caracteristicas de un ··enhancer". Se tendrá que hacer 
una caracter1zac1ón más fina de este promotor para determinar si hay ó no un 
elemento "enhancer" en él y definir su pos1c1ón 

Los resultados obtenidos en el ensayo fluorimétrico (Figura 15) nos indican 
que la actividad de GUS dirigida por el promotor de N-30 es unas 50 veces mayor en 
nódulo que en ho¡a. y entre 3 y 7 veces mayor que en raíz. Además podemos 
observar en las Figuras 16b y 16c que la actividad de GUS en los nódulos 
transformados con la construcción pN30-GB1 (5'N30-GUS) es claramente específica 
de las células infectadas. De acuerdo a la expresión dirigida en Lotus corniculatus 
por el promotor de su gene. podemos concluir que la N-30 codificada por Ja clona 
pGN338 es una proteína especifica de nódulo. donde posiblemente juega un papel 
importante en el funcionamiento de las células infectadas. 
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